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Resumen y Abstract IX

Resumen

Con el fin de aprovechar el potencial agricola, en Colombia vienen impulsandose
estrategias para incrementar la produccion hortofruticola y reducir las pérdidas de
alimentos ocasionadas por el bajo consumo y la poca trasformacion. El objetivo general
de esta tesis fue el establecimiento de las condiciones de proceso que permitan la
generacion de valor en frutas y hortalizas, mediante la aplicacién de la fermentacion

lactica.

Para ello, se seleccionaron frutas, hortalizas y mezclas de éstas, considerando criterios
como produccién, comercializacion, aceptabilidad y viabilidad de bacterias lacticas.
Posteriormente, se evalud la influencia de la neutralizacién y del acondicionamiento de
cultivo, sobre el crecimiento de las bacterias lacticas, encontrandose que su efecto no es
significativo. El estudio de la fermentacion lactica de mezclas permitié obtener productos
con una buena aceptabilidad y alta concentracién de probiéticos (1x10® UFC/g).
Finalmente, el estudio de vida atil confirmé que la mezcla amarilla (mango 80% p/p y
ahuyama 20% p/p) fermentada y almacenada a la misma temperatura (5°C), conserva su

calidad por mas tiempo (46 dias) frente a la mezcla sin fermentar (12 dias).

Se concluy6 que, el proceso disefiado permite la conservacion del producto, sin alterar la
capacidad antirradicalaria propia de la fruta y hortalizas frescas, le agrega propiedades
funcionales y puede implementarse facilmente por los campesinos productores en el

ambito del agro colombiano.

Palabras clave: bacterias lacticas, frutas y hortalizas, fermentacion lactica, vida

atil.
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Abstract

In order to take advantage of the agricultural potential in Colombia, strategies are being
promoted to increase the production of fruits and vegetables. Simultaneously, there are
large quantities of losses of these foods, caused by low consumption and a stagnation in
the transformation sector. To reduce these losses and respond to these needs, lactic
fermentation on fruits and vegetables was evaluated. The aim of this research was focus
on the establishment of process conditions for lactic fermentation to generate of value in
fruits and vegetables. In this way, fruits and vegetables were selected and mixed to
stimulate the acceptability and viability of lactic bacteria and a new selection of these
mixtures was made. Afterward, it was evaluated whether the use of preliminary processes
(neutralization and conditioning) improve the growth of lactic bacteria or not. Applying
these results, lactic fermentation of mixtures was studied using physicochemical,
microbiological and sensory variables. Finally, shelf-life of the product obtained was
carried out: mixture between a fruit and a vegetable, with a high probiotics concentration
(1x10® CFU / g). The designed process allows the product preservation, without altering
the anti-radical capacity of fresh fruit or vegetable, adds functional properties and can be

easily implemented by farmer in the field of Colombian agriculture.

Keywords: Lactic bacteria, fruits and vegetables, lactic fermentation, shelf-life.
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Prefacio

Colombia tiene el potencial para convertirse en una de las despensas de alimentos para
el mundo. Este potencial ha sido identificado a partir de la evaluacion del estado actual
del uso de suelos, las caracteristicas hidrograficas, geogréaficas y biol6gicas y de la
comparacion con los ecosistemas de otros paises. Gracias a este panorama, se han
puesto en marcha diferentes estrategias, tanto a nivel de investigacion como de
agroindustria, para aumentar la produccion de especies vegetales (EFE, 2016; Portafolio,
2017a,b).

El consumo de frutas y de hortalizas varia de acuerdo con diferentes factores: sociales,
economicos, el medio geografico, las creencias y tradiciones culturales y la
disponibilidad. Colombia tiene un suministro estable de frutas y hortalizas a lo largo de
todo el afio. Por ello, la mayor parte de su consumo se realiza en fresco, lo que ha
ocasionado un estancamiento en el sector, especialmente en el procesamiento y la
transformacion (Fao and MinSalud, 2013; DANE, 2016).

De forma paralela, se observan cifras preocupantes relacionadas con las pérdidas de
alimentos en el pais. En 2016 se perdieron 9,76 millones de toneladas de alimentos,
distribuidos asi: 62% de frutas y verduras, 25% de raices y tubérculos, 8% de cereales,
mientras que 3,5% corresponde a cérnicos, pescado y lacteos. Las mayores pérdidas de
frutas y hortalizas se encuentran en la produccion, la poscosecha y el almacenamiento.
Por ello, es importante enfocar los esfuerzos en disminuir éstas pérdidas, a través del

mejoramiento de las etapas de transformacién y procesamiento (DNP, 2016).

Teniendo en cuenta estos aspectos, en esta tesis doctoral se considero la aplicacion de
un proceso de transformacion de las frutas y hortalizas de manera que pueda ofrecerse
una alternativa para el consumo de estos productos, que proporcione un valor agregado
y que a su vez favorezca su conservacion. La fermentacion lactica cumple con estas

caracteristicas.



2 Prefacio

Este proceso fermentativo ha sido empleado como un método de transformacion y
conservacion de alimentos a lo largo de la historia. Se caracteriza por permitir el alcance
de diferentes objetivos de forma simultanea: la conservacion del alimento mediante la
produccién de acido lactico y de metabolitos secundarios con actividad bactericida, el
mejoramiento de la seguridad a través de la inhibiciéon de patégenos, la transformacion
de las caracteristicas sensoriales, en especial las relacionadas con el aroma, sabor y
textura, y un impacto positivo en la salud de los consumidores al favorecer la
digestibilidad de algunos nutrientes por medio del empleo de microorganismos con
actividad probidtica (Caplice, 1999; Fao, 2001; Del Piano et al., 2006; Aureli et al., 2011;
Foligné et al., 2013; Hugenholtz, 2013; Butel, 2014; Reid, 2016).

Este proyecto fue concebido a partir de multiples experiencias trabajando como parte del
grupo de investigaciéon de “Aseguramiento de la calidad y desarrollo de nuevos
productos” en proyectos de interaccién entre tres sectores productivos: apicultores,
academia e investigacion y comercializadores. El propésito inicial de este proyecto fue
fundamentar una idea de emprendimiento tecnoldgico junto con productores colombianos
de frutas y hortalizas. Por este motivo, se considero la aplicacion de técnicas analiticas

béasicas, que permitiera la transferencia tecnolégica a mediano plazo.

Se resalta entonces que la innovacion de este proyecto se encuentra en la aplicacion de
un proceso de transformacién y conservacion, como la fermentacion lactica, a un sustrato
de frutas y hortalizas para obtener un crecimiento bacteriano que pudiera darle un

caracter funcional al alimento.

El presente documento presenta los resultados obtenidos en esta investigacion en ocho
capitulos, descritos brevemente a continuacion:
= El primero muestra los fundamentos de la fermentacion lactica y del estudio de
vida util, necesarios para alcanzar los objetivos propuestos.
= En el segundo se desarrolla el planteamiento del problema, las preguntas de
investigacion, la hipotesis, los objetivos planteados y la estrategia general.
= El tercer capitulo recopila los materiales y métodos aplicados a lo largo de todo el
proyecto.

A partir de aqui, se recogen los resultados, del capitulo cuarto al octavo:
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= El cuarto capitulo describe los aspectos estudiados para la seleccion inicial de las
frutas y hortalizas con las cuales se continué el estudio.

» El quinto capitulo presenta el proceso de seleccion de las mezclas con las que se
realizaron los ensayos experimentales de fermentacion.

= El sexto capitulo muestra los resultados de la evaluacion de la fermentacion
lactica, incluyendo el efecto de operaciones preliminares (neutralizaciéon y del
cultivo) y el empleo de otros cultivos para la fermentacion.

»= El séptimo capitulo presenta el seguimiento del proceso fermentativo mediante la
determinacion de propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas.

= El octavo capitulo contiene los resultados de la evaluacion de la vida atil de una
mezcla fermentada, obtenidos a partir del seguimiento de las propiedades
fisicoquimicas y microbioldgicas.

*» Finalmente, en el noveno capitulo, se establecen las conclusiones y perspectivas

o recomendaciones de esta tesis doctoral.

El trabajo se desarroll6 en los Laboratorios de analisis fisicoquimico y microbiolégico de
alimentos del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA) de la Universidad
Nacional de Colombia, y en el Laboratorio de antioxidantes naturales de la Escola
Técnica Superior d'Enginyeria Industrial de Barcelona (ETSEIB) de la Universitat
Politécnica de Catalunya. Fue financiado por la Divisién de Investigacion de la Sede de
Bogota de la Universidad Nacional de Colombia por medio del proyecto “Generacion de

valor en matrices vegetales mediante la aplicacion de fermentacién lactica”.






1. Introduccion

1.1 Fermentacion lactica

La fermentacién lactica es uno de los procesos mas empleados para la conservacion de
alimentos. Su efectividad se relaciona con la formacion de metabolitos, &cidos organicos,
etanol, diéxido de carbono y bacteriocinas, en combinacion con un descenso en la
actividad de agua. El efecto de estos metabolitos se refuerza con la interferencia
microbiana, ya que inhiben el crecimiento de ciertos microorganismos contaminantes,
mientras otros proliferan en el mismo sustrato. Sin embargo, con el fin de que esta
interferencia sea efectiva, la flora a inhibir debe ser superada por la flora adicionada
(Caplice, 1999; Paul Ross et al., 2002; Devlieghere et al., 2004; Bourdichon et al., 2012).

El mecanismo de accibn incluye diferentes factores: la obstruccién del mantenimiento del
potencial de la membrana celular (el cual inhibe el transporte activo, reduciendo el pH
intracelular y diferentes funciones metabdlicas), la competencia por nutrientes, la
generacion de un ambiente desfavorable y la competencia por adhesion. Por ello, otro
beneficio de la fermentacion lactica se relaciona con el mejoramiento de la seguridad del
alimento a través de la inhibicién de patégenos y del crecimiento de esporas (Caplice,
1999; Paul Ross et al., 2002; Devlieghere et al., 2004; Bourdichon et al., 2012; da Silva
Sabo et al., 2014).

Ademas de mejorar la conservacion de los alimentos, la fermentacion lactica proporciona
otros beneficios como la transformacion de las caracteristicas sensoriales (aroma, sabor
y textura), el incremento de la calidad nutricional (ya que se favorece la digestibilidad de
algunos nutrientes) y efectos especificos en la salud (como es el caso de los
microorganismos probidticos, vitaminas y minerales). Por lo anterior, tanto el
mejoramiento de la calidad organoléptica como del valor nutricional del alimento se
consideran objetivos en algunos procesos fermentativos (Caplice, 1999; Bourdichon et
al., 2012; Hugenholtz, 2013).
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Adicionalmente, puede considerarse la fermentacion como un proceso tradicional,
enmarcado en la sostenibilidad, naturalidad y de conservacién no térmica, que favorece
el aumento de la actividad antioxidante gracias al rompimiento de paredes celulares, ya
gue se generan metabolitos secundarios y se liberan otros compuestos almacenados en
las estructuras internas (Caplice, 1999; Bourdichon et al., 2012; Hugenholtz, 2013).

Los cultivos iniciadores (con cepas definidas), especialmente los empleados a gran
escala, tienen un componente importante de disefio que se obtiene gracias a los avances
en genética y biologia molecular. La atencion se focaliza en los microorganismos
asociados con impactos positivos en la salud y con el respaldo cientifico que su uso debe
tener. Con el fin de alcanzar estos beneficios deben tenerse en cuenta los siguientes
factores en la seleccion del cultivo, ya que el tipo y las caracteristicas de los
microorganismos son determinantes para la obtencion delas caracteristicas deseadas en
el alimento (Paul Ross et al., 2002; Leroy et al., 2006; Cogan et al., 2007; Parra-Huertas,
2010):
= Adicién de promotores de crecimiento, tolerancia al oxigeno presente, perfil de
acidificacién y estabilidad.
= Velocidad de crecimiento, por ejemplo, en algunos casos se esperan valores
hasta de 10°-10" UFC/mL con un inéculo entre el 1 y el 10% (p/p) en 24h,
mientras que en otros estas concentraciones se obtienen luego de varios dias
de proceso.
= Tipo de alimento: acidificacion, aroma, estabilidad y textura.
= Obtencién de caracteristicas organolépticas aceptables para el consumidor y el
mantenimiento del perfil aromatico.
= Contenido de microorganismos viables minimo de 10® UFC/g de producto al final
del tiempo de vida util del alimento, aunque en algunas fuentes se reportan

mayores concentraciones como Lourens (Lourens-Hattingh and Viljoen, 2001).

Adicional a la inclusion de microorganismos probiéticos, los alimentos funcionales
pueden complementarse con prebiéticos (sustancias que favorecen el crecimiento y la
actividad de las bacterias a lo largo del tracto digestivo), los cuales se conocen como
alimentos simbidticos y son objeto de diversos estudios (Llc, 2003; Cogan et al., 2007;
Mussatto and Mancilha, 2007; Park and Floch, 2007; Oliveira et al., 2012; Vijaya Kumar
et al., 2015).
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Algunas bacterias lacticas poseen caracteristicas probiéticas. Por ejemplo, (1) tolerancia
a acidos y bilis, que es esencial para mantener el nimero de células viables durante el
almacenamiento y en el paso a través del tracto digestivo después de la ingestion oral;
(2) adherencia a la mucosa intestinal humana, necesaria para la colonizacién temporal
del tracto gastrointestinal humano; (3) produccién de sustancias antimicrobianas,
importante para la conservacion del alimento y la inhibicion de patégenos (Gomes and
Malcata, 1999; Granato et al., 2010).

1.1.1 Bacterias acido lacticas

Estos microorganismos son Gram positivos, meséfilos, con temperaturas de crecimiento
entre 20 y 60°C y pH entre 4,0 y 6,5. El proceso fermentativo generalmente es anaerobio,
pero las bacterias también pueden crecer en presencia de oxigeno. Algunos
requerimientos para su crecimiento son: fuentes de carbono (presente en forma de
azucares, aminoacidos y acidos organicos), nitrogeno (disponible en aminoéacidos,
péptidos y compuestos inorganicos) minerales (Mg, Mn y Fe en forma de sales) y
vitaminas. Cabe destacar que en algunos casos las bacterias lacticas pueden crecer,
mantenerse, conservar y proporcionarle al alimento caracteristicas probiéticas sin la
generacién de acido lactico (Caplice, 1999; Vijayakumar et al., 2008; Parra-Huertas,
2010; Castillo Martinez et al., 2013; Ghaffar et al., 2014).

Para el mantenimiento de las bacterias lacticas es indispensable contar con una reserva
permanente de energia. En el caso de los alimentos, este suministro se realiza a partir de
los carbohidratos, especialmente glucosa, que son la fuente de carbono mas disponible
(Mckee and Mckee, 2014).

Dentro de estas rutas se destaca la glucdlisis (via Embden—Meyerhof—Parnas), en la que
la glucosa se transforma en acido pirtvico. A partir de este acido, si los microorganismos
son anaerobios, puede producirse etanol, acido lactico, acido acético o moléculas
semejantes. En el caso de microorganismos aerobios el acido pirdvico se oxida
completamente produciendo CO, y agua. Otra ruta metabdlica importante es la
denominada via de las pentosas fosfato, en la que a diferencia de la glucdlisis, no se
genera ATP. Los principales productos son NADPH y ribosa-5-fosfato y se obtienen en

dos etapas, una oxidativa y otra no oxidativa (Mckee and Mckee, 2014).
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De acuerdo con los productos obtenidos en la fermentacion, las bacterias acido lacticas
pueden clasificarse como homofermentativas, si se produce Unicamente acido lactico, o
heterofermentativas, si se tienen otros productos adicionales al 4cido lactico, como COa,
etanol y acido acético, entre otros (Caplice, 1999; Vijayakumar et al., 2008; Parra-
Huertas, 2010; Abdel-Rahman et al., 2011; Castillo Martinez et al., 2013).

Las bacterias homofermentativas emplean la glucélisis como ruta metabdlica (por
ejemplo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus),
mientras que las bacterias heterofermentativas emplean la via de las pentosas en
combinacién con glucolisis (por ejemplo: Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus reuteri) Dentro de los compuestos obtenidos en el proceso
heterofermentativo que aportan un perfil sensorial especifico estan: acetaldehido,
citratos, diéxido de carbono, amoniaco, acidos grasos libres y acidos orgénicos (acético,
propidnico e isobutirico) (Caplice, 1999; Cogan et al., 2007; Parra-Huertas, 2010; Abdel-
Rahman et al., 2011; Castillo Martinez et al., 2013).

Las rutas metabdlicas también se ven afectadas significativamente por la presencia de
otros microorganismos. Uno de los casos mas documentados es el metabolismo del
Streptococcus thermophilus que se ve influenciado por la presencia de Lactobacillus
delbruekii subp. bulgaricus, en la fermentacién de leche para la obtencion de yogur. En
este proceso se observa un efecto positivo, al emplear cultivos mixtos en comparacion
con monocultivos, en cuanto al crecimiento y mantenimiento, la acidificacion, la
protedlisis y la produccion de sabores. Esta simbiosis se caracteriza por el hecho de que
cada bacteria produce una 0 mas sustancias que estimulan el crecimiento de la otra
mediante los siguientes fendmenos (Béal et al., 1994; Lourens-Hattingh and Viljoen,
2001; Oliveira et al., 2012):

= Crecimiento mas rapido del Streptococcus en relacion con el Lactobacillus. El
Lactobacillus bulgaricus es estimulado por el acido férmico y el CO» producidos por la
descarboxilacién de la urea por la ureasa del Streptococcus thermophilus, mientras que
es favorecido por los aminoacidos y pequefios péptidos obtenidos a partir de la actividad
metabdlica del Lactobacillus bulgaricus.

= Consumo parcial de lactosa acompafiado de la formacion de acido lactico como

producto principal. Aunque el Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, metaboliza



Introduccién 9

preferentemente lactosa, también emplea glucosa, fructosa y manosa, en una menor
proporcion.

» Liberacion de galactosa y acumulacion de diacetilo y acetoina en el medio.

1.1.2 Fermentacion de vegetales

Muchos de los productos con caracteristicas probioticas disponibles en el mercado
colombiano son de origen lacteo. Debido a algunas desventajas como su contenido de
colesterol y de lactosa, se observa un crecimiento en la demanda de productos
funcionales no lacteos, por lo que se valora la posibilidad del empleo de frutas y
hortalizas como vehiculo para microorganismos probiéticos. La investigacién para el
desarrollo de este tipo de productos se concentra en alcanzar la supervivencia de un
ndmero alto de microorganismos y una minima alteracion de las caracteristicas
sensoriales de los alimentos (Granato et al., 2010; Rivera-Espinoza and Gallardo-
Navarro, 2010; Di Cagno et al., 2013).

Por otra parte, la poblaciébn microbiana en productos vegetales varia de acuerdo con el
vegetal, la composiciébn quimica, la capacidad tampén del alimento, la competencia
generada entre las cepas presentes y las condiciones de poscosecha. También se
observan variaciones en la poblacién microbiana con la maduracién del fruto y en
muchos casos se presenta una sucesion de cepas. Por lo tanto, para obtener las
propiedades deseables de los productos vegetales fermentados, es necesario controlar
las condiciones del proceso fermentativo o reducir la carga microbiana inicial e inocular
los microrganismos aislados previamente, ya que como ocurre en la fermentacion de
otros tipos de alimentos, la composiciéon de la microbiota y su desarrollo, son factores
importantes para la calidad del producto final (Rodriguez et al., 2009; Parra-Huertas,
2010; Di Cagno et al., 2013).

Debe considerarse que las fermentaciones espontdneas resultan de las actividades
competitivas de una variedad de microorganismos: los que mejor se adaptan a las
condiciones durante el proceso de fermentacion tienden a dominar. Por ello, los riesgos
son altos: (1) inadecuada inhibicion de esporas y patdégenos, (2) generacion de
componentes aromaticos y nutricionales indeseables (Rodriguez et al., 2009; Parra-
Huertas, 2010; Di Cagno et al., 2013).
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Se proponen dos alternativas para dirigir o encaminar la fermentacién de frutas y

hortalizas, que deben complementarse con tratamientos térmicos del sustrato (Rodriguez
et al., 2009; Di Cagno et al., 2013):

= El empleo de microorganismos nativos, que se encuentran de forma natural en el

alimento, por lo que se requiere un aislamiento de la cepa de interés para evitar

contaminaciones y poder inocularla nuevamente en la misma matriz de forma

posterior al tratamiento térmico.

= El empleo de microorganismos provenientes de otras matrices (al6ctonos) que

permiten fermentar diversos tipos de alimentos. Dentro de este grupo se pueden

encontrar los cultivos iniciadores.

Sin embargo, cabe resaltar que en diferentes culturas se realizan fermentaciones

espontaneas controlando la accién de la microflora nativa por medio de las condiciones

de proceso (temperatura), la adiciéon de sal o azUcar para aumentar la presién osmoética

y/o la inclusion de especias o arométicas con compuestos antimicrobianos (entre otros:

canela, clavos, romero, tomillo). En la Tabla 1-1 se presentan algunos ejemplos de

fermentacion lactica en alimentos de origen vegetal.

Tabla 1-1 Ejemplos de fermentacién lactica aplicados en alimentos de origen vegetal.

Matriz

Cepas

Referencia

Col, lechuga y ajo
(Kimchi)

Weissella confuse y Lactobacillus plantarum

(Yang et al., 2014)

Zanahorias,
habichuelas y
calabacines

Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus
plantarum, Weissella soli, Weissella koreensis,
Enterococcus faecalis, Pediococcus
pentosaceus y Lactobacillus fermentum

(Di Cagno et al., 2008)

Cerezay brocoli

Lactobacillus spp.

(Filannino et al., 2015)

Tomate

Lactobacillus acidophillus

(Nazzaro et al., 2009)

Cerezas, pifia,
zanahoria y tomate

Lactobacillus plantarum

(Filannino et al., 2014)

Lechuga y manzana

Lactobacillus plantarum

(Siroli et al., 2015)

Pimienta

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
curvatus y Weisella confusa

(Di Cagno et al., 2009)

Aceitunas verdes

Lactobacillus pentosus, Lactobacillus
plantarum y Candida diddensiae

(Caplice, 1999)

Yuca (Gari)

Lactobacillus plantarum

(Panagou et al., 2008;
Di Cagno et al., 2013)




Introduccién 11

» Efecto de los &cidos organicos sobre los microorganismos

Debido a que las frutas y las hortalizas tienen un mayor contenido de acidos organicos (y
un bajo pH) en comparaciéon con los lacteos y carnicos, se debe considerar su efecto

sobre los microorganismos, en especial sobre las bacterias lacticas.

Los acidos organicos se emplean frecuentemente como agentes antimicrobianos para
aumentar la vida util de los alimentos con un pH cercano a la neutralidad (lActeos y
carnicos). El mecanismo de accion se suele relacionar con el equilibrio existente dentro
de la célula, que altera la glucdlisis, el transporte de nutrientes y el metabolismo celular
gue se produce en medio acuoso cercano a la neutralidad, por accion enzimatica. Por
ejemplo, los grupos amino y carboxilo de los aminoacidos y los grupos fosfato de los
nucledtidos, funcionan como acidos débiles por lo que su estado iénico depende del pH
del medio. (Brown et al., 1993; Nelson and Cox, 2004).

El efecto de la acidificacién del medio depende de la concentracion y del tipo de acido,
gue a su vez determinan el pH. Debe considerarse el efecto de la disociacién de los
acidos organicos presentes, ya que la forma no disociada del acido puede pasar a través
de la membrana celular, en donde altera el equilibrio del pH intracelular al disociarse.
Este cambio en pH intracelular puede producir un aumento en la concentraciéon de
aniones, lo que a su vez desencadena un aumento en los niveles de Na*y K"y en la
presidon de las membranas celulares. Por lo tanto, los acidos débiles tienen un mayor
efecto como agentes antimicrobianos, ya que en los acidos fuertes no existe una forma

no disociada en solucioén (Nelson and Cox, 2004).

En medio acuoso las diferentes especies de los acidos organicos (disociadas o no) se
encuentran en equilibrio. Este equilibrio se ilustra en la ecuacion 1.1, cuya constante de
equilibrio se define de acuerdo con las concentraciones de diferentes las especies, y se
conoce como constante de disociacion del acido (Brown et al., 1993; Nelson and Cox,
2004):

[H*][A7]

— + - —
HA == H'+A Ka = AT

(1.1)

Al igual que para todas las reacciones quimicas, la disociacion de los acidos organicos se

rige por el principio de Le Chatelier (cuando se altera el equilibrio, éste se desplaza para
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contrarrestar el sentido de la variacién). Por lo tanto, la disociacion del acido depende del
pH del medio; es decir, al bajar el pH la concentracién de la especie no disociada es
mayor asi como su accién antimicrobiana (Brown et al., 1993; Goldberg et al., 2002;
Nelson and Cox, 2004).

Generalmente, la constante de disociacion del acido se expresa como el negativo del
logaritmo de la constante de equilibrio (pKa). Acidos con un valor elevado de pKa son
conservantes mas efectivos, ya que a valores de pH inferiores al pKa predominara la
especie no disociada. Si el &cido es diprético o triprotico cada disociacion tendra su
respectiva constante de equilibrio. La Tabla 1-2 recoge algunas de estas disociaciones y
presenta los valores de las diferentes constantes de disociacion de algunos de los acidos
organicos presentes en los alimentos (Brown et al., 1993; Nelson and Cox, 2004).

Tabla 1-2. Constantes de disociacion de acidos organicos.

Acido Ecuacion de disociacion | pKa
Acético (HA) HA —=—= H'+A | 476
> ; §
Ascorbico (H2A) :2: |:|+: ;‘\AZ 141'1577
b .

HiA T H'+HA | 3.13

Citrico (HsA) H:AW —=—= H*+HA? | 4.76
HA? =— H'+A® | 6.40

Lactico (HA) HA —=—= H'+A | 3.86

H:A =—/= H*+HA | 3.46
HA~- =—= H*+A?2 | 5.10
H:A =—/= H*+HA | 1.25
HA- —=2 H'+A2 | 4.27
H: A =—= H*+HA | 4.21
HA~- —=—2 H'+A2 | 564

Malico (H2A)

Oxdélico (H2A)

Succinico (H2A)

Fuente: (Brown et al., 1993; Goldberg et al., 2002; Nelson and Cox, 2004).

Tomando como ejemplo el &cido citrico, por tratarse de un acido triprético, se consideran
los equilibrios de los esquemas detallados en la Figura 1.1 y la variacién de las
concentraciones de las diferentes especies en solucién frente al pH se ilustran en la
Figura 1.2.
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CH, — COOH CH, — COOr
_ . .
OH — C — COOH «—— OH IC COOH . 141 pKa; = 3.13
CH, — COOH CH, — COOH
CH, — COOr CH, — COO
_ . B
OH — C — COOH +—OH — Cc — coo +[MH1] pKaz =4.76
CH, — COOH CH, — COOH
CH, — COOr CH, — COOr
OH —lc — CcoO0 —*O0H — C — coo +[H] pKaz = 6.40
CH, — COOH CH, — COOr

Figura 1.1: Esquema de la disociacién del 4cido citrico.

100 -+

50 -

Proporcién de especies en solucion (%)

Figura 1.2: Especiacién del 4cido citrico frente al pH en soluciones acuosas.

1.1.3 Los antioxidantes

Una de las justificaciones para promover el consumo diario de alimentos de origen
vegetal (como frutas y hortalizas) es que son fuente de micronutrientes (vitaminas y
minerales) y de compuestos con actividad antioxidante. EI mecanismo de accion de estos
compuestos estd relacionado con la oxidacion originada por procesos fisiol6gicos
normales y patolégicos (respiracion, contaminacion, radiacion, entre otros factores), que

favorecen la formacion de especies reactivas, que, a su vez, producen dafios celulares y
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posteriormente, enfermedades (Venereo Gutiérrez, 2002; Dimitrios, 2006; Brewer, 2011;
Corrales and Mufioz Ariza, 2012; Tetteh, 2012; Shahidi and Ambigaipalan, 2015).

Los compuestos con actividad antioxidante reducen o eliminan la accién de estas
especies reactivas para mantener un equilibrio. Cuando se altera este balance y la
generacién de especies reactivas supera a los antioxidantes, se produce el estrés
oxidativo. Las especies reactivas mas estudiadas son las especies reactivas de oxigeno
(ROS) vy los radicales libres, que se caracterizan por tener uno o0 mas electrones
desapareados en su ultimo orbital, lo que hacen que sean altamente reactivas e
inestables, ya que tratan se alcanzar una configuracibn mas estable mediante la
interaccion con otras moléculas, especialmente mediante reacciones de Oxido-reduccién.
Por lo tanto, se generan reacciones en cadena (reacciones de iniciacion, propagacion y
terminacion) que solo finalizan cuando dos radicales libres se encuentran o cuando una
molécula cede un electron facimente, sin desestabilizarse (Venereo Gutiérrez, 2002;
Dimitrios, 2006; Brewer, 2011; Corrales and Mufioz Ariza, 2012; Tetteh, 2012; Shahidi
and Ambigaipalan, 2015).

En este sentido, se identifican cuatro aspectos importantes en el estudio de compuestos
con actividad antioxidante (Halliwell, 2001; Naczk and Shahidi, 2006; Shahidi and
Ambigaipalan, 2015):

= La identificacién especifica de compuestos con actividad antioxidante presentes
en plantas y determinados alimentos.

» La adicién de compuestos con actividad antioxidante a otros alimentos altamente
sensibles a la oxidacion (especialmente a la oxidacion lipidica) con el fin de
protegerlos frente al dafio oxidativo. Dentro de esta linea de investigacion se
resaltan los estudios enfocados hacia los compuestos de origen natural,
principalmente con el objetivo de reducir el empleo de aditivos sintéticos que
podrian tener un efecto nocivo en la salud.

= El mecanismo de absorciéon de los compuestos con actividad antioxidante y su
accién especifica dentro del organismo. En esta linea destaca el estudio de los
mecanismos existentes a lo largo del tracto gastrointestinal que facilitan la
absorcion.

= El empleo de compuestos con actividad antioxidante en tratamientos terapéuticos

y cCosméticos.
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Los antioxidantes suelen ser metabolitos secundarios que se sintetizan en la planta o
fruto como producto de un estimulo (infecciones, radiacién, oxidaciones, etc.). Por ello,
no estan uniformemente distribuidos en la planta. Se encuentran en estructuras celulares
y en multiples ocasiones forman complejos con otras sustancias como carbohidratos,
proteinas, polimeros de alto peso molecular, grasas, clorofilas, terpenos y carotenoides,
entre otros. Por estas razones el extracto obtenido para el andlisis de actividad
antioxidante es generalmente una mezcla de todos estos compuestos (Naczk and
Shahidi, 2004, 2006; Kevers et al., 2007; Espinosa-Pardo et al., 2014; Poveda Nufez,
2014).

La manera méas habitual de determinar la actividad antirradicalaria implica una extraccion
previa. Los solventes (y sus combinaciones) mas empleados para la extraccion de
compuestos con actividad antioxidantes son: metanol, etanol, acetona, agua y acetato de
etilo. También se ha empezado a evaluar el empleo de diéxido de carbono, solo y en
mezcla con algunos de los compuestos anteriores, para realizar la extraccion en
condiciones supercriticas. El método de extraccion debe considerar, entre otros, factores
como (Naczk and Shahidi, 2004, 2006; Kevers et al., 2007; Espinosa-Pardo et al., 2014;
Poveda Nufiez, 2014):

= |nterferencias que puede tener el solvente empleado con el método de analisis.

= Reactividad entre el analito y el solvente.

= Sensibilidad del analito frente a las condiciones del proceso (temperatura o
presion).

= Afinidad entre el analito y el solvente (polaridad)

= Tamafo de particula.

Las principales técnicas analiticas empleadas para la determinacion de la actividad
antirradicalaria se fundamentan en la accién del compuesto desde dos puntos de vista: la
transferencia de atomos de hidrégeno o de electrones. Aunque el resultado final es
similar, la cinética y el potencial de reacciones secundarias difieren. En un mismo
sistema pueden ocurrir los dos sistemas de reaccién en paralelo, pero el mecanismo
dominante sera determinado por la energia de disociacion y el potencial de ionizacién

(también influyen la estructura y propiedades de los compuestos antioxidantes, el
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solvente, la solubilidad y coeficiente de particién) (Huang et al., 2005; Prior R.L.; Wu X,
2005; Giilgin, 2012).

En el primer caso (transferencia de atomos de hidrogeno), se mide la capacidad de un
compuesto para reducir los radicales libres mediante la donacion de hidrogeno. Esta
depende del solvente empleado y del pH de la solucién, y se ve afectada por la presencia
de agentes reductores (como metales), dando valores mas altos. En el segundo caso,
(transferencia de electrones) es necesario recordar conceptos de reacciones redox
(oxidacion: ganancia de electrones y reduccion: pérdida de electrones), que constituyen
la reaccion principal en la oxidacién biolégica (cadena de reacciones quimicas que
permite proporcionar energia al cuerpo mediante la oxidacién de compuestos producto
de la descomposicién de los alimentos) (Huang et al., 2005; Prior R.L.; Wu X., 2005;
Gulgin, 2012).

La Tabla 1-3 presenta los fundamentos y algunas consideraciones de las técnicas
analiticas mas empleadas para la determinacion de la actividad antirradicalaria del
extracto obtenido de los diferentes alimentos. Se diferencia de la actividad antioxidante
de un alimento, ya que esta Ultima se determina en modelos de alimentos (generalmente
carnicos o emulsiones) debido a que los componentes mas susceptibles a la oxidacion
son los lipidos y la accion antioxidantes de todos los compuestos presentes se da se
forma simultdnea (Decker et al., 2005; Huang et al., 2005; Prior R.L.; Wu X., 2005;
Glilgin, 2012).

Tabla 1-3. Principales aspectos de las técnicas analiticas mas empleadas en la
determinacion de la actividad antirradicalaria.

Método Fundamentos Observaciones
Capacidad Involucra la generacion de un radical Funciona bien en amplios rangos de pH,
antioxidante “estable” (ABTS™: 2,2’-azinobis-(3- el ensayo se puede realizar con agua y
equivalente | etilbenzotiazoline-6-sulfonato) a partir del disolventes organicos, lo que permite
de Trolox acido, en presencia de peroxodisulfato. | evaluar compuestos hidréfilos y lipofilos.
(Trolox Actlan los dos mecanismos de Cualquier compuesto que tenga un
equivalent transferencia. Lectura por potencial redox més bajo que el de
antioxidant espectrofotometria (Amax = 734nm) (ABTS™) puede reaccionar
capacity — | Tiempo de reaccion fijo (5 - 7 min.). Se positivamente lo que cuestiona la
TEAC 0 mide el porcentaje de inhibicién del representatividad del mecanismo de
Método radical (ABTS™). Resultados expresados | accion del radical (ABTS™) en relacion
ABTS) en equivalentes de Trolox/masa de con las biomoléculas presentes en un
muestra sistema biolégico.
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Método

Fundamentos

Observaciones

Capacidad

Reducing
Antioxidant
Power -
FRAP)

reductora del
Fe(ll) (Ferric

Se pueden presentar los dos
mecanismos, por lo que en combinacion
con otras técnicas se puede identificar el

mecanismo de accién dominante para
diferentes alimentos.
La transferencia de electrones se
fundamenta en la capacidad que tienen
los antioxidantes de reducir el Fe®* a
Fe?* en los complejos formados con
TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) en
medio acido (pH 3,6, para mantener la
solubilidad del hierro y para aumentar el
potencial redox). Lectura por
espectrofotometria, (Amax = 593nm).

Cualquier compuesto con potencial
redox menor que el del par Fe¥*/Fe?*
(0.7V) puede reducir Fe** a Fe?*,
induciendo resultados altos.
Algunos antioxidantes reducen Fe3* a
una velocidad baja lo que impide su
medicion en el tiempo de analisis (por
ejemplo, quercetina y los acidos caféico,
ferdlico y tanico) obteniendo valores
menores a los reales.
No es posible comparar la actividad
antioxidante de diferentes tipos de
radicales (tioles o proteinas), los que
pueden reaccionar con Fe?* y aquellos
gue contienen grupos SH.

Polifenoles
totales
(Método
Folin-
Ciocalteu)

Mecanismo de transferencia de

electrones en medio alcalino: la

formacién de complejos de los
compuestos fendlicos, con un reactivo
de molibdeno y tungsteno, que se oxidan
a pH bésico formando 6xido de color
azul. Lectura por espectrofotometria
(Amax = 765nm). Resultados expresados
como equivalentes de acido galico (mg
GAE/g de alimento)

Presenta mdltiples interferencias
(proteinas, tioles, derivados de
vitaminas, algunos iones inorganicos de
hierro y magnesio, dioxido de azufre,
acidos organicos, algunas bases de
nucleétidos, aminoacidos y azlcares,
algunos solventes organicos), por lo que
se sugiere tomar los resultados como
una medida orientativa y no como el
contenido de fenoles totales.

Método
DPPH

Intervienen los dos mecanismos:
transferencia de electrones como de
atomos de hidrégeno. Por lo tanto es
altamente sensible al solvente empleado

y al pH del medio. Los resultados se
obtienen en relacion con la cantidad de
antioxidante necesaria para disminuir la
cantidad del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH") en un 50% de su
valor inicial. A menores valores, mayor
sera la actividad antirradicalaria. Lectura

por espectrofotometria (Amax = 515nm).
Resultados expresados como
equivalentes Trolox/masa de muestra

Empleando soluciones acuosas de
etanol (no menores de 50% v/v) permite
evaluar la actividad de compuestos
hidrofilicos y lipofilicos.
Algunas desventajas son: la interferencia
con otras sustancias que pueden
absorber la luz a la misma longitud de
onda (carotenoides) o que tengan una
alta turbidez. Muchos antioxidantes que
reaccionan rapidamente con radicales
peroxilo pueden reaccionar lentamente o
incluso ser inertes al (DPPH").

Capacidad de
absorbancia
del radical de
oxigeno
(Oxygen
Radical
Absorbance
Capacity -
ORAC)

Mecanismo de la transferencia &tomos
de hidrégeno: el radical 2,2-azobis (2-
amidino-propano) dihidrocloruro (AAPH)
genera el radical peroxilo (ROO"), que,
en presencia de un antioxidante, capta
un atomo de hidrégeno del antioxidante
(AH), originando un compuesto
hidroperéxido (ROOH) y un radical
antioxidante estable (A").
Se considera el area bajo la curva del
antioxidante en comparacion con el
blanco. Los resultados se expresan

El método ORAC se aplica para medir la
actividad antirradicalaria en muestras
biolégicas y de alimentos.
La reaccidn es seguida por pérdida de
fluorescencia por periodos de tiempo
largo (1h y 30min aproximadamente)
para tener en cuenta los efectos de
metabolitos secundarios.

El método permite cuantificar
compuestos hidrofilicos y lipofilicos
haciendo ajustes en los solventes

como equivalentes de Trolox.

empleados.

Fuente: (Huang et al., 2005; Kuskoski et al., 2005; Prior R.L.; Wu X., 2005; Magalh&es et al., 2008;

Everette et al., 2010; Gulgin, 2012).
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Efecto de la fermentacion sobre los antioxidantes

Tal como se mencion6 previamente, los antioxidantes son metabolitos secundarios y

forman parte de la estructura celular. Por lo tanto, se considera que la fermentacion

lactica puede inducir una degradacion de las estructuras celulares, generando liberacion

ylo sintesis de compuestos bioactivos que aumentaria la capacidad antioxidante del

alimento. Sin embargo, estos cambios también pueden darse como parte de procesos

enzimaticos o de maduracion de los frutos, por la adicion de otros compuestos presentes

en algunas fermentaciones o por el procesamiento del alimento previo a la fermentacion.

Se sugieren diferentes mecanismos que podrian aumentar la actividad antioxidante (Hur
et al., 2014; Septembre-Malaterre et al., 2018):

Actividad enzimatica: algunas enzimas generadas por la actividad microbiana
(glucosidasa, amilasa, celulasa, quitinasa, ininasa, fitasa, xilanasa, tanasa,
esterasa, invertasa o lipasa) pueden hidrolizar compuestos estructurales y asi
debilitar las paredes celulares de la planta, lo que favorece la liberacién de
compuestos antioxidantes, por ejemplo, flavonoides.

Cambios estructurales: en algunos compuestos la capacidad antioxidante
aumenta al producirse cambios en la estructura de algunos compuestos. Es el
caso de los fitoquimicos, en los que las bacterias lacticas contribuyen a una
conversion fenodlica simple y a la despolimerizacion de compuestos fendlicos de
alto peso molecular. En la soya, la actividad antioxidante aumenta después de
fermentar los productos, debido a que se presenta una conversion de las
isoflavonas glicosiladas.

Accién de metabolitos: algunos de los metabolitos producidos como parte de la
actividad metabdlica de los microorganismos (como el &cido lactico o el etanol)
ocasionan una hidrdlisis acida o alcohdlica en la que se debilitan la estructura o
rompen las paredes celulares liberando los compuestos bioactivos.

Actividad antioxidante de los microorganismos en si mismos. Algunas bacterias
acido lacticas tienen, como parte de su actividad metabdlica, habilidades
guelantes, de inhibicion de la peroxidacion lipidica (por su captacién de radicales
hidroxilo y poder reductor), asi como mecanismos antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos, que se liberan para protegerse del dafio oxidativo al exponerse a

especies reactivas de oxigeno.
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Sin embargo, se presentan casos en los que la actividad antioxidante del sustrato
disminuye con la fermentacién, como por ejemplo, la fermentacién del té verde y de las
aceitunas. La actividad antioxidante disminuye significativamente, en el primer caso
debido a una oxidacién de los compuestos bioactivos y en el segundo caso debido a la
degradacion de los compuestos fendlicos (Hur et al., 2014; Septembre-Malaterre et al.,
2018).

Otra propiedad que puede afectar la actividad antioxidante de un sustrato durante la
fermentacion es el pH. Teniendo en cuenta que el pH de cada proceso fermentativo esta
definido por el sustrato y el tipo de microorganismo empleado, su efecto sobre los
antioxidantes del alimento sera diferente. Pueden identificarse algunas de las relaciones
entre el pH y la actividad antioxidante del alimento (Friedman and Jiurgens, 2000;
Lemanska et al., 2001; Hur et al., 2014):

» La actividad antioxidante de algunos compuestos depende fuertemente de la
estructura. Por ejemplo, las antocianinas, cuya estructura solo es estable a bajos
valores de pH. Las catequinas (presentes en el té verde), son estables a pH
acidos y muy inestables a pH alcalinos, aunque su actividad antioxidante aumenta
cuando se presenta desprotonacion, debido a un aumento en la capacidad de
donacion de electrones.

» La presencia de compuestos antioxidantes puede incentivar el metabolismo de los
microorganismos, tal y como ocurre al emplear Lactobacillus plantarum, el cual es
estimulado por la presencia de quercetina favoreciendo la fermentacién lactica.
Por lo tanto, algunos antioxidantes seran “consumidos” durante la fermentacion.

*» La actividad antioxidante también depende del nUmero y de la posicion de los
radicales hidroxilo en la molécula y de su estado de protonacion, que depende, a

su vez, del pKa, del pH del medio y de los posibles puentes de hidrégeno.

Los tratamientos térmicos son una de las principales operaciones aplicadas en los
diferentes procesos de conservacion y transformacion de los alimentos, ya que
garantizan la seguridad y la disminucion de la carga microbiana y de la actividad
enzimatica. Se emplean de forma preliminar a una fermentacién para asegurar la calidad
del proceso. Sin embargo, la actividad antioxidante puede afectarse, por lo que es

importante determinar si la reduccién en las propiedades bioactivas es relevante en
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relacién con los beneficios obtenidos por el tratamiento (Rawson et al., 2011; Rinaldi et
al., 2013; Prior et al., 2016; Hidalgo and Zamora, 2017).

Por ejemplo, se emplea el escaldado para reducir la carga microbiana, inactivar enzimas,
conservar el color y algunas propiedades nutricionales, a pesar de que el contenido de
compuestos bioactivos puede disminuir. En otros procesos (como la pasterizacion y la
esterilizacién), a pesar de que su temperatura es mas elevada, el tiempo es mucho mas
corto, por lo gque los compuestos con actividad antioxidante permanecen estables o
incluso pueden aumentar. En conclusion, el efecto del proceso térmico aplicado
dependera también de sus condiciones especificas. (Nicoli et al., 1997; Rawson et al.,
2011; Rinaldi et al., 2013; Nayak et al., 2015; Prior et al., 2016; Hidalgo and Zamora,
2017; Wolf Tasca Del'Arco and Sylos, 2017).

Al igual que el pH, la temperatura empleada durante la fermentacién también esta
definida por el tipo de microorganismo empleado. El mantenimiento de la temperatura
Optima definida para el microorganismo favorece su crecimiento y metabolismo. Si
durante el proceso fermentativo se sintetizan compuestos con actividad antioxidante (por
ejemplo, polifenoles), ligeros incrementos en la temperatura aumentan la produccion, ya
que la viscosidad del medio de fermentacion disminuye, se acelera el movimiento
molecular incrementando la disolucion, la difusion y la estabilidad de los compuestos.
Adicionalmente, la capacidad de eliminacién de radicales de los fenoles aumenta con el
aumento de la temperatura, ya que se tiene mas energia cinética y el grupo OH" de los
fenoles se vuelve mas labil y el atomo de H* se disocia faciimente. Las velocidades de
las reacciones quimicas se aceleran al aumentar la temperatura por el movimiento mas
rapido de los atomos, por lo que la liberacién de compuestos antioxidantes se acelera por
el aumento de la degradacion de las paredes celulares (Ajila et al., 2011; Acosta-Estrada
et al., 2014; Hur et al., 2014).

En conclusién, no es posible predecir el efecto de la fermentacién lactica sobre la
actividad antirradicalaria de los alimentos fermentados, ya que depende: (1) del
sinergismo entre los compuestos fendlicos, (2) de los diferentes constituyentes del
alimento (en este caso de la fruta y/o hortaliza), (3) del tipo de microorganismos

empleados, (4) del pH, (5) la temperatura, (6) del tiempo del proceso y (7) de las
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condiciones aerdbicas (Naczk and Shahidi, 2006; Hur et al., 2014; Septembre-Malaterre
et al., 2018).

1.1.4 Modelos de cinéticas de fermentacion

El propésito de modelar un proceso fermentativo se enfoca en la descripcion de los
fenébmenos involucrados para predecir el efecto de las variaciones de los diferentes
pardmetros sobre comportamiento del proceso. Sin embargo, la cinética celular es el
resultado de muchas interacciones de reacciones quimicas y bioquimicas y fenbmenos

de transporte que se desarrollan en sistemas de multiples fases y componentes.

Adicionalmente, debe considerarse la dinamica del proceso, ya que se trata de una
mezcla heterogénea de células jévenes y viejas, que cambia continuamente debido a que
las condiciones fisicas y quimicas también estan cambiando. Por esta complejidad, es
muy dificil lograr un modelamiento matematico preciso de la cinética de crecimiento. Para
simplificarlo, se consideran diferentes enfoques del proceso fermentativo y algunas

suposiciones para poder realizar simplificaciones que lo faciliten.

De acuerdo con el proceso fermentativo, el modelo empleado puede analizar lo que
ocurre en el sustrato (fendbmenos de transporte de nutrientes y metabolitos en las
diferentes fases: gas, liquido y sélido) y/o en el microorganismo (rutas metabdlicas)
(Alcon Martin, 1999; Dutta, 2008).

Desde el punto de vista del cambio en el sustrato debe considerarse el balance de
materia y energia, los procesos de crecimiento y mantenimiento celular y la dependencia
entre el crecimiento microbiano y la concentracion y composicion del medio de cultivo.
Dentro de los fendbmenos mas importantes para el modelamiento de la fermentacion se

encuentran (Alcén Martin, 1999):

» La transferencia de oxigeno hasta el microorganismo, especialmente cuando el
proceso es aerobio. Se considera: (1) la transferencia desde el seno del gas, (2)
el paso por la interfase del sustrato, (3) la transferencia dentro del sustrato hasta
la superficie del microorganismo y (4) el transporte hasta el interior de la célula.

» Dinamica de las propiedades fisicoquimicas, principalmente cuando el cambio se

produce por accién de los microorganismos. Por ejemplo, en el caso de la
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produccién de exopolisacéaricos, donde la viscosidad del medio aumenta con el
proceso fermentativo, se altera el transporte de nutrientes y la transferencia de
calor en el sistema.

= Efecto de las condiciones hidrodinamicas. Si el proceso fermentativo requiere de
agitacion constante (indispensable para procesos aerobios) los microorganismos
pueden verse afectados por los estimulos frecuentes, lo cual puede afectar su

metabolismo y el resultado de la fermentacién.

También se considera el sistema empleado para el proceso de fermentacion: si es un
proceso discontinuo (batch), continuo o discontinuo alimentado (Fed-batch), ya que esto
influye en el crecimiento microbiano. Para un proceso discontinuo (tal como el que se
considerd en el presente trabajo) pueden identificarse cuatro etapas de crecimiento que

se ilustran en la Figura 1.3 (Doran, 1995; Villadsen et al., 2011):

= Fase de latencia o fase lag: durante este periodo los microorganismos inoculados
se adaptan a las condiciones del medio, empieza el consumo de sustrato debido
a un ajuste metabdlico y de reparacion celular. La velocidad especifica de
crecimiento (1) es aproximadamente igual a cero.

= [Fase exponencial: se observa la mayor reproduccién celular mediante un
crecimiento de los microorganismos, a una velocidad maxima (u) y constante. Su
duracion depende de la concentracion del sustrato limitante y de los productos
obtenidos por el metabolismo, de la temperatura y de caracteristicas genéticas del
organismo que determinan, por ejemplo, su habilidad para adaptarse a los
nutrientes disponibles o a los metabolitos producidos.

= Fase estacionaria: el sustrato se agota y debido a que la velocidad de
reproduccion y de muerte son semejantes, se observa un mantenimiento (gracias
a la actividad celular y metabdlica) en la poblacion de los microorganismos
presentes en el medio. La velocidad especifica de crecimiento (4) es
aproximadamente igual a cero.

» Fase de muerte: Se terminan las fuentes energéticas disponibles y la
concentracion de metabolitos tdéxicos para la célula es alto; el nimero de células
decrece y se presenta la lisis celular. La velocidad especifica de crecimiento ()

serda menor de cero.
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Figura 1.3: Crecimiento microbiano en un proceso fermentativo discontinuo.
Fuente: (Doran, 1995; Dutta, 2008).

Desde el punto de vista de los cambios que ocurren dentro del microorganismo es
importante reconocer las diferentes rutas metabdlicas, que son especificas para cada

microorganismo y para cada proceso. Las generalidades se han discutido previamente.

Sin embargo, es importante resaltar la complejidad del modelamiento: cada ruta esta
compuesta por una serie de reacciones en cadena, generalmente enzimaticas, de
diferentes tipos (oxidaciones, reducciones, de sintesis, etc.), que pueden verse afectadas
por las condiciones del proceso (temperatura, especialmente), por fendmenos de
difusion, por la presencia de otras moléculas y por las otras rutas metabélicas que el
microorganismo realiza de forma simultanea. Se consideran balances especificos para
las fuentes de carbono, de nitrégeno, otros nutrientes fundamentales (hierro, sodio,
fosforo, azufre, etc.), sintesis de proteinas, acidos nucleicos y enzimas, entre otros (Alcén
Martin, 1999).

Con el fin de simplificar esta complejidad el microorganismo se considera como un
catalizador. Sin embargo, a diferencia de un catalizador, parte del sustrato consumido se
destina para el crecimiento de la biomasa, lo cual afecta el modelamiento. Los diferentes
modelos cinéticos pueden clasificarse de acuerdo con su complejidad y el detalle de las
descripciones en cuanto al metabolismo de los microorganismos asi (Alcén Martin, 1999;
Villadsen et al., 2011):

» Modelo cinético no estructurado — no segregado: es el mas simple. Se considera

a los microorganismos como un Unico componente.
= Modelo metabdlico. Considera rutas metabdlicas simplificadas, en especial de la

fuente de carbono, con relaciones estequiométricas definidas.



24 Aplicacion de la fermentacion lactica como estrategia de transformacion y
valorizacidn de matrices vegetales

= Modelo estructurado o de célula. Propone rutas metabdlicas simplificadas,

incluyendo la fuente de nitrégeno. Se describe el crecimiento mediante esquemas

simplificados, la biomasa como una mezcla de varias especies y se incluyen

compuestos intracelulares.

= Modelo quimicamente estructurado. Se consideran las especies presentes en la

biomasa y se describe el metabolismo microbiano suponiendo una red de

reacciones.

= Modelo segregado. Es el mas complejo, ya que considera la variacién de las

propiedades dentro de la biomasa.

La Tabla 1-4 recoge los principales modelos no estructurados propuestos en la literatura

para el crecimiento microbiano en diferentes procesos fermentativos. Estos se ajustan

bien a los procesos en los que la composicidbn microbiana es estacionaria a lo largo del

proceso fermentativo; es decir, su variacion es poco significativa o nula.

Tabla 1-4. Modelos matematicos empleados para describir el crecimiento microbiano.

Modelos de crecimiento microbiano

Parametros y

Consideraciones

variables
Malthus tl;evcei:gic;(rj]?c? de Solo puede aplicarse
dcC, i . para la fase de
ar - He Cx concentracion de | o cimiento exponencial
dt biomasa.
Describe las tres fases
Ecuacion logistica ) . del crecimiento
dc C Cxmax: concentracion : o :
x x . g microbiano: latencia,
— = uC,|1— de biomasa maxima. .
dt Comax exponencial y
estacionaria.
Blackman Cs: Concentracion Considera el efecto de la
ac, c.C del sustrato limitante | disponibilidad de un
e Hlals sustrato especifico
M Kendrick y Pai Yxs: rendimiento Propolne ulna _rdelzécljon
dC dc (UFC/g sustrato) entre la velocidad de
Lz Y — consumo del sustrato y la
dt dt produccién de biomasa.
Tiesser . ConS|der§1 e_I efecto del
dc C K: cons_tante de sustrat_o limite sobre el
—Z=uqu [1 — exp (—S)] Cx saturacion crecimiento y la
dt K inhibicién por sustrato
Monod Es el ma lead
dCy uCs Ks: constante de S €l mas empleéado por
T - KTcC Cy saturacion su simplicidad y amplia
s TS aplicacion.
Cso: concentracion . .
inicial de sustrato CO”S'deTa la capa_mdad
Haldane de los microorganismos

Ks: constante de
saturacion

para adaptarse al medio.
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Modelos de crecimiento microbiano

Parametros y

Consideraciones

variables
Co Cyxo — Cy Ki: constante de
acy _ p 50 Vs inhibicién por
dat ~ mex —CN\? * | sustrato
Ky + Coo + Ky (Co + 0~ 5)
XS
Moser Considera que la
(C + Cyo — Cx)” n: parametro composicién microbiana
@ - s0 Yis experimental es constante, pero su
ac e Ceo— Ce\"* * tasa de crecimiento
K + (CSO + Vs ) varia.

Contois T, Cso: concentracion Aplicado a procesos
dc Coo + % inicial de sustrato anaerobios donde la
d—tx = lmax XCS‘ — Cx Ks: constante de velocidad es controlada

K;C, + Cyo + % saturacion por la etapa de hidrdlisis.
XS
C: recuento
microbiano cuando el
?S{:ng/omch)e ce Fue disefado para
B: velocidad de describir los procesos de
Gompertz cr.ecimiento mortalidad en
e (UFC/mL/h). pgblamones humanas.

Cy=Cyp +Ce® m: tiempo para Sin embargo, se emplea

alcanzar la tasa de amp_lla_mente para ?I
- crecimiento microbiano.

crecimiento
especifica maxima
(h)

Powel A, Acopla la transferencia
dc Cso + % L: constante de de masa de sustrato
d—t" = Umax B—C difusion hacia la célula a la

x0 X

K¢+ L+ C50+Y—

XS

ecuacion de Monod.

Modelos de consumo de sustrato y
formacion de producto

Parametros y
variables

Consideraciones

Pirt
1 1 mg
_— = —— 4
Yos  Yi8%  u

ms: coeficiente de
mantenimiento de
células viables.

Propone que el sustrato
es empleado para
funciones asociadas o no
al crecimiento, por lo que
su rendimiento varia a lo
largo del proceso.

Luedeking — Piret

dc. dc
p_ X
at n L +mC,

Cp: concentracion del

producto.

ny m: constantes
que dependen del
pH del proceso

Considera que se
pueden obtener
productos asociados
(primer término) o no al
crecimiento (segundo
término).

Fuente: (Alcon Martin, 1999; Calderdn Vargas, 2017).

A continuacion, se presentan algunos modelos cinéticos aplicados especificamente a la

fermentacion lactica con diferentes microorganismos y/o sustratos:

*» Modelo de Berkman (Berkman et al., 1990) para la conversion de lactosa en acido

lactico empleando un cultivo mixto de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
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bulgaricus. El sustrato de fermentacion se preparé a partir de lactosa (2%),
peptona (2%) y extracto de levadura (1%). Bajo estas consideraciones se emple6
la ecuacion logistica como modelo del crecimiento bacteriano, a partir del cual se
obtienen las ecuaciones (1.2) y (1.3) para el crecimiento de las cepas especificas
en co-cultivo, donde 1 = Lactobacillus bulgaricus y 2 = Streptococcus

thermophilus:

dat

= U1Cyq [1 - &] (1.2)

Cxl max+Cx2 max:

dt

= UpCy [1 - %] (1.3)

Cx1 max+Cx2 max

Modelo de Amrane (Amrane and Prigent, 1994) para la conversion de lactosa en
acido lactico, empleando suero como medio de cultivo y Lactobacillus helveticus
como bacteria lactica. El sustrato se preparé a partir de suero, extracto de
levadura, caseina y emulsificante. Se realizaron controles de temperatura (42°C),
agitacion (300 rpm) y pH (5,9, mediante adicién de hidréxido de sodio). Se obtuvo

la expresion (Ecuacion 1.4) para el crecimiento bacteriano:

dCy 1
= Mmax (W) CxCs (1.4)

Umax—f
Considerando d y f como constantes propias del modelo cinético y del proceso
fermentativo y un término adicional que permite ajustar los datos, en especial al
final del proceso fermentativo, en sistemas discontinuos (donde el valor de p es

muy pequefio).

Modelo de Sodini (Sodini et al., 2000) considera el efecto de las interacciones en
cultivos mixtos en lugar de cepas simples. El sustrato empleado es leche
reconstituida al 10% w/v. Los modelos aplicados son la Ley de Malthus y la

ecuacion de Luedeking — Piret.

Modelo de Burgos (Burgos-Rubio et al., 2000), que aplica los modelos de Monod
y de Luedeking- Piret a la fermentacion lactica empleando Lactobacillus
bulgaricus. Se determiné el efecto de multiples variables de proceso: temperatura,
pH, preparacion del indculo, concentracion de lactosa y composicion del sustrato.

Estos mismos modelos fueron aplicados por Kwan (Kwan et al., 2016, 2017) en la
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fermentacion lactica de residuos de alimentos con Streptococcus thermophilus y

Lactobacillus casei.

*» Modelo de Aghababaie (Aghababaie et al., 2015a), basado en la fermentacién
discontinua de suero a pH controlado, empleando bacterias lacticas
(Streptococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus) en cultivo simple. Emplea
la ecuacion general (1.5), que considera los efectos de diferentes variables del
proceso fermentativo. Adicionalmente considera el modelo de Luedeking — Piret
para la produccion de acido lactico y que la velocidad de consumo de la fuente de

nitrégeno es proporcional a la velocidad de crecimiento de la biomasa.

- dx; ; i ri figl fi Fi
Ecuacion general: ar HinaxfT prH fefn flafiaXi (1.5)
_ e—(AEq/RT)
Efecto de la temperatura: fr= TiA0=Ga/RT) (1.6)
. Cl(pHopt_pH)z"'Cz
Efecto del pH: = 1.7
p for (PHope—pH) 403 1.7)
. —_ CSC
Fuente de carbono: fsc = T (1.8)
Fuente de nitrogeno: foy = —3N (1.9)
CSN+KN
Inhibicién por producto (lactato y acido lactico):  f, = e KtaCra (1.10)

fiia = (o) (L11)

1+er(CHla_KHla)

Posteriormente, Aghababaie y colaboradores (Aghababaie et al., 2015b) extendieron el

modelo considerando el efecto simbidtico entre las cepas al emplearlas en co-cultivo:

ax;

Ecuacion general: == Whnaxft fou TEI% flafivaf X (1.12)

Efecto del L. bulgaricus sobre el S. thermophilus: 5= z—Sper (1.13)
CpeptKpep

Lpep _ B\ p yL A 1.14

dt _gpep?"' pep m_CIpep? ( . )

Efecto del S. thermophilus sobre el L. bulgaricus: ff=w c ifK (1.15)

FHKs
Cr _ g Py poxs _ g P 1.16
@ = et Em T (119)
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L, . L dp dX;,
Produccion de 4cido lactico: 7, =— = an—;” + bSX35 + a

L erl,‘,_

—+ bEXL (1.17)

= Modelo empleando la ecuacién de Gompertz. En mdltiples publicaciones se ha
empleado este modelo para describir el crecimiento microbiano en diferentes

sustratos, tal como se presenta en la Tabla 1-5.

Tabla 1-5. Modelo de Gompertz aplicado en la fermentacién lactica de alimentos.

Sustrato Microorganismos Referencia
Zanahorias, judias Se emplearon bacterias autéctonas y aloctonas. (Di Cagno et
verdes, calabacin (L. plantarum, P. pentosaceus y Leuc. mesenteroides) al., 2008)

Se emplearon bacterias autdctonas (L. plantarum, P. (Di Cagno et

Cereza dulce acidilactici, P. pentosaceus y Leuc. mesenteroides) al., 2011b)

Arroz, soya, avena, Lactobacillus plantarum (Coda et al.,
cebada, 2012)
Smoothies rojos y
verdes (Mora, ciruela Weissella cibaria, Lactobacillus plantarum, (Di Cagno et
pasa, kiwi, papaya, Lactobacillus sp. y Lactobacillus pentosus al., 2011a)
hinojo)
Cepas ATCC (Lactobacillus brevis, Lactobacillus (Jaiswal and
Repollo ; Abu-Ghannam,
plantarum y Lactobacillus rhamnosus) 2013)
L. acidophilus, L. acidophilus, L. casei, (Avonts et al.,
Caldo MRSy leche L. gasseri, L. johnsonii, L. rhamnosus. 2004)
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, (Oliveira et al
Leche descremada Lactobacillus bulgaricus y Bifidobacterium lactis en 2009) "

combinacion con Streptococcus thermophilus

Caldo MRS, calabaza (Sharma and

Lactobacillus plantarum

y zanahoria Mishra, 2014)
48 cepas diferentes: (Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, (Vitali et al
Medio MRS Lactobacillus brevis, Weissella cibaria, Pediococcus o
; . . 2012)
pentosaceus, Lactobacillus rossiae, Lactobacillus
curvatus)

1.2 Estudio de vida util

El tiempo de vida util se considera como el periodo en el que un alimento es inocuo y
cumple con las caracteristicas nutricionales, sensoriales, quimicas, fisicas vy
microbioldgicas esperadas, al almacenarse bajo las condiciones recomendadas por el
fabricante. Este periodo depende de los factores ambientales (humedad, luz, oxigeno,
dioxido de carbono, etc.), el envase, el empaque y las caracteristicas propias del
alimento (composicion, pH, actividad de agua y enzimatica y acidez, entre otros). Estos

factores se clasifican como extrinsecos (condiciones con las que el alimento se
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encuentra antes de ser consumido) o intrinsecos (influenciados por el tipo de materias
primas y su calidad, la formulacién del producto y su estructura) y la combinacién de
ambos, permite aumentar la conservacion del alimento haciendo que puedan emplearse
tratamientos mas suaves (Kilcast and Subramaniam, 2000a; Corradini and Peleg, 2007;
Giménez et al., 2012).

Con el fin de determinar adecuadamente el tiempo de vida Util, es de gran importancia el
establecimiento de las propiedades del alimento que definen su calidad y que son mas
susceptibles al deterioro. Algunos de los cambios que pueden presentarse en el alimento

son (Kilcast and Subramaniam, 2000a; Corradini and Peleg, 2007; Giménez et al., 2012):

= Cambios microbiolégicos: dependen de (1) la carga microbiana inicial, (2) las
propiedades fisicoquimicas (humedad, pH, conservantes, etc.), (3) el método de
procesamiento (utilizado en la produccion del alimento) y (4) su entorno externo
(composicion del gas que rodea, temperatura de almacenamiento).

= Cambios quimicos: se presentan por reacciones internas 0 externas con
diferentes sustancias; por ejemplo, las reacciones hidroliticas, oxidativas y
enziméaticas.

» Cambios fisicos: se dan principalmente por migracion de humedad (ya sea por
pérdida o ganancia), de grasas y/o colorantes de un alimento a otro.

= Cambios relacionados con variaciones en la temperatura: pueden darse tanto por
aumento como por descenso: pueden favorecerse los cambios microbiolégicos,
generalmente la velocidad de las reacciones quimicas se incrementa con la
temperatura, por ejemplo, los cambios en la temperatura pueden afectar las
propiedades de cristalizacion de algunos alimentos y desestabilizar los sistemas

de emulsiones.

La valoracion de estos cambios se hace a través de diferentes técnicas de acuerdo con
la naturaleza del alimento. El estudio de las reacciones quimicas y bioldgicas y los
cambios fisicos que ocurren en los alimentos durante su procesamiento y posterior
almacenamiento permite reconocer los parametros fisicoquimicos, microbiolégicos o
sensoriales de mayor impacto y correlacion sobre su seguridad, integridad y calidad en
general, en funcion del tiempo. Es de vital importancia el establecimiento de cudl de

estos cambios es el primero que se produce, ya que éste funcionara como indicador de
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calidad del alimento y serd determinante para su tiempo de vida atil (Taoukis et al., 1997;

Kilcast and Subramaniam, 2000b).

Sin embargo, los alimentos son sistemas dinamicos en los que se suceden diversos
fendmenos que de forma seriada y/o en paralelo, por lo que definir detalladamente el
impacto de cada uno sobre la vida Gtil sea un objetivo dificil de alcanzar. Por lo tanto, en
los estudios de vida atil se busca identificar los principales fenédmenos quimicos y
biolégicos que influyen en la calidad y la seguridad de los alimentos para luego
determinar reacciones y pardmetros cuantificables de mayor impacto en el deterioro de
estas matrices, sin involucrar el detalle de rutas metabdlicas que deterioran la calidad
bromatoldgica, microbiolégica o sensorial (Labuza and Schmidl, 1985; Taoukis et al.,
1997).

Los procedimientos para establecer el tiempo de vida util se basan en la obtencién de
modelos mateméaticos que simulan el deterioro de los alimentos bajo condiciones
controladas, lo que permite hacer predicciones de estabilidad en funcion del tiempo. El
fin de la vida util ocurre cuando un parametro o atributo de calidad llega a un valor critico
de rechazo ya sea por especificaciones a nivel fisico-quimico, microbiol6gico o sensorial
(Palazo et al., 2009; Mizrahi, 2011).

Con el fin de simplificar y generalizar los fendmenos ocurridos durante el deterioro, se
considera una reaccion global de deterioro en funcién del tiempo. Por lo tanto, la
disminucion en la calidad del alimento podr4 asumirse como la velocidad de la reaccion,
para una temperatura definida. Es decir, se define la velocidad de reaccion o la funcion
de calidad del alimento, como el cambio en el factor de calidad seleccionado (A) en
funcién del tiempo (t) involucrando la constante de velocidad (k) y el orden de esta

reaccion global (n), tal como se ilustra en la ecuacion 1.18 (Mizrahi, 2000; Salas, 2015):

aA =—2 bB, luego la velocidad: J_r‘;—f = k,[A]" (1.18)

Donde:

A = indicador de la calidad del alimento.

t = tiempo.

ka = constante de velocidad especifica para la variacion de A.
n = orden de reaccién (n = 0).
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El signo de la ecuacién esta asociado con la disminuciéon de la calidad del alimento; es
decir, sera negativo cuando la calidad del alimento y el indicador (A) disminuyen y
positivo cuando la calidad disminuye con el aumento del indicador (por ejemplo, como
ocurre con la cantidad de microorganismos indeseables en el alimento). Por lo tanto, de
acuerdo con el orden de la reaccion del deterioro, la ecuacion se transforma como se

especifica en la Tabla 1-6.

Tabla 1-6. Ecuaciones de cinética de acuerdo con el orden de la reaccién de deterioro

Orden de | Ecuaciéon de

reaccion velocidad Ecuacion integrada Ejemplos
dA Pardeamiento no enzimatico,
n=0 ——=ky Ajim = Ag — kut deterioro de alimentos
dt congelados, deterioro gquimico.
Oxidacion lipidica, crecimiento
dA de microorganismos, pérdida

n=1 ~ gt = kalal n(Aym) = n(Ao) =kt de vitaminas y de textura,
deterioro quimico

n=2 a_ k4[A]? .z + kyt Poco comunes
dt 4 Aum Ay A
dA 1 \"1 1\t

n=n —— = k.,[A]I"? ( ) :(—) + —Dk,t | -
a0 = kalal" | (7= 1) oDk,

Fuente: (Taoukis et al., 1997; Mizrahi, 2000, 2011; Kong and Singh, 2011; Sousa and Mahajan,
2011; Salas, 2015).

Dénde:

Aim = valor limite (minimo o maximo) para el indicador de calidad donde es intolerable
para la aceptacion del alimento.

Ao = valor inicial para el indicador de calidad cuando t = 0.

ka = constante de velocidad especifica para la variacion de A.

t = tiempo.

Con el fin de establecer el orden de la reaccién, se necesitan datos experimentales del
indicador de calidad que permitan verificar la linealidad de la ecuacion, y a su vez
encontrar la constante de velocidad especifica (como la pendiente de la recta). De
acuerdo con la complejidad del sistema, determinado por las variables que intervienen en
el proceso de degradacién del alimento y la interaccidon entre las mismas, es hecesario
implementar modelos de andlisis multivariado, ecuaciones polinomiales o modelos no
lineales (Corradini and Peleg, 2007; Dominguez and Mario, 2011; Salas, 2015; Derossi et
al., 2016).
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Ademds de las caracteristicas propias del alimento (humedad, pH, actividad de agua,
macronutrientes, etc.) la vida atil depende de parametros extrinsecos (temperatura de
almacenamiento, humedad relativa, material empaque, uso de atmosferas modificadas y
aditivos). Dentro de los parametros extrinsecos, la temperatura de almacenamiento es el
pardmetro de mayor relevancia en los estudios de estabilidad, ya que parece ser un

factor clave que influye en el deterioro de los alimentos (Nychas et al., 2008).

El modelo de Arrhenius, que relaciona la velocidad de una reaccién quimica con los
cambios de la temperatura, es el mas empleado para la descripcion de las reacciones de
deterioro de un alimento en funcién de la temperatura (Kilcast and Subramaniam, 2000b;
Kong and Singh, 2011):

Eq

k = koexp (— i—;) (1.19) In(k) = In(ky) — (ﬁ) (1.20)

Doénde:

k = constante de velocidad.

ko = constante de Arrhenius.

Ea = energia de activacion.

R = constante de los gases (8,314 J.mol1.K?)
T = temperatura absoluta.

Por lo tanto, al contar con valores de la constante de velocidad a diferentes temperaturas
y si al graficarlos su tendencia es una linea recta, podran encontrarse los valores para la
constante de Arrhenius y la energia de activacion. En algunos casos el efecto de la
temperatura sobre la cinética de las reacciones de deterioro del alimento no sigue el
comportamiento modelado por Arrhenius. En estos casos se consideran: (1) desarrollo de
reacciones paralelas, (2) cambios de fase en rangos cercanos a las temperaturas de
transicion vitrea de algunos carbohidratos o de desnaturalizacion de las proteinas, (3)
procesos de fusién/congelacién del agua que madifican la actividad de agua (4) cambios
de pH, entre otros (Kong and Singh, 2011; Mizrahi, 2011; Valero et al., 2012).

Con esta informacion, puede estimarse como el cambio de temperatura puede afectar la
velocidad de reaccion. Para simplificar el proceso, se define el Qio, como la relacién de

dos velocidades de deterioro con una diferencia de temperaturas de 10°C. El valor de Q1o
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puede ser calculado utilizando la ecuacion de Arrhenius para expresar la velocidad de
reaccién primero para una temperatura de (T+10) y luego para T (Mizrahi, 2000; Sousa
and Mahajan, 2011; Salas, 2015; Marques et al., 2018):

Q1) = (-5 (s — 1) = (B) (22 ) gy = 222Cmmim) gy

(T+10) T R ) \T(T+10) koexp(_i_:;)

Tiempo devidaGtilaT __ klpyqg
Tiempo de vida util a (T+10) klp

Qo = (1.22)

1.2.1 Estimacién de vida atil por deterioro sensorial

En muchos alimentos los cambios mas importantes que afectan su calidad estan en sus
caracteristicas organolépticas, razon por la cual se realiza la estimacion de la vida util por
medio de técnicas de analisis sensorial. Debido a la necesidad de medir la respuesta
sensorial en seres humanos como instrumento de calidad de los alimentos, deben
considerarse factores como la exactitud, la precisién y la validez. Para el empleo de
pruebas de analisis sensorial es necesario establecer requerimientos como (Kilcast,
2000; Hough, 2010; Giménez et al., 2012):

» Establecimiento claro del objetivo del sistema de evaluacién sensorial.

= Empleo de un espacio especifico para el andlisis sensorial.

= Seleccion de los procedimientos (técnicas de analisis) adecuados para el objetivo
establecido.

» Seleccion y entrenamiento de panelistas.

= Manejo y andlisis de datos.

La eleccion de las pruebas de andlisis sensorial para la evaluacion de vida Gtil depende
del objetivo del andlisis y de la interpretacion de los resultados en relacion con la calidad
del alimento. Las pruebas discriminativas se emplean si el criterio de vida util se define
en términos de la deteccién de un cambio en el producto. Generalmente se detectan
pequefios cambios que son irrelevantes en relacién con la vida util, por lo que la mayoria
de las pruebas sensoriales emplean medidas cuantitativas del cambio que resultan
abiertas a la interpretacion en relacién con el consumo del producto. También es posible

utilizar pruebas hedodnicas para evaluar la aceptabilidad del consumidor de forma directa.
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Sin embargo, debido a su costo, generalmente se emplean pruebas cuantitativas con
panel entrenado para establecer los puntos criticos de variacion y evaluar el impacto de

los cambios en la aceptabilidad (Kilcast, 2000).

Sin importar la metodologia de analisis seleccionada, la determinacion de la vida util de
un producto en relaciébn con sus caracteristicas sensoriales requiere la seleccion de
criterios de falla o de un punto de corte, que corresponde con el deterioro maximo que se
considera aceptable para el consumo del alimento (Kilcast, 2000; Giménez et al., 2012).

Se emplean criterios de falla al considerar respuestas sensoriales: (1) aumento o
disminucion en la intensidad media de un atributo sensorial, (2) periodo de conservacién
(tiempo para alcanzar una calidad general no deseada), (3) establecimiento de una
diferencia perceptible en relacién con el producto fresco, (4) diferencias significativas en
el perfil descriptivo del producto fresco, (5) puntuacioén de los consumidores para elegir o
comprar el producto, (6) la correlacion entre los datos analiticos y afectivos y (7) el
establecimiento de un tiempo de falla. Cabe destacar que las metodologias mas

empleadas son (Kilcast, 2000; Giménez et al., 2012):

» Métodos basados en la calidad: se realiza una estimacion de la calidad del
alimento empleando un panel de evaluadores entrenados o un grupo de expertos
considerando (1) diferencia global con respecto a la muestra fresca, (2) calidad en
general y (3) atributos de intensidad.

= Métodos de limites de aceptabilidad: se aplica teniendo en cuenta la interaccion
entre el alimento y el consumidor, mediante el empleo de escalas hedonicas en
las que el consumidor establece si el producto presenta una calidad menor de la
esperada. Para aceptar el producto es necesario un juicio integral de las
caracteristicas sensoriales percibidas. Por lo tanto, se establece el periodo de
vida atil como el tiempo de almacenamiento en el que se detecta el primer cambio
significativo en la aceptabilidad general en relacion con el producto fresco. El
limite de aceptabilidad se calcula como la primera puntuacion global que es
significativamente diferente de la muestra fresca.

= Metodologia de punto de corte: se evalla el comportamiento del atributo del
alimento que se relaciona como indicador de calidad con el tiempo de

almacenamiento. Teniendo en cuenta que existe un valor limite a partir del cual el
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consumidor rechaza el producto, se establece el punto de corte de estas curvas
con el fin de determinar el tiempo de vida util, tal como se ilustra en la Figura 1.4.
» Andlisis de supervivencia: es un conjunto de procedimientos estadisticos que se
aplican hasta que un evento de interés se produce. Se utiliza ampliamente en
estudios clinicos (epidemiologia, biologia, sociologia y estudios de confiabilidad).
Cuando se aplica a estimaciones de vida Util sensoriales esta metodologia se
centra en el riesgo de rechazo del producto por parte de los consumidores a

causa de su deterioro.

"'~ Producto 2

T~ Intensidad critica

Producto 1 Sl

Intensidad del atributo
1

v

th t Tiempo
Figura 1.4: Establecimiento del tiempo de vida atil mediante de punto de corte.

Fuente: Adaptado de (Kilcast, 2000) con el permiso de Elsevier.

1.2.2 Estimacién de vida util por deterioro
microbiolégico

En el caso especifico de frutas y verduras la microbiota es muy variable y compleja, ya
gque sufren diferentes tipos de contaminacion durante el procesamiento y
almacenamiento. En alimentos procesados, la actividad microbiana aumenta como
consecuencia del aumento de la superficie de contacto, pérdida de la integridad celular y
dafios mecéanicos. En estos casos es necesario evaluar si los niveles de poblacion
alcanzados de un microorganismo o conjunto de microorganismos en particular son
capaces de producir factores alterantes asociados con el deterioro o el rechazo sensorial
por parte de los consumidores. Los microorganismos mas importantes que causan el
deterioro de productos hortofruticolas después de la cosecha son los hongos. Estudios
en diferentes grupos de alimentos han establecido criterios de calidad, que se muestran
en la Tabla 1-7, para el caso de productos de origen vegetal (Kilcast and Subramaniam,
2000b; Pinheiro et al., 2005; Morgado et al., 2018).
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Tabla 1-7. Criterios de calidad microbiolégica (UFC/g) en productos hortofruticolas
procesados.

; : indices de calidad microbioldgica (UFC/g)
Microorganismo : - - -
Satisfactorio | Aceptable | Insatisfactorio
Mesofilos aerobios <104 >10%< 108 >10°
Levaduras <102 >10%2<10° >10°
Mohos <10? >10%2<10° >10°
Coliformes totales <10? >10%< 104 >104
E. coli <10 >10<10? 2102

Fuente: Adaptado de (Santos et al., 2005).

De manera analoga al desarrollo de modelos matematicos que predicen el deterioro
fisicoquimico que pueda sufrir un alimento, se han desarrollado modelos que permiten
estimar la vida util de los alimentos a partir de parametros microbiol6gicos. Los modelos
polinomiales describen las respuestas de crecimiento (Umax, tiempo de fase lag) a través
de una funcién polinébmica. Las desventajas de estos radican en la gran cantidad de

pardmetros y su falta de significancia biologica (Valero et al., 2012).

Entre los modelos no lineales, el modelo modificado de Gompertz se ha aplicado con
éxito para describir las diferentes fases de crecimiento microbiano. Una de las formas
modificadas que facilitan la parametrizacion y el ajuste del modelo que tradicionalmente
se usan en estudios de vida util se muestra en la ecuacién (1.23) (Valero et al., 2012;
Wang, 2018).

Log N; = logN, * log (Nméx) * eXp {— exp !M * (tlag —t)+1

z 0o (5)

} (1.23)

Doénde:

N: = poblacién microbiana en UFC.g! a determinado tiempo ¢.
No = poblacién microbiana inicial en UFC.g*

Nmax = poblacién microbiana maxima en UFC.g*

tiag = tiempo de la fase de adaptacion en dias

Umsx = vVelocidad de crecimiento especifica maxima.

Los principales factores que influyen en la estabilidad microbiana en los alimentos son la
temperatura, pH y actividad de agua. La temperatura en particular puede variar

significativamente, siendo un parametro de alto impacto sobre la velocidad de



Introduccién 37

crecimiento especifico y la fase de latencia de los microrganismos. Para el modelamiento

se emplea la ecuacion de Arrhenius (Taoukis et al., 1997; Geeraerd et al., 1998).

Como resumen del capitulo puede decirse que:
A pesar de que la fermentacion lactica es un proceso empleado desde hace mucho
tiempo para la transformacion y conservacion de diversos alimentos, también ha

evolucionado gracias a diversos estudios cientificos.

De acuerdo con los microorganismos empleados, la fermentacion lactica modifica
caracteristicas sensoriales del alimento y puede proporcionarle propiedades funcionales,
ademas de contribuir a su conservacion. Las bacterias lacticas empleadas para este
proceso tienen requerimientos especificos para su supervivencia. Su metabolismo se ve
influenciado por las condiciones del medio (por ejemplo: micronutrientes, fuentes de
carbono, nitrégeno, pH, temperatura) y por la presencia de otros microorganismos. En
correspondencia con lo anterior, las caracteristicas del alimento fermentado dependen de

los microorganismos que intervienen en el proceso y de las condiciones del mismo.

El consumo de algunos alimentos de origen vegetal conservados mediante fermentacion
lactica, forma parte de las tradiciones en diferentes culturas y su estudio ha permitido
entender los diferentes fendmenos que intervienen en su proceso de obtencién. Cuando
se emplean microorganismos probidticos en la fermentacién de alimentos de origen
vegetal, pueden tenerse beneficios en la salud de los consumidores sin las desventajas
gue tienen algunos productos lacteos y carnicos como el contenido de lactosa y/o
colesterol. Por lo tanto, puede suponerse que la combinacién entre las tradiciones de
diversas culturas y algunos estudios cientificos puede favorecer el desarrollo de una

comunidad.

Las frutas y las hortalizas son reconocidas por su actividad antioxidante, la cual puede
verse afectada o favorecida por su procesamiento. La valoracion de la influencia de la
fermentacion puede realizarse empleando diferentes técnicas analiticas que permiten

estimar la actividad del alimento frente a diferentes radicales.

El modelamiento de los procesos fermentativos es un area de estudios compleja debido a

que involucra multiples fenédmenos. Puede abordarse considerando los cambios en el
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sustrato y/o los cambios en la célula. Por lo tanto, entre mas simple es el sustrato
empleado para la fermentacion, mas sencillo es su modelamiento. Esto hace que el

ajuste de modelos a fermentaciones de alimentos se dificulte.

Son muchos los cambios que se producen en el alimento durante su periodo de
almacenamiento. Dependen de las caracteristicas del alimento y de su entorno. El tiempo
de vida uatil del alimento esta determinado por la velocidad en la que ocurren dichos
cambios y que afectan la calidad del alimento y/o las expectativas del consumidor. Por lo
tanto, el modelamiento de estos cambios podria predecir el tiempo de vida util del

alimento.






2. Planteamiento del problema

Colombia tiene potencial para la produccién de una amplia variedad de frutas y de
hortalizas, a lo largo de todo el afio. Por otra parte, el desarrollo de la industria
procesadora de frutas y hortalizas ha sido lento y aislado en algunos segmentos de la
produccién. Teniendo en cuenta que el desarrollo competitivo del sector hortofruticola
colombiano esta intimamente relacionado con la capacidad de procesamiento industrial y
de generar valor agregado, ganan importancia los esfuerzos cientificos que permitan
reducir la brecha tecnolégica existente y asi ampliar los mercados y aprovechar las

nuevas oportunidades comerciales.

La fermentacién lactica es un proceso que agrega valor a los alimentos y favorece su
conservacion. Se emplea frecuentemente en alimentos susceptibles al deterioro por tener
un pH cercano a la neutralidad (lacteos y céarnicos). A pesar las multiples aplicaciones en
alimentos de origen vegetal, en Colombia su consumo es poco frecuente, posiblemente
debido a sus propiedades sensoriales. Adicionalmente, algunos desarrollos alcanzados

en este campo no se encuentran disponibles para la implementacién a corto plazo.

Por consiguiente, se plantea la posibilidad de realizar la fermentacién lactica en frutas y
vegetales de consumo habitual en Colombia, empleando cepas altamente disponibles,
de uso frecuente y de f4cil utilizaciéon, como las usadas industrialmente para la obtencion
del yogurt. La principal dificultad de este proceso se centra en que estos cultivos han sido
disefiados para funcionar en un sustrato de caracteristicas significativamente diferentes
lo que hace que su supervivencia y crecimiento se dificulte. La mezcla entre una fruta y
un vegetal permitié contar con un sustrato de condiciones adecuadas para el crecimiento
de estas bacterias. Se esperaba que bajo estas condiciones el producto fermentado

tuviera caracteristicas sensoriales que favorezcan su aceptacion.

La aplicacion de métodos cientificos para la realizacion de estudios de vida util de los

alimentos obtenidos permite mejorar los requerimientos de almacenamiento y predecir el
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comportamiento del producto en diferentes condiciones, en especial las relacionadas con
la temperatura.

Por lo tanto, se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

¢, Qué procesos de transformacion se requieren para aplicar la fermentacion lactica en
matrices vegetales con el fin de obtener un alimento con caracteristicas funcionales?
. Qué efecto tendrd la fermentacion lactica sobre las propiedades fisicoquimicas,

microbioldgicas y sensoriales de las matrices vegetales empleadas?

Hipotesis:
El disefio de procesos de transformacién de productos hortofruticolas colombianos que
faciliten la aplicacién de la fermentacién lactica en matrices vegetales permitira obtener

un alimento con caracteristicas funcionales y un mayor tiempo de vida util.

2.1 Objetivo general

Establecer las condiciones de proceso para la obtencién de productos elaborados a base
de frutas y hortalizas mediante la aplicacién de fermentacion lactica como alternativa

para la generacion de valor.

2.2 Objetivos especificos

1. Establecer y aplicar criterios que permitan seleccionar las frutas, las hortalizas y
las mezclas de los mismos, que tengan potencial para la aplicacion de la
fermentacion lactica.

2. Establecer el procedimiento para aplicar la fermentacion lactica en las matrices
vegetales seleccionadas.

3. Evaluar el efecto de la fermentacién lactica en las matrices vegetales sobre sus
propiedades fisicoquimicas, funcionales y sensoriales.

4. Establecer modelos que permitan predecir el tiempo de vida util de los productos

diseflados.
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2.3 Estrategia general

Como estrategia general para esta investigacion se plantedé una metodologia que divide
el proyecto en etapas que corresponden con los objetivos especificos propuestos. Se

presenta un esquema de esta estrategia en la Figura 2-1.

De esta manera, para el cumplimiento del primer objetivo se realizaron dos procesos
diferentes de seleccion. El primero fundamentado en pautas comerciales y productivas, a
partir de una revision bibliografica, permitié identificar ocho frutas y cinco hortalizas para

continuar la investigacion.

Se reconoci6 la necesidad de realizar mezclas de una fruta y una hortaliza para mejorar
la aceptabilidad y viabilidad de las bacterias lacticas, teniendo en cuenta que: (1) en
Colombia las frutas son mas aceptadas que las hortalizas y (2) las propiedades
fisicoquimicas de las hortalizas pueden favorecer el crecimiento de las bacterias lacticas.
Por lo tanto, se obtuvieron mezclas de pulpas de las frutas y hortalizas seleccionadas
previamente. El segundo proceso de seleccion consider6 las caracteristicas
fisicoquimicas de estas mezclas como un criterio técnico relacionado con la viabilidad de
las bacterias lacticas. Se seleccionados variables fisicoquimicas sencillas de valorar

porque con las que estan mas disponibles para los productores de frutas y hortalizas.

Para el segundo objetivo se evaluaron procedimientos previos a la fermentacion con el fin
de favorecer la adaptacion de las bacterias lacticas a los diferentes sustratos.. Se
consideraron dos procesos: heutralizacion y acondicionamiento del cultivo. Con los
resultados de esta evaluacién se realizé el estudio de la fermentacién de las mezclas y
los efectos que produce la variacion del cultivo empleado. Se seleccionaron cultivos para
la obtencién de yogurt ya que son los mas disponibles y faciles de adquirir por los

productores de frutas.

Finalmente, para el tercer y el cuarto objetivos, se realizé el estudio cinético y de vida util
mediante el seguimiento de caracteristicas fisicoquimicas y microbiol6gicas con el fin de
para evaluar los cambios producidos durante la fermentacion y el almacenamiento de

una mezcla fermentada.
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3.1 Materiales

3. Materiales y métodos

3.1.1 Obtencidn de pulpas de frutas y hortalizas

Se adquirieron frutas y hortalizas frescas en un mercado local (Chia, Cundinamarca,

Colombia), garantizando que fueran siempre de la misma especie. Se emplearon: uchuva

(Physalis peruviana), maracuya (Passiflora edulis), mango (Mangifera indica), fresa

(Fragaria chiloensis), mora (Rubus glaucus), guayaba (Psidium guajava), feijoa (Acca

sellowiana), lulo (Solanum quitoense), zanahoria (Daucus carota), ahuyama (Cucurbita

maxima), remolacha (Beta vulgaris), espinaca (Spinacia oleracea) y guatila (Sechium

edule).

En cuanto a las caracteristicas de calidad, se emplearon frutas que cumplieran con todos

los requisitos de calidad generales descritos detalladamente en las normas técnicas

colombianas vigentes (ver Tabla 3-1 y ANEXO H).

Tabla 3-1. Caracteristicas de calidad de las frutas seleccionadas de acuerdo con la
normatividad colombiana vigente.

Tolerancia de

Requisitos de madurez especificos

Fruta Norma técnica B~ Color | Grados Acidez
(NTC) Brix (% Ac. citrico)
Mora NTC 4106 (1997) | Hasta categoria lll 4-6 | 6.7-85 |2.5-3.1(Ac. malico)
Fresa NTC 4103 (1997) | Hasta categoria lll 4-6 | 6.9-85 0.78 - 0.93
Guayaba NTC 1263 (1970) Hasta 22 calidad No considerados en la horma
Mango NTC 5139 (2002) Hasta categoria Il 3-5 |149-164 0.41-0.61
NTC 5210 (2003) Hasta categoria Il 2-4 185-124 0.51-0.83
Uchuva NTC 4580 (1999) Hasta categoria 4-6 [145-15.1 1.68-2.03
Maracuya NTC 1267 (1979) Hasta 22 calidad No considerados en la norma
Lulo NTC 5093 (2002) Hasta categoria Il 3-5 ]86-10.1 Max. 3.23
Remolacha | NTC 1224 (1979) Hasta 22 calidad No considerados en la horma
Zanahoria NTC 1226 (1994) Hasta 22 calidad No considerados en la norma

Espinaca

NTC 1373 (1978)

Hasta 22 calidad

No considerados en la norma
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3.1.2 Estudio de la fermentacion lactica

= Sustratos
Para el estudio de la fermentacién lactica se emplearon pulpas de frutas (mango,
guayaba y feijoa), hortalizas (ahuyama, remolacha y espinaca) y mezclas (amarilla, roja y
verde) obtenidas mediante los procedimientos 3.3.1 y 3.3.2. La caracterizacion de estos

sustratos se presenta como parte de los resultados del capitulo 5.

= Cultivos lacticos
Se emplearon cultivos mixtos y simples comercializados por Danisco (Danisco,
Dinamarca), recomendados para la produccion de bebidas lacteas fermentadas por

inoculacién directa con la siguiente composicion:

Cultivo mixto 1: Streptococcus thermophilus
Lactobacillus delbrueckii subps. lactis
Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus.
Cultivo mixto 2: Streptococcus thermophilus
Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus
Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium lactis.
Cultivo simple 1: Lactobacillus acidophilus.
Cultivo simple 2: Bifidobacterium lactis.

» Bebidas prebidticas
Para realizar el acondicionamiento de los cultivos se emplearon bebidas prebiéticas para
promover el mantenimiento y crecimiento de los cultivos. La bebida de soya se produjo
aplicando el proceso obtenido por (Becerra and Leguia, 2000). Para la bebida de avena

se empled avena molida comercial disuelta en agua potable (10% p/v).

3.1.3 Estudio de vida util

Para la realizacion del estudio de vida atil se empled la mezcla amarilla (mango 80% y
ahuyama 20% p/p). Para la obtencion de la mezcla fermentada se empleé el cultivo mixto

1y el procedimiento detallado en el apartado 3.3.3.
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3.2 Métodos

3.2.1 Caracterizacién fisicoquimica y microbioldgica

de pulpas y mezclas

Se realizaron mediciones de las propiedades microbioldgicas y fisicoquimicas empleando
procedimientos estandarizados de acuerdo con la Tabla 3-2 y la Tabla 3-3,

respectivamente.

Tabla 3-2 Técnicas analiticas para la caracterizacion microbioldgica de pulpas

Parametros microbiolégicos? Procedimiento implementado

Recuento de mesoéfilos (UFC/g o mL)

Manual de Técnicas de Analisis para
NMP. de coliformes totales Control de Calidad Microbiolégico de

. Alimentos para consumo humano del
Recuento E. coli (UFC/g o mL) Instituto Nacional de Vigilancia de

Recuento de esporas Clostridium sulfito reductor Medicamentos y Alimentos — INVIMA,

1998

Recuento de mohos y levaduras (UFC/g o mL)

Tabla 3-3 Técnicas analiticas a emplear para la caracterizacion fisicoquimica de pulpas
de frutas y hortalizas

Propiedad Método Procedimientos de referencia Equipos empleados

Secad AOAC 920.149 (2005); AOAC 945.68 Balanza analitica
Humedad ecado en ' ( ): ' Estufa eléctrica regulada

estufa (2005)
Desecador
Solidos Refractrometria AOAC 932.12; NTC 4624; ISO Refractémetro
solubles 2173:2003
pH Potenciometria | NTC 4592; ISO 1842:1991 Potencidmetro
Acidez Titulacion AOAC 942.15; NTC 4623;1SO | Potenciometro
titulable potenciométrica | 6632:1981 Balanza analitica
Color Colorimetria NTC 5622; 1ISO 11664-1:2007; Colorimetro
por reflectancia | 1ISO 11664-4:2008;1SO 11664-5:2009

La determinacién de crecimiento de bacterias lacticas se efectudé por duplicado, por
conteo en placa en medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) de acuerdo a lo establecido en
la norma ISO 27205:2010 (ISO, 2010) inoculando las ocho primeras diluciones. Los

resultados se expresan en UFC/g de pulpa.

1 NMP: Nimero mas probable. UFC: Unidades formadoras de colonias
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La determinacion de mohos y levaduras se efectu6 a 25.0 + 1.0°C siguiendo las
directrices dadas en la NTC 4132 (ICONTEC, 1997) inoculando 1 mL de las tres primeras
diluciones en cajas de Petri estériles con agar OGYE suplementado con oxitetraciclina.
Se realiz6 conteo a los 3 - 5 dias cuando el nimero de colonias en la caja estaba entre

30y 300. Los resultados se expresan en UFC/ g de pulpa.

= Calculos a partir de la determinacion del color
El color de las muestras se midié empleando un espectrofotémetro CM-5 (Konica Minolta,
Japén) con una fuente de luz D65 y observador de 10° como referencia. La
determinacién se realiz6 por duplicado y los resultados fueron reportados en la escala de
color CIELab (L*, a*, b*).

Se calcul6 la diferencia de color entre pulpas considerando el espacio de color CIELab
donde la coordenada L (luminosidad) es un indicador de la claridad y la oscuridad del
color, la coordenada a identifica la tonalidad desde el verde hacia el rojo y la coordenada
b identifica la tonalidad desde el azul hacia el amarillo. La diferencia absoluta de color
entre las muestras se calculé mediante la Ecuacion (3.1), tomando como referencia o
patrén la pulpa de fruta o la pulpa de hortaliza sin mezclar. Se transformaron las
coordenadas a* y b* en coordenadas radiales C* (chroma) y h (hue) mediante las
ecuaciones (3.2) y (3.3), con el fin de evaluar los atributos del color y los cambios de
tonalidad y de cromaticidad (MacDougall, 2002; Sant'/Anna et al., 2013).

AE = /(AL% + Aa? + Ab2) = \[((Ly — Lo)? + (a; — ag)? + (b; — by)?2) (3.1)

Dénde:

AE: Diferencia de color entre las diferentes muestras.

(Lo, a0, bo): Coordenadas colorimétricas para el patron o referencia (0 medidas en el
tiempo t = Oh).

(Lt, a;, by): Coordenadas colorimétricas para la muestra (o medidas en el tiempo t = 3h.)

C* =,/(a?+b?) (3.2) h = arctan (s) (3.3)
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3.2.2 Caracterizacion de carbohidratos y acidos

organicos

Se realiz6 la determinacion del contenido de carbohidratos y acidos organicos de las
pulpas empleando cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). El analisis se realiz6
en dos ocasiones. La primera para la caracterizacion de las pulpas y la segunda para el

seguimiento de la fermentacion.

= Caracterizacion de pulpas de frutas, hortalizas y mezclas
La muestra se prepard pesando 2.5 g de pulpa, que se disolvié en agua grado HPLC
completando un volumen total de 100 mL. Posteriormente, se centrifugé a 4500 rpm por
10 minutos. Del sobrenadante se tom6 una muestra de alrededor de 2mL, se filtr6 por
una membrana de nylon de 0.2 um y esta solucién se inyectd en un cromatégrafo Jasco,
de acuerdo con las condiciones detalladas en la Tabla 3-4 (Andersson and Hedlund,
1983; ISO 10504:1988, 1988; AOAC, 2005; Magwaza and Opara, 2015).

Tabla 3-4 Condiciones empleadas para la determinacién de carbohidratos y acidos
organicos por HPLC

Condicién Carbohidratos Acidos organicos
Columna Rezex RCM — Monosaccharide Rezex ROA-Organic Acid
Ca*? 300 x 7.8 mm 300 x 7.8 mm
Temperatura 80°C (Jasco, CO-2065 Plus) 40°C (Jasco, CO-2065 Plus)
Detector IR (Jasco, RI-2031 Plus) - 4pcc |~ PA (Jasco, PDA 2018 Plus) - 210 nm
y 240 nm
Fase movil H20 5mM H2S0q4
Flujo 0.6 mL/min 0.6 mL/min
Volumen de inyeccion 20uL 20uL

= Seguimiento de la fermentacion lactica
La muestra se prepard siguiendo el mismo procedimiento detallado anteriormente.
Posteriormente se inyectdé en un cromatdgrafo Agilent, de acuerdo con las condiciones
detalladas en la Tabla 3-5. Las rectas de calibracién y los tiempos de retencién obtenidos

para estos analisis se presentan en el ANEXO B.
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Tabla 3-5. Condiciones empleadas para la determinacién de carbohidratos y acidos
organicos por HPLC

Condicién Carbohidratos Acidos orgénicos
Columnas conectadas Aminex HPX — 87P y Aminex Aminex HPX — 87H
en serie HPX —87C 300 x 7.8 mm 300 x 7.8 mm
Temperatura 80°C (Horno Waters) 60°C (Horno Waters)
Detector IR (Waters 2414) — 35°C PDA (PDA Waters) - 210 nmy 240 nm
Fase movil H20 5mM H2S04
Flujo 0.6 mL/min 0.8 mL/min
Volumen de inyeccion 100uL 100pL

3.2.3 Caracterizacion sensorial

Se realizaron dos tipos de pruebas: una enfocada hacia el consumidor (prueba heddnica)
y otra enfocada hacia el producto (prueba descriptiva) (Urefia Peralta and D’Arrigo
Huapaya, 1999).

Se realiz6 una prueba heddnica cuantitativa de la medida el grado de satisfaccion.
Considerando que aceptabilidad y preferencia son diferentes, se aplicé la prueba con el
objetivo de identificar el grado de aceptacion de las pulpas. Para ello se emple6 una
escala heddnica de tres puntos. La encuesta fue aplicada a una poblacién de 90
personas seleccionadas de forma aleatoria en Bogota D.C., en una proporciéon similar de
hombres y mujeres con edad entre 18 y 65 afos. La muestra codificada (nimero
aleatorio de 3 digitos) se presentd en vasitos plasticos inodoros con tapa, a una
temperatura entre 4 y 8°C. Se asocio una escala cuantitativa a la escala cualitativa de

tres puntos: Me gusta (3), Ni me gusta ni me disgusta (2), Me disgusta (1).

Las pruebas descriptivas se realizaron con el objetivo de definir las caracteristicas
sensoriales de la pulpa fermentada y las diferencias existentes con las pulpas sin
fermentar. Se empleé el panel semi-entrenado con 12 jueces de la Universidad
Politécnica de Catalufia. Las muestras fermentadas y sin fermentar se probaron en la
misma sesidon. Se valoraron 8 atributos (apariencia, consistencia, color, olor
caracteristico, sabor acido, sabor dulce, sabor -caracteristico, textura). Para el
entrenamiento se usaron muestras modelo (con adicion de zumo de limén o de sacarosa
y muestras comerciales de zumo, pudin o natilla) para establecer los valores extremos de

la escala. La cuantificaciébn se realiz6 empleando una escala no estructurada que
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posteriormente se dividié en 10 puntos (1 punto = 1cm, para un maximo de 10cm). Los

detalles de la evaluacion se presentan en el ANEXO F.

3.2.4 Determinacion de la capacidad antirradicalaria

Se prepararon extractos con solucién acuosa de metanol al 80% v/v como disolvente.
Las pulpas se disolvieron en una relacién de 0.5 g de pulpa en 10mL de solvente,
empleando un homogeneizador (UltraTurrax) durante 2 min. Los extractos se

centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos.

» Determinacion de polifenoles totales (Método Folin-Ciocalteu)
A 20uL del extracto se adicionaron 80uL del reactivo Folin & Ciocalteu y 80uL de solucién
de carbonato de sodio al 20%. Se dej6 reaccionar 1 hora en la oscuridad y se determiné
la absorbancia por espectrofotometria a una longitud de A = 765 nm. Los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de muestra fresca
(mg GAE / g).

= Determinacién de la capacidad antioxidante equivalente de Trolox (Trolox
equivalent antioxidant capacity - TEAC)

Se obtuvo el radical catidonico mediante la mezcla de 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS) (7 mM) y persulfato de potasio (24,24 mM). La absorbancia del
radical ABTS se ajusto entre 0.9 y 1.0, empleando PBS 10 mM (pH = 7,4) incubado a
30°C. A 200pL de la solucion anterior se le adicionaron 20uL del extracto, se midio la
absorbancia por espectrofotometria a una longitud de onda de A = 734 nm durante 15
minutos. Se tom6 como punto final el minuto 10 ya que a partir de éste no se observo
disminucion en la lectura. Los resultados se expresaron en forma de porcentaje de

inhibicion segun la ecuacion (3.4):

inhibicion= ( (40 L) (s b)) 1gp (3.4

Donde:

Abs(ABTS"*) = Absorbancia del radical (t = 0)

Abs(Muestra) = Absorbancia del radical + muestra (t =10min)
Abs(Blanco) = Absorbancia del radical + blanco (t =10min)
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= Determinacién de la capacidad reductora del Fe(ll) (Ferric Reducing Antioxidant
Power - FRAP)

El reactivo FRAP se prepar6 a partir de tampon acetato (300 mM) y los reactivos 2, 4, 6-
Tripyridyl-s-Triazina (TPTZ) (10 mM) y cloruro de hierro (lll) (20 mM). Estos se mezclaron
en la relacion 10:1:1 respectivamente. A 200puL de la solucion anterior incubada a 37°C
se le adicionaron 20uL del extracto. Se realizé la lectura de la absorbancia en el
espectrofotdmetro midiendo a una longitud de onda de A = 593 nm después de 15
minutos de reaccion. Los resultados se expresaron como equivalentes de 6-hidroxi-2, 5,

7, 8 - tetrametilcromo- 2-Acido Carboxilico (Trolox) por gramo de muestra (umol TE/ g).

= Método DPPH
A 200uL de una solucién 2,2- difenil- 1-picrilhidracil (DPPH) (5.07 mM en metanol) se
adicionaron 20uL de los extractos. Se midi6 la absorbancia mediante espectrofotometria
a una A = 512 nm durante 75 minutos. Se tomo6 como resultado final el minuto 75. Los
resultados se expresaron como equivalentes de Trolox por gramo de muestra (umol TE /

g) en funcién del porcentaje de inhibicion segun la ecuacion (3.5):

nhibicicn= ( (2077 (=0 en)) | g @)

Dénde:

Abs(DPPH) = Absorbancia del DPPH (t=0)

Abs(Muestra) = Absorbancia del DPPH + muestra (t =75min)
Abs(Blanco) = Absorbancia del DPPH + blanco (t =75min)

= Capacidad de absorbancia del radical de oxigeno (Oxygen Radical Absorbance
Capacity - ORAC)

A 40pL del extracto diluido (relacion 1:10 v/v, en agua desionizada) se adicionaron 120uL

de fluoresceina. Se realizé una lectura inicial de la absorbancia a 37 °C de temperatura

Posteriormente, se agregaron 40uL del 2,2,-Azobis(2-Metilpropinamida) (AAPH) (0.3 M) y

se continué con las medidas durante 2 horas. Los resultados se expresaron como

equivalentes de Trolox por gramo de muestra (umol TE / g) mediante la expresién (3.6):
Disminucion fluorescencia = AUC — AUCB = [(0.5 + X1 o (fn/fo)) * tc] - AUBC  (3.6)

Donde:
AUC = 4rea bajo la curva de la muestra
AUCB = area bajo la curva del blanco
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fi= unidades de fluorescencia (fo, corresponde al valor de la primera lectura).
n = numero de ciclos.
tc = tiempo de cada ciclo, en este caso, 2 minutos.

3.3 Procedimientos experimentales

3.3.1 Obtencion de pulpas de frutas y hortalizas

Se aplicaron las operaciones de adecuacion (clasificacion, lavado y desinfeccion),
separacion (pelado, cortado, molienda y despulpado) y conservacion (escaldado, coccion

y envasado). En la Figura 3.1 se detalla el proceso empleado.

FRUTAS / HORTALIZAS

CLASIFICACION
(Estado de madurez)
LAVADO

DESINFECCION (Hipoclorito
80ppm/10min)
LAVADO
]

FRUTAS HORTALIZAS

v

ESCALDADO
(Agua 92°C / 3min)

COCCION
(Agua 115°C / 20min)

MOLIENDA/ DESPULPADO ) |
(80°C / 3min)

ENVASADO
(80°C)

CHOQUE TERMICO
(4°C)

ALMACENAMIENTO
(4°C)

Figura 3.1: Proceso para la obtencién de pulpa de frutas y hortalizas.
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De acuerdo con la fruta y la hortaliza a utilizar se hicieron cambios en las operaciones y
las condiciones empleadas. Por ejemplo:
e Adicibn de operaciones de adecuacién para fresa, mora, feijoa, uchuva,
remolacha y zanahoria (retirar el pedinculo y el céliz previo a la desinfeccién).
e Adicion de operaciones de separacion para mora, guayaba, uchuva, maracuya,
lulo (prensado y/o tamizado previo al envasado), mango y ahuyama (pelado,
cortado y separacion de la semilla previo a la molienda).

e Eliminacion de la operacion de coccién en la espinaca.

Todas las pulpas de frutas y de hortalizas se obtuvieron considerando los parametros de
la calidad minimos y de obligatorio cumplimiento establecidos en la legislacion

colombiana y presentados en la Tabla 3-6 y Tabla 3-7 (MinSalud, 2013).

Tabla 3-6 Requisitos fisicoquimicos para las pulpas de frutas seleccionadas.

Fruta Acidez titulable (% Ac. citrico) | Grados Brix
Feijoa 1.60 9.0
Fresa 0.65 6.5
Guayaba 0.45 7.5
Lulo 1.0 6.0
Mango 0.3 12.5
Maracuya 25 12.0
Mora 2.0 6.0
Uchuva 1.4 11.0

Fuente: (MinSalud, 2013)

Tabla 3-7 Requisitos microbiolégicos de pulpas de frutas.

- Parametros
Producto Requisitos

N m M C
Pulpa sin Recuento Escherichia coli (UFC/g o mL) 5 <10 - 0
tratamiento Recuento de mohos y levaduras (UFC/g o mL) 5 1000 3000 | 2
termico Deteccion de Salmonella /25g 5 | Ausencia - 0
Recuento de mesofilos (UFC/g o mL) 5 1000 3000 | 1
Pulpa : Recuento Escherichia coli (UFC/g o mL) 5 <10 - 0

pasteurizada
Recuento de mohos y levaduras (UFC/g 0 mL) 5 100 200 1

Fuente: (MinSalud, 2013)

Donde: N: numero de unidades a examinar.
m: indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.
M: indice maximo permisible para identificar nivel de aceptable calidad.
C: Numero méximo de muestras permisibles con resultados entre m y M.
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3.3.2 Preparacion de mezclas

A partir de las pulpas iniciales obtenidas de acuerdo con lo descrito en el apartado 3.3.1,
se realizaron combinaciones de una fruta con una hortaliza en diferentes proporciones,
teniendo como referencia cualitativa su color, por lo que se obtuvieron pulpas rojas,
amarillas y verdes, tal como se presenta en la Tabla 3-8, con un total de 91 pulpas. Este

proceso se realizé por duplicado.

Tabla 3-8 Esquema de ensayos experimentales para la obtencién de mezclas de frutas y
hortalizas
Proporcién de pulpa

(% (p/p)) Pulpas rojas Pulpas amarillas Pulpas verdes
Fruta Hortaliza
100 0
80 20 Mango — Ahuyama

Uchuva — Ahuyama | Feijoa — Espinaca

60 40 Fresa — Remolacha Maracuya — Ahuyama | Lulo — Espinaca
50 50 Mora — Remolacha y va . pina

Mango — Zanahoria Feijoa — Guatila
40 60 Guayaba — Remolacha h . .
20 80 Uc uva — Zanahorle_l Lulo — Guatila
0 100 Maracuyé — Zanahoria

3.3.3 Operaciones previas a la fermentaciéon

»= Neutralizacién de pulpas de frutas

Como agente neutralizante se escogié hidréxido de sodio ya que: (1) es altamente
soluble, (2) es una base fuerte que puede modificar facilmente el pH usando pequeinas
cantidades y (3) se emplea frecuentemente en la industria alimentaria (Vasiljevic et al.,
2005; Zhang et al., 2007, 2014; Abdel-Rahman et al., 2011; Juturu and Wu, 2016). La
neutralizacion se realiz6 mediante el siguiente procedimiento: A 30g de pulpa de fruta se
adicion6 1mL de solucién de NaOH 1N (4% p/v) hasta completar 6mL (como maximo).
Luego de cada adicién se midieron las variables de respuesta (pH y color). Se resalta
que el pH se regula con el objetivo de evaluar la viabilidad de las bacterias lacticas a
inocular, no para la obtencién del alimento fermentado.

= Acondicionamiento del cultivo
Para el acondicionamiento se emplearon los materiales descritos en el apartado 3.1.2:
bebidas de soya o avena y el cultivo mixto 1 en una dosis aproximada de 1 x 10® UFC/g
en el sustrato.
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El procedimiento empleado para el acondicionamiento del cultivo se ilustra en la Figura
3.2. Se realiz6 disolviendo el cultivo en una mezcla de pulpa (10% m/m) y agua, bebida
de soya o avena (90%m/m) y manteniendo su temperatura a 42°C por 1 hora, con ayuda
de un bafio de agua. Posteriormente se mezcl6 este indculo con el sustrato a fermentar,
en una proporcion de 10% (m/m).

El procedimiento empleado para los ensayos de fermentacion sin acondicionamiento
(adicion directa), se presenta la Figura 3.3.

Inoculacién

Activacion
> — Inoculacién Incubacion
saBebia N\ S—
1g Pulpa —
/ t=0 T =42°C \ >
c: ...' t=1h . .
%o 0% 0 / ° o:
Cultivo S elees
mixto 1 e
t=0 T =42°C
t=6a24h
90g Pulpa

Figura 3.2: Esquema del acondicionamiento del cultivo.

——— Inoculacién Incubacién
0% o
®¢ 0000
Cultivo \
mixto 1
/
t=0 T=42°C
t=6ha24h

100g Pulpa

Figura 3.3: Esquema para la adicion directa del cultivo (sin acondicionamiento).
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3.3.4 Fermentacion de pulpas

La fermentacion de todos los sustratos se realiz6 siguiendo el procedimiento ilustrado en
la Figura 3.4, partiendo de pulpas de frutas, hortalizas y mezclas obtenidas de acuerdo
con los detalles especificados en los apartados 3.3.1 y 3.3.2. El tratamiento térmico se
realiz6 en diferentes tiempos de acuerdo con la pulpa o mezcla a fermentar y su facilidad

para la agitacion.

PULPA / MEZCLA

TRATAMIENTO TERMICO
(80°C, 2-5 min)

CHOQUE TERMICO
(4°C)

INOCULACION DEL
CULTIVO

INCUBACION

(42°C / 6h, 16h o 24h)

ENVASADO

ALMACENAMIENTO
(4°C)

i

Figura 3.4: Proceso para la fermentacion de pulpas de frutas, hortalizas y mezclas.

3.3.5 Estudio de vida util

Las mezclas sin fermentar y fermentada (empleando el cultivo mixto 1, inoculacion
aproximada de 1 x 10® UFC/g, 24 horas, 42°C) fueron almacenadas en porciones de
100g en recipientes de polietileno de alta densidad con tapa hermética en diferentes
temperaturas (5°C para las dos mezclas, 15°C y 25°C, para la mezcla fermentada),

protegidas de la luz y sin control de la humedad relativa ambiental (80% en promedio).
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3.4 Analisis estadistico

3.4.1 Caracterizaciones de las pulpas y estudio de la

fermentacion

Los datos fueron sometidos a andlisis de varianza (ANOVA), estableciendo la existencia
de diferencias significativas mediante prueba de Tukey con nivel de significancia a=0.05.

Se usé Minitab18 para dichos analisis.

Para la descripcion de los resultados de caracterizacion se incluyé un analisis por
componentes principales (PCA). Este analisis permite la reduccion de las dimensiones de
los datos (resultados de -caracterizacién), por medio de combinaciones lineales
(componentes principales) las cuales recogen la mayor parte de la informacién; es decir,
explican la méxima varianza de los datos. Para la obtencion de los gréficos de PCA se
empled el programa DART (Decision Analysis and Ranking Techniques) (Pavan, M., &
Worth, 2008).

3.4.2 Caracterizacion sensorial

Se asoci6 una escala cuantitativa a la escala cualitativa de tres puntos: Me gusta (3), Ni
me gusta ni me disgusta (2), Me disgusta (1). Cuando el comportamiento de los
resultados se acerca a una distribucion normal, calculé el puntaje promedio para cada
muestra y los resultados se sometieron a andlisis de varianza (ANOVA). Si el
comportamiento de las variables es discreto o se aleja de la normalidad se aplicé un

andlisis de Chi2. Se usé Minitab18 para dichos andlisis.

3.4.3 Seleccion de mezclas

Se analizaron los resultados de la caracterizacion fisicoquimica empleando métodos de
ordenamiento (ranking) que facilitan la toma de decisiones. Se utiliz6 un modelo de
utilidad - conveniencia, con el fin de encontrar la pulpa con mayor potencial para la
fermentacion lactica. Este método permite organizar una serie de muestras considerando
de forma simultinea mas de un criterio. Su fundamento consiste en combinar los
diferentes criterios en un indice de ordenamiento global, con el fin de tener un indicador
Unico que permita realizar la clasificacion. Para ello se definen las funciones de

conveniencia y utilidad (ver detalle ANEXO A).
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Utilidad = U; = X5_, w; - ty; 0<U; <1 (3.7

Conveniencia = C; = t:l-Ml/1 . t;‘z’z cct, 0<(<1 (3.8)

Dénde:

p: nimero de variables.

w: el peso o valor asignado por el analista a cada criterio.
t: valor obtenido en la funcion de transformacion.

Para la aplicacién del método se consideraron las propiedades que se presentan en la
Tabla 3-9. Tanto las funciones de transformacién como los pesos o valores para cada
propiedad fueron asignados considerando los objetivos especificos de este proyecto. En
todos los casos se considerd para la transformacion una funcién exponencial, con
excepcion de la acidez titulable (funcidon exponencial inversa). Los andlisis estadisticos se
realizaron empleando el programa DART (Decision Analysis and Ranking Techniques)
(Pavan, M., & Worth, 2008).

Tabla 3-9 Ponderacion de variables y funcién de transformacion para el analisis
estadistico de ordenamiento

Variable | Peso Justificacion

El pH tiene una gran influencia sobre la viabilidad de los microorganismos.
Cada uno tiene un intervalo especifico de pH en el que se puede mantener y
crecer. Por ejemplo: mohos y levaduras tienen pH optimo entre 4,0 y 6,8
pH 35% | mientras que las bacterias lo tienen entre 6,5y 7,5. Se emplea una funcion
exponencial ya que a valores bajos se incrementa la mortandad de
microorganismos. De esta manera para valores superiores su puntaje sea
mayor.

Los sdlidos solubles medidos como grados Brix (°Brix), son una medida
indirecta de todas las sustancias que se encuentran disueltas en la pulpa.

Sélidos Teniendo en cuenta que la mayoria de los compuestos solubles de la pulpa
solubles 25% | son carbohidratos, puede entenderse que al aumentar los grados Brix, lo
(°Bx) hacen los carbohidratos disponibles que servirdan como fuente de carbono

para las bacterias. Por lo tanto, la funcion exponencial, permite tener un
mayor puntaje al tener valores altos de grados Brix.

Por medio de la determinacion de la acidez titulable es posible establecer
una medida de todos los compuestos de caracter acido presentes en la
Acidez pulpa. El potencial para el crecimiento y mantenimiento de bacterias acido
20% | lacticas se favorece con la disminucion de la acidez. Por lo tanto, se
selecciond una funcién exponencial inversa, de manera que se tengan
valores superiores a menor acidez titulable, donde habra mayor viabilidad de
las bacterias lacticas.

titulable

Los sélidos totales son una medida de todos los componentes presentes en
Sélidos la pulpa, diferentgs al agua. Eor tanto, son una_medida Qe los compuestos
totales (%) 20% | que pueqlgn servir como nutrientes para los microorganismos. Se _gmplea
una funcién exponencial de manera que el potencial de fermentacién sea

mayor al aumentar la cantidad de sdlidos totales.




4. Seleccion de frutas y hortalizas

En este capitulo se presenta la revision bibliografica que profundiza en los aspectos
considerados para la seleccion de las frutas y hortalizas sujetas a estudio y proporciona
un analisis de los principales criterios empleados. Como resultado de esta revision
bibliogréafica se escogieron ocho frutas y cinco hortalizas, sobre las cuales se evalu6 el
panorama técnico y comercial. El analisis de la informacion recopilada permitié identificar

la necesidad de evaluar la fermentacion en mezclas de pulpas de frutas y hortalizas.

4.1 Pérdidas y desperdicios de frutas y hortalizas

Uno de los aspectos que define el desarrollo de la sociedad y del ser humano es el
consumo de alimentos. Depende de diferentes factores como: disponibilidad,
accesibilidad, cantidad y calidad, aspectos que se relacionan en el concepto de
seguridad alimentaria. Al presentarse pérdidas y desperdicios de alimentos se
desaprovechan los esfuerzos realizados para mejorar la seguridad alimentaria, se
impacta la sostenibilidad, la disponibilidad, la economia, la nutricion y la salud de la
poblacion asi como del medio ambiente (CONPES 113, 2008; FAO, 2011, 2014a;
Benitez, 2015; DNP, 2016; FAO et al., 2016).

Las pérdidas y desperdicios ocurren en todos los niveles de la cadena alimentaria, por lo
gue las acciones dirigidas hacia su reduccién deben orientarse a todos los eslabones de
la cadena, ya que estan interrelacionadas. A nivel mundial, se calcula que las pérdidas y
desperdicios de alimentos estan alrededor de 1300 millones de toneladas anuales, de las
cuales entre el 40 y 50% corresponden a frutas y hortalizas (FAO, 2011, 2014b,a;
Benitez, 2015; FAO et al., 2016).

Se estima que en los paises de bajos ingresos las pérdidas de alimentos se producen por
(1) condiciones sociales y culturales, (2) limitaciones técnicas y (3) gestion inadecuada.
En los paises de ingresos medios y altos estan relacionadas con el comportamiento del

consumidor, asi como con las politicas y normativas existentes para tratar otras
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prioridades del sector. Por ejemplo, la aplicacion de los altos estandares de calidad e
inocuidad alimentaria puede hacer que, alimentos que todavia son inocuos para el
consumo humano, se excluyan de la cadena de suministro (FAO, 2011, 2014a,b;
Benitez, 2015; FAO et al., 2016).

En la Figura 4.1 se comparan las pérdidas producidas en Europa y América Latina en
toda la cadena de suministro.
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H Distribucién
50 - = Procesamiento
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|

Proporcién de pérdidas de alimentos (%)
=
o

B Poscosecha /Matanza
B Produccion
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0 ! !

Frutas y Productos Productos Frutas y Productos Productos
hortalizas carnicos lacteos hortalizas carnicos lacteos
Europa ‘ América Latina ‘

Fuente: (FAO, 2011).

Figura 4.1: Reporte de pérdidas y desperdicios en los diferentes niveles de la cadena de
suministro de alimentos.

Tanto en Europa como en América Latina, el sector de frutas y hortalizas es el que
reporta mayores pérdidas, en comparacién con lacteos y céarnicos. Llama la atencién que
las mayores diferencias en las pérdidas se presentan en los niveles de procesamiento,
poscosecha y consumo. Las pérdidas en las fases de poscosecha y distribucion se
deben (1) al deterioro de los productos perecederos en climas célidos y hiumedos, (2) al
caracter estacional de algunos cultivos, que conlleva un excedente imposible de vender,

y (3) a los altos estandares de calidad establecidos por los comerciantes (FAO, 2011).

En Colombia, las cifras de pérdidas y desperdicios son semejantes al panorama mundial:

de los 28,5 millones de toneladas de alimentos disponibles anualmente se pierde y/o
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desperdicia el 34%; de éstos, el 81% estan en la produccion, poscosecha y distribucion.
Por otra parte, se estima que 62.5% de las pérdidas y desperdicios corresponden al
grupo de frutas y vegetales, frente al 2,8% de los productos cérnicos y el 0.3% de los

productos lacteos (MinAgricultura, 2014).

En Espafa, las cifras oficiales reportan pérdidas del orden de 7,7 millones de toneladas
de alimentos anuales, de las cuales 1.3 toneladas se pierden en los hogares. Cerca del
85% no estaban procesados; es decir, se tiraron de la misma forma en que se
adquirieron (Ministerio de Agricultura y Pesca, 2016).

4.2 Produccién, comercializacion y mercado de
frutas y hortalizas en Colombia

Durante las Ultimas décadas, el mercado internacional ha venido transformandose en
respuesta a los cambios y las dinamicas del consumo. La poblacion ha venido adoptando
habitos de vida méas saludables donde el consumo de frutas y verduras en cantidad
suficiente y de calidad no es excluyente. Por ello, se observa una dindmica de
crecimiento en el mercado mundial de frutas y hortalizas, frescas y procesadas, como se

puede ver en la Figura 4.2.

Se considera que se presenta un aumento en el volumen comercializado de hortalizas vy,
en menor grado, de frutas. De acuerdo con las cifras del comercio exterior, las
importaciones de hortalizas superan a las exportaciones, mientras que, para las frutas, el
comportamiento es opuesto. La participacion de Suramérica es mas significativa en las
frutas que en las hortalizas, y no reporta un crecimiento significativo. Ello puede deberse
a que la demanda generada esta siendo satisfecha por otros mercados. Cabe resaltar
gue este aumento se obtiene al analizar las cifras de volumen (en millones de toneladas),
sin tener en cuenta que este aumento puede deberse al aumento de la poblacién y no
porgue esté aumentando en consumo per capita, tal como se analizara mas adelante (ver

apartado 4.4)

Simultaneamente, esta situacién ofrece oportunidades para el crecimiento econémico y
social de paises en via de desarrollo, en el campo agricola, soportado en su enorme

potencial productivo, con proyecciones bastantes alentadoras. Se espera que a mediano
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plazo el poder adquisitivo de la poblacién aumente y que ésta exija dietas con mayores
niveles nutritivos, aumentando asi el consumo de frutas y verduras de -calidad
(FINAGRO, 2014; FAO, 2018).
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Figura 4.2: Cifras de comercio exterior de frutas y hortalizas.

Como consecuencia de las multiples condiciones ambientales que ofrece la geografia
colombiana, el desarrollo del sector hortofruticola representa una importante y potencial
fuente de crecimiento de la agricultura, de generacion de empleo rural y de equidad
social para distintas regiones del pais (FINAGRO, 2014; FAO, 2018).

A pesar del panorama econdémico y del alto potencial identificado, la participacién de
Colombia en el mercado mundial de frutas es marginal (0.8% del volumen mundial). Esto
evidencia el desaprovechamiento de una clara apertura del mercado, en el que
sobresalen paises que comparten la franja ecuatorial como Perud, Ecuador y Tailandia.
Hasta el afio 2013, en el mercado internacional de las exportaciones de frutas tropicales,
méas del 70% correspondieron a las realizadas por Ameérica del sur, en las cuales
Colombia no participa (Asohofrucol, 2006; Asohofrucol et al., 2009; CCI, 2007;
FAOSTAT, 2017).
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La Figura 4.3 presenta el mercado de comercio exterior para las frutas y hortalizas en
Colombia. Se observa que difiere del observado a nivel mundial. Para las importaciones
hay una tendencia estable, mientras que para las exportaciones es variable. Hay una
mayor dinamica en el mercado de frutos comestibles, cortezas de agrios y melén frente a
los preparados de diversos alimentos y los preparados de legumbres, hortalizas, frutas y

otras plantas.
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Figura 4.3: Cifras de comercio exterior para Colombia.

Debido a este panorama y considerando que Colombia es uno de los pocos paises con
potencial para expandir su area agricola sin afectar el area de bosques naturales, se
proyecta un crecimiento en la produccion. Hacia 2020 se espera una expansion de 6
millones de hectareas, con un incremento de 18 millones de toneladas en la produccién
de alimentos. Con base en lo anterior, en los Ultimos afios las politicas econémicas y
sociales han estado dirigidas a fortalecer el sector agropecuario y a identificar productos
con mayor potencial e impacto. El objetivo es lograr la soberania nacional alimentaria y
una vinculaciéon en los mercados internacionales (MinAgricultura et al., 2006; CONPES
113, 2008; CONPES 3514, 2008; FINAGRO, 2014).
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Como resultado de la implementacion de estas politicas de fortalecimiento y apoyo, se
observan indicadores de crecimiento del sector agricola, en especial, para las frutas y las
hortalizas. Estos indicadores incluyen aumentos en el area sembrada, en la produccién y
en las exportaciones, tal y como se muestra en la Figura 4.4A. Adicionalmente, se
observa un alto potencial en la mejora del sector si se evalla el rendimiento de los
cultivos de frutales y hortalizas, ya que presenta una tendencia estable y alta en relacion
con el promedio reportado para el total de la agricultura (Figura 4.4B). Por todo lo
expuesto se espera un aumento en el rendimiento de los cultivos y en el promedio de la
agricultura, con la implementacion y aplicacién adecuada de las tecnologias disponibles
en el pais (CCB, 2006).
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todos los cultivos. Fuente: (AGRONET. Minagricultura., 2018; DANE, 2018; DNP, 2018).

Figura 4.4: Indicadores de productivos para el sector agricola.

A pesar de tener indicadores positivos, el crecimiento del sector agricola es poco
significativo en comparacion con otros sectores de la economia y frente al producto
interno bruto (PBI) del pais (Figura 4.5A). Esto se debe a que la mayor parte de la
produccion se comercializa en fresco, por lo que su valor agregado es muy bajo, en

especial al compararse con otros sectores como, por ejemplo, los productos electrénicos.

La dinamica de la industria procesadora de frutas y hortalizas muestra una evolucion
lenta y aislada en algunos segmentos de la cadena productiva. El desarrollo competitivo

del sector hortofruticola colombiano esta intimamente relacionado con la capacidad de
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procesamiento industrial y de generacibn de valor agregado. Se evidencia el
estancamiento del valor agregado para los alimentos de origen vegetal al comparar con

carnicos y lacteos (Figura 4.5B).
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Figura 4.5: Producto interno bruto y valor agregado.

Para ampliar los actuales mercados y aprovechar nuevas oportunidades comerciales, se
requiere fortalecer el encadenamiento con el sector primario y su potencial en el mercado
nacional e internacional. El incremento de la demanda de los productos hortofruticolas,
con un mayor valor agregado en términos de calidad, sanidad y facilidad de consumo y el
desarrollo de la tecnologia de procesamiento de alimentos, han contribuido a expandir y
diversificar el mercado de frutas y hortalizas, diferenciando los alimentos e introduciendo

nuevos productos al mercado (MinAgricultura, 2005; DANE, 2016).

Al considerar aspectos como la necesidad de generacion de alternativas al consumo en
fresco de frutas y hortalizas, y una simultanea conservacion de los mismos, la industria
procesadora de frutas y hortalizas podria desempefiar un importante papel dinamizador
del sector hortofruticola, porque integra la produccion primaria con el eslabén industrial,
en la generacion de empleo, incremento en la productividad agricola y el desarrollo

tecnolégico y empresarial del sector (MinAgricultura, 2005; DANE, 2016).
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4.2.1 Acuerdos de comercio exterior

Colombia cuenta con trece Tratados de Libre Comercio (TLC) vigentes y cinco
adicionales suscritos. De estos, hay cuatro de gran importancia para la agenda nacional
en materia agropecuaria, con: la Unién Europea, Estados Unidos, Canada y Corea del
Sur. En los tres primeros se concentra el 77% del volumen de las exportaciones
agropecuarias, mientras que Corea del Sur representa la primera gran oportunidad de
incursionar en el mercado asiatico. La Tabla 4-1 presenta las principales frutas y
hortalizas identificadas para el comercio desde Colombia hacia la Unién Europea y los
Estados Unidos (FINAGRO, 2014).

Tabla 4-1. Frutas y hortalizas priorizadas en los principales TLC con Colombia.

cosn?grlgial Productos destacados Observaciones Referencias
Mango, kiwj, papaya, guayaba, La proyeccion del mercado
maracuya, uchuv,a, gulupa, . y los acuerdos comerciales
granadilla, tomate de arbol (amarillo), indican que las frutas v las (Asohofrucol et
pitahaya amarilla, aguacate hass y hortaliza?s estaran Iibreys de al., 2009;
., banano. FINAGRO,
Union aranceles y en algunos 2014
Europea El perfil de la oferta exportable de rﬁ:f:; dgucn;:i)ar:]ebsi;iﬁlo Procolombia,
productos procesados incluye: tendra privilegios 2017a,b,c)
pulpas, deshidratados, especiales de acceso
concentrados, liofilizados y sobre ofros paises
congelados. P '
Albahaca, apio, banano, banano Se encuentran en broceso
bocadillo o bananito, cebolla, de aceptacion alpunas
cilantro, coco, col, coliflor, ciruela, asiroFr)as (mara?:u A (Asohofrucaol,
esparrago, espinaca, fresa, higo, P ya, 2006, 2013;
Estados lechuga, limén, lulo, mora curuba, gulupa y ICA, 2013;
Unidos uga, ! R granadilla), pimenton, Lo ’
mandarlna, naranja, perejil, pifa, mel6n, mango, pepino MinAgricultura,
pitahaya amarilla, puerro, repollo, calabac’in a a’ a fei'o:";l 2015).
toronja, uchuva, uva, zanahoria y tomate de éEb(EJI yli;nor{cill'o
aguacate Hass y

Al identificar frutas y hortalizas con potencial comercial, aumenta su produccion. Dentro
de las frutas con potencial productivo estan: pitahaya, mango, bananito, lima Tabhiti,
feijoa, aguacate, uchuva, pifia, maracuya, lulo, mora, granadilla y tomate de arbol. Las
hortalizas més cultivadas corresponden a: arveja, tomate, cebolla de bulbo, cebolla junca,
arracacha, zanahoria, cilantro, habichuela, zapallo y repollo (CONPES 113, 2008;
CONPES 3514, 2008; CONPES 3527, 2008).
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Desde 1994 el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) identificé y formulé paquetes
tecnoldgicos alrededor de doce frutales con potencial econémico y de innovacion: pifia,
naranja, papaya, guayaba, mango, aguacate, mora, tomate de arbol, maracuya, lulo,
guandbana y mandarina. En la actualidad, se considera que estos paquetes tecnolégicos
no han sido implementados en gran parte del territorio nacional y que los indicadores de
productividad pueden mejorar, tal como se muestra en la Tabla 4-2 (ICA, 2013;
AGRONET. Minagricultura., 2018).

Tabla 4-2 Exportaciones de fruta y hortalizas en fresco 2000-2015.

Producto Miles US$ FOB
2000 2005 2010 2015
Banano fresco 396634 | 411686 | 608610 | 672856
Uchuva fresca 6645 | 17662 | 18024 | 19824
Banano bocadillo 2470 3570 5078 8012
Passifloras frescas 1146 3195 2917 | 23984
Tomate de &rbol 1139 1001 1082 1068
Mangos frescos o secos 996 296 353 1092
Pitahaya fresca 796 741 1460 2803
Fresas frescas 137 366 233 339
Limones frescos y secos 135 422 371 185
Naranja 70 874 2099 2894
Pifia fresca o seca 68 287 420 3458
Papaya fresca 38 208 220 58
Zanahoria y nabos frescos 45 6 15 6
Remolacha 106 3 4 4
Mandarina 6 16 9 19
Lechugas repolladas frescas 13 32 421 141
Coliflor y brocoli fresco 5 229 15 59
Espinacas 1 6 3 10
Calabazas y calabacines frescos - - - 23

Fuente: (AGRONET. Minagricultura., 2018).

4.2.2 Organizacion por cadenas productivas

Con el fin de mejorar la competitividad del sector agropecuario, se han establecido
multiples politicas de fortalecimiento del sector, que enfocan los estimulos hacia cadenas
productivas y priorizan aquellas con mayores desarrollos y/o potenciales de crecimiento.
Se han orientado a potenciar las ventajas comparativas de unidades productivas en
territorios especificos de la geografia nacional, de manera que se tenga una dindmica
transversal, incluyente, econémica, social y ambientalmente sostenible (CONPES 3439,
2006; CONPES 3527, 2008; CONPES 3668, 2010).
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Esta identificacion territorial ha llevado al establecimiento y formalizacion de iniciativas de
vinculacién de pequefios productores en asociaciones, federaciones y cooperativas.
Estas agrupaciones funcionan como eslabones en las cadenas productivas, lo cual ha
facilitado el acceso del sector productivo, al financiamiento, a la transferencia tecnoldgica
y a la capacitacion especializada (Asohofrucol, 2006, 2013; CCB, 2006; CONPES 3514,
2008; Asohofrucol et al., 2009; DNP, 2014).

Se cuenta con cadenas productivas para: aguacate, algodon, alimentos balanceados,
arroz, banano, cacao, café, cafia de azucar, citricos, coco, fique, flores y follajes, fresa,
guayaba, hortalizas, mango, mora, palma, panela, papa, pasifloras, plantas aroméaticas y
medicinales, platano, sabila, tabaco, yuca y fiame. Adicionalmente estan los Consejos
Nacionales de: caducifolios (manzana, durazno, pera, ciruela) y se trabaja en la
formalizacién de las solanaceas (uchuva, tomate de arbol y lulo), pitahaya, papaya, pifa,

guandbana, chontaduro e higos (MinAgricultura, 2015).

Otros ejemplos de asociacién son:

= Productos fruticolas: Fedemango en Bogota; Asocitricos en Pereira; Corpopitahaya
en Bogota, Asopitahaya en Roldanillo (Valle del Cauca); Asomaracuya en Manizales;
Cooguayaba, Asoguayaba y otras en Barbosa (Santander); Corpoginebra para uva
Isabella en Ginebra (Valle del Cauca), Uvasan en San Gil (Santander), Asoprouva en
Villa del Rosario (Norte de Santander), Hortifrucop — EPS en Tauramena (Casanare);
Granadilleros en Urrao (Antioquia), Limoneros en Dorada (Caldas); Exportadores de
tomate de Arbol, entre Rios, Antioquia, Moreros de Guarne, Antioquia y Pifieros en
Lebrija, Santander, entre otras.

= Productos horticolas: Asocampo y Asphorta en Antioquia; Hortifresh, Asoprost y
Usochicamocha en Boyaca; Asoagro en Coérdoba; Coophorticota, Hortifresco,
Coomagro y APAC en Cundinamarca; UDRAR y Cooperativa de productores Dibulla
en la Guajira; Asohofrucol y Asprosac en Magdalena; Fedeasur en Narifio; Asudra en
Norte de Santander, entre otras (CCI, 2007).

En la Tabla 4-3 y Tabla 4-4 se presentan las cifras de indicadores productivos de cultivos

hortofruticolas en Colombia reportadas por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural.
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Tabla 4-3 Indicadores productivos en cultivos de frutas en Colombia.

2011
24.5
33.2
0.05
29.0

1.3
15
0.1
1.1
3.7
2.3
12.2
6.2
6.8
114
18.6
0.1
5.3
11.7
16.2
5.0
13.0
0.7
8.4
0.7

cultivo Area sembrada (miles ha)
2007 2009
Aguacate 17.6 19.3
Banano 29.2 27.1
Caducifolios 0.2 0.1
Citricos 33.3 27.6
Curuba 2.3 1.3
Durazno 1.2 15
Feijoa 0.3 0.2
Fresa 1.3 1.2
Granadilla 3.6 4.9
Guanabana 2.2 2.2
Guayaba 13.4 12.5
Limén 7.4 5.6
Lulo 6.2 6.4
Mandarina 2.5 7.8
Mango 17.8 19.6
Manzana 0.3 0.2
Maracuya 6.3 5.6
Mora 10.6 11.8
Naranja 13.1 13.8
Papaya 5.7 5.6
Pifa 10.9 8.0
Pitahaya 0.5 0.6
Tomate de arbol 7.5 7.3
Uchuva 0.9 1.1
Uva 2.4 2.6

2.3

2007
174.0
258.2
1.2
610.7
23.5
15.2
2.2
38.4
44.1
21.7
141.4
100.3
49.8
33.7
185.0
2.8
113.8
93.8
200.4
175.0
434.5
5.0
125.6
15.7
35.9

2009
189.1
258.1
0.5
474.5
15.1
20.0
1.7
48.7
53.2
19.3
123.7
69.1
52.1
99.7
239.8
1.3
91.3
100.2
194.2
185.9
326.7
5.1
131.1
19.3
38.1

Produccidén (miles t)

2011
2151
333.7
0.3
467.0
14.3
19.9
1.1
45.0
38.9
23.4
121.8
83.4
57.7
115.2
221.0
1.2
79.7
94.3
260.0
153.1
512.3
6.6
129.5
10.8
24.2

Rendimiento (t/ha)

2007
9.9
8.8
8.0
18.3
10.3
12.9

8.8
29.4
12.2

9.7
10.5
13.6

8.0
13.4
10.4

9.3
17.9

8.8
15.3
30.9
40.0

9.4
16.8
17.1
15.1

2009
9.8
9.5
4.8

17.2
11.4
13.6
9.0
41.7
10.9
8.7
9.9
12.4
8.2
12.8
12.2
8.8
16.2
8.5
14.1
33.4
40.7
8.3
17.9
17.8
14.8

2011
8.7
10.1
7.5
16.1
10.6
13.3
8.2
39.7
10.4
10.4
10.0
135
8.5
10.1
11.9
10.1
14.9
8.1
16.0
30.8
39.5
9.5
155
145
10.7

Fuente: (MinAgricultura, 2012, 2013).

Tabla 4-4 Indicadores productivos en cultivos de hortalizas en Colombia

cultivo Area sembrada (miles ha) Produccién (miles t) Rendimiento (t/ha)
2007 2009 2011 2007 2009 2011 | 2007 2009 2011

Acelga 0.2 0.1 74 2.8 1.3 11| 176 | 15.9 14.2
Ahuyama 3.7 4.1 4.6 52.5 51.0 61.1| 14.1| 124 13.3
Calabaza 0.2 0.05 0.3 3.1 0.5 35| 13.3 9.6 12.9
Coliflor 0.5 0.5 0.5 9.2 11.1 105 | 19.6 | 20.9 19.1
Espinaca 0.2 0.4 0.4 4.1 8.2 79| 18.3 | 20.9 20.3
Lechuga 1.6 3.0 3.2 29.1 58.4 56.3 | 18.1 | 19.8 17.8
Remolacha 0.6 0.9 0.8 11.9 18.7 214 | 18.6 | 195 25.8
Tomate 155 15.3 15.2 453.9 515.2 505.3 | 29.4 | 33.6 39.2
Zanahoria 9.1 10.8 236.5 288.5 99| 26.0| 26.6 26.6

Fuente: (MinAgricultura, 2012, 2013).

Las especies de mayor impacto econémico y social por su area sembrada se concentran

en banano (13.7%), citricos (12.0%), aguacate (10.1%) y mango (7.7%). Mientras que los

cultivos con mayor desarrollo cuentan con los mejores rendimientos como es el caso de

la fresa (39.7 t/ha), la pifia (39.5 t/ha) y la papaya (30.8 t/ha). Gracias al desarrollo
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tecnoldgico implementado, la pifia presenta uno de los mayores rendimientos promedio
entre las especies transitorias. EI Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR)
plantea una apuesta exportadora con horizonte al afio 2020 priorizando ocho cultivos de
ciclo corto (mora, tomate de arbol, pifia, lulo, maracuya, granadilla, banano bocadillo,
uchuva) y siete cultivos de ciclo largo (aguacate, feijoa, lima Tahiti, mango, marafién,

macadamia, pitahaya) (Tafur and Toro, 2007).

En el sector horticola, los cultivos de mayor importancia (en area sembrada) son arveja,
fame, tomate, cebolla junca y zanahoria. El resto de los cultivos participaron con menos
del 1%. Aunque presenta cifras significativamente inferiores al de los productos frutales,
este sector sobresale con rendimientos superiores al 20% en promedio, con excepcion
del tomate, cuyos indicadores son estimulados por los requerimientos del sector industrial
de salsas e implementacion de tecnologia como la produccién en invernadero (DNP,
2004; Tafur and Toro, 2007; Galindo Triana, 2015).

Bajo un modelo de competitividad en el que se ponderaron diferentes variables
(agronémicas, economicas, sociales institucionales, ambientales, de tradicion de
producto y productores) se identificaron diez cultivos de importancia en la produccion
nacional: tomate, cebolla cabezona, zanahoria, cebolla junca, repollo, ahuyama,
habichuela, pimenta, arveja y lechuga. Entre los cultivos de mayor extension de siembra
se destacaron: arveja, cebolla cabezona, tomate, zanahoria, cebolla junca, habichuela,
ahuyama, repollo, pimentén y lechuga con el 90% del area total sembrada en el 2007. Se
identifican como productos con potencial exportador: esparrago verde, cebolla cabezona,

brécoli, alcachofa, aji y lechuga (CCI, 2007; Asohofrucol et al., 2009).

En el marco del programa “Vision 2019” del Departamento Nacional de Planeacion
(DNP), cuyas metas estan orientadas a desarrollar el potencial productivo y diversificar
las exportaciones del pais, se resaltan los siguientes productos: aji, brocoli, cebolla,
esparragos, pimentén, lechuga y alcachofa. Se identifican como potenciales para el
mercado interno: el tomate, el ajo, la arveja, la habichuela, la zanahoria, la ahuyama o
calabacin y los guisantes. Se espera que todos los productos incluidos en la Visién 2019
amplien el area sembrada en mas de dos millones de hectareas, incrementen la
produccion en 27.3 millones de toneladas y generen casi tres millones de nuevos
empleos (DNP, 2005).
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Se considerd que tanto las frutas como las hortalizas seleccionados fueran productos con
altas pérdidas por sobreproduccion. A pesar de no contar con datos especificos que
permitan la comparacion, se prevee que aquellos cultivos que han superado la etapa de
investigacion del desarrollo del cultivo y del impacto por plagas y enfermedades son mas
suceptibles a las pérdidas si tienen una produccion creciente. Se tuvo en cuenta que los
productos seleccionados pudieran implementar desarrollos tecnolégicos para el
mejoramiento de la etapa productiva, con indicadores de productividad en ascenso y con
un expectativa de aumento comercial. Lo anterior se facilita cuando existe una
cooperacion entre productores, como se presenta cuando existe una cadena productiva

definida.

En conclusiéon, se seleccionaron frutas y hortalizas rojas (mora, fresa, guayaba,
remolacha), amarillas (mango, uchuva, maracuya, ahuyama y zanahoria) y verdes (feijoa,

lulo, espinaca y guatila).

4.3 Panoramatécnico y comercial de las frutas y
hortalizas seleccionadas

Una vez selecccionadas las frutas y las hortalizas para la investigacion, se evalué el
panorama técnico y comercial especifico, con el objetivo de contar con datos especificos
de produccién (area cosechada, volumen de produccion, rendimiento del cultivo y

precios) y consumo que permitan verificar la seleccion.

Se cosider6 que aquellas frutas con indicadores productivos en ascenso son mas
susceptibles a las pérdidas por sobreproduccién y al mismo tiempo pueden destinar una
parte del volumen obtenido al procesamiento. Inicialmente se realiz6é la caracterizacion

boténica de cada una de las frutas y hortalizas consideradas.

Posteriormente se analizaron algunos indicadores de calidad, productivos y de
comercializacién. La informacion recogida para la caracterizacion botanica de cada una

de las frutas y hortalizas seleccionadas puede consultarse en la Tabla 4-5.
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Tabla 4-5. Informacién de botanica de las frutas y las hortalizas seleccionadas.

Fruta / Hortaliza
(Nombre cientifico)

Descripcion botanica

Mora de Castilla
(Rubus glaucus gnth)

Planta perenne, arbustivo semi-erecto. Estd compuesta por
varios tallos espinosos que llegan hasta los 3 m de altura, con un
diametro de 1-2 cm. Las hojas tienen tres foliolos, ovoides de 4 a
5 centimetros de largo con espinas ganchudas. El sistema
radicular es profundo, puede llegar a profundizar mas de un
metro dependiendo del suelo y el subsuelo. El fruto, es una baya
formada por pequefias drupas adheridas a un receptaculo, de
forma esférica o elipsoidal y de tamafio variable; su color es
verde al formarse y pasa por el rojo hasta llegar al morado
oscuro cuando llega a la madurez.

Fresa
(Rosacea fragaria chiloensis)

N

Planta perenne, de tipo herbaceo. Los tallos son generalmente
simples, mas 0 menos erectos y anuales. Las hojas se agrupan
en falsas rosetas, con los segmentos ovalo-rdmbicos,
distalmente dentados. Posee un sistema radicular se compone
de raices vy raicillas, de profundidad variable, dependiendo del
tipo de suelo y la presencia de patdégenos en el mismo. En
condiciones Optimas pueden alcanzar los 2-3 m, aunque lo
normal es que no sobrepasen los 40 cm. Cada évulo fecundado
da lugar a un fruto de tipo aquenio. El desarrollo de los aquenios,
distribuidos por la superficie del receptaculo carnoso, estimula el
crecimiento y la coloracion de éste que va del verde al rojo
intenso cuando esta maduro.

Guayaba
(Psidium guajava)

Arbusto frondoso que puede llegar a los 6m de altura. Sus hojas
son simples, oblongas o elipticas de color verde brillante a verde
parduzco, muy fragantes cuando se estrujan. Sus flores son
solitarias, ocasionalmente se presentan en racimos hasta de 8
cm, siendo axilares, con sépalos de 4 a 5, de color verde en el
exterior y blanco en el interior. Su fruto es del tipo baya, de hasta
de 8 cm de diametro, con formas semiesférica, ovoide o en forma
de pera, con el caliz persistente en el apice, carnosas, de color
rosado, verde e intermedios de los anteriores a crema
amarillento, de olor fragante y sabor agridulce. La madurez se
observa en la céscara cuando alcanzan un color verde
amarillento, o amarillo rosado.

Remolacha
(Beta vulgaris)

Durante el primer afio la remolacha azucarera desarrolla una
gruesa raiz napiforme y una roseta de hojas. En el segundo,
emite una inflorescencia ramificada en panicula, pudiendo
alcanzar hasta un metro de altura. Las flores son poco llamativas
y hermafroditas. La fecundacién es generalmente cruzada,
porque sus 6rganos masculinos y femeninos maduran en épocas
diferentes. La raiz es pivotante, casi totalmente enterrada, de
piel-amarillo verdosa y rugosa al tacto, constituyendo la parte
mas importante del 6rgano acumulador de reservas. Las semillas
se encuentran adheridas al caliz y son algo lefiosas.
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Fruta / Hortaliza
(Nombre cientifico)

Descripcion botanica

Mango Tommy
(Mangifera ipdig:a)

Planta perennifolia con hojas alternas, simples, dispuestas en
espiral, algo coriaceas, de forma variable, entre elipticas y
lanceoladas. Oscilan entre 8 y 40 cm de longitud de color verde
oscuro cuando son maduras. Las hojas emergen de peciolos
cortos, hinchados en la base. Su fruto es una drupa y tiene un
mesocarpo comestible de diferente grosor segun los cultivares y
las condiciones de cultivo, de forma generalmente ovoide-
oblonga, notoriamente aplanada, redondeada, u obtusa a ambos
extremos, de 4-25 cm. de largo y 1.5-10 cm. de grosor. El color
puede estar entre verde, amarillo y diferentes tonalidades de
rosa, rojo y violeta. La cascara es gruesa, frecuentemente con
lenticelas blancas prominentes; la carne es de color amarillo.

Uchuva
(Physalis peruviana)

| o~

Hierba arbustiva, perenne, posee un tallo algo quebradizo de
color verde, con vellosidades de textura muy suave al tacto, con
hojas acorazonadas y pubescentes, alcanza una altura de 1-
1.5m, mediante un patron de crecimiento simpodial. Las flores
amarillas y acampanadas son polinizadas por insectos o por el
viento. El caliz, pequefio al comienzo del desarrollo del fruto le
protege contra insectos, pajaros, patdgenos y condiciones
climaticas extremas. Crece hasta formar una estructura similar a
una vejiga de unos 5cm, la cual encierra completamente el fruto.
Al madurar adquiere una textura similar a la del pergamino y su
color pasa del verde al amarillo. En climas calidos la planta
puede florecer y fructificar durante todo el afio. Los frutos casi
redondos son bayas amarillas y brillantes que miden 1.25-2.5 cm
de diametro, pesan alrededor de 4-10 g. y contiene muchas
semillas de forma lenticular.

Maracuya
Passiflora edulis

-

Planta trepadora, vigorosa, lefiosa, perenne, de 3 a 8 m de
altura, presenta tallos verdes, acanalados, con zarcillos axilares
gue se enrollan en forma de espiral y son mas largos que las
hojas, unifoliadas de color verde pélido, de forma oblonga, punta
obtusa, margenes subserrados, peciolo corto y alado. El fruto es
una baya globosa u ovoide de color entre rojo intenso a
amarillo cuando esta maduro, las semillas con arilo carnoso
muy aromaticas, miden entre 6 y 7 cm de diametro y entre 6y
12 cm de longitud. El exocarpio es liso y esté recubierto de cera
natural que le da brillo. El color varia desde el verde, al amarillo
cuando esta maduro. El endocarpio es la envoltura (saco o arilo)
gue cubre las semillas de color pardo oscuro. Contiene el jugo de
color amarillo opaco, bastante acido y muy aromético.

Plantas anuales o bianuales, aldgamas autocompatibles de hasta
1.6 m de altura, con la raiz napiforme o fusiforme cilindrica,
conica o redondeada, blancuzca, amarillo rojiza o anaranjada,
con los tallos solitarios, cilindricos erectos estriados e hispidos y
muy ramificados. En el extremo del tallo aparecen umbelas
compuestas de pequefias flores blancas, amarillentas o
azuladas. Las hojas tienen los peciolos largos, doble o
triplemente pinnado- partidas, y toman una disposicién en roseta.
Su raiz carnosa presenta grandes diferencias de color, forma y
tamafio, segun variedades. Se trata de una raiz hipertrofiada,
principalmente a base de parénquima cortical. Es importante
destacar que, dentro de una misma variedad, se presentan
diferencias importantes en longitud y grosor de las raices.
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Fruta / Hortaliza
(Nombre cientifico)

Descripcion botanica

Ahuyama
(Cucurbita maxima)

Hierba anual caulescente, de habito trepador; su tallo es
anguloso y densamente pubescente, con zarcillos apicales con
los que se fija a la vegetacion y al suelo. Las hojas son anchas,
cordadas a ovadas, de hasta 25 por 30 cm de superficie, de
margenes serrados, ubicadas al cabo de un peciolo elongado de
hasta 30 cm. El fruto es una baya de gran tamafo; lisa o
segmentada, pocas veces con la superficie granulosa, y ovoide a
cilindrica. La corteza es verde a blanca o naranja claro, a veces
irregular; la pulpa es blanquecino-verdosa en su estado
inmaduro, virando al naranja a medida que alcanza la madurez.
Es de apariencia fibrosa, dulce y firme. En el interior posee
semillas elipticas, achatadas, blanco grisdceas o amarillentas, de
hasta 1 x 2 cm, con un nucleo blanco, dulce y rico en aceite.

Arbol de porte bajo, perenne, de copa redondeada; por su
emisién de brotes en la parte inferior conlleva una apariencia
arbustiva. Las hojas son de forma eliptica, coriaceas y de
peciolos cortos; son semipersistentes y, si no se podan, las
ramas se desfolian. Flores hermafroditas axilares, pediceladas
con cuatro pétalos blancos externos y color purpura en la otra
cara. El fruto es una baya de color verde intenso, de textura lisa
0 rugosa y de forma variable; su pulpa blanca y carnosa, puede
contener entre 20 - 40 semillas, es de sabor agridulce y aroma
agradable.

Lulo
(Solanum quitoense)

Arbusto de 2.5 — 3 m de alto, con tallo sin espinas, lefioso y
ramificado. Sus hojas son oblongas ovaladas de 30 — 40 cm de
largo, con nervaduras marcadas; el haz de la hoja es verde con
cresta y densa pubescencia, al igual que el peciolo. El color de
sus flores varia del blanco hasta crema, se forman en las axilas
de las ramas agrupadas en racimos. Los sépalos de las flores
son de coloracion verde en el haz mientras que en el envés
presentan tonalidad morada; los pétalos son de color claro en la
cara superior; tienen cinco anteras amarillas con dehiscencia
apical. El fruto es globoso-ovoide de coloracion amarillo -
naranja, con un diametro entre 4 — 7 cm. Esté cubierto por una
densa capa de vellos finos, los cuales son facilmente removibles.
Internamente, se divide en cuatro compartimentos separados por
particiones membranosas, llenos de pulpa de color verdoso o
amarillento y numerosas semillas pequefias y blanquecinas.

Espinaca
Spinacia oleracea)

En una primera fase la planta forma una roseta de hojas de
duracion variable segln condiciones climaticas y posteriormente
emite el tallo. De las axilas de las hojas o directamente del cuello
surgen tallitos laterales que dan lugar a ramificaciones
secundarias, en las que pueden desarrollarse flores. Sus hojas
son cauliferas, mas o menos alternas y pecioladas, de forma y
consistencia muy variables, en funcion de la variedad. Color
verde oscuro, peciolo céncavo y a menudo rojo en su base, con
longitud variable, que va disminuyendo poco a poco a medida
que soporta las hojas de mas reciente formacién y va
desapareciendo en las hojas que se sitdan en la parte mas alta
del tallo.
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Fruta / Hortaliza

e & et Descripcion botanica

il
(Secﬁzﬁ: :dule) Raiz: Tuberosa y ramificada. Tallos: Angulosos, con zarcillos
J YIRS A trepadores. Fruto: Espinoso, esfericopiriforme de pericarpio
membranoso y consistente. Propagacion: de forma sexual la
propagacion se hace plantando el fruto maduro entero en el
suelo con buena provision de materia organica. Es costumbre
realizar la siembra utilizando el fruto cuando estd comenzando a
germinar, plantarlo con el brote hacia abajo, o simplemente
acostarlo, para cubrirlo después con 5 0 6 cm de tierra. De forma
asexual se puede realizar por medio de esquejes o por brotes o

retofios que nacen en la parte basal de la planta.

Fuente:(Agroes.es, 2019; Asohofrucol, 2019a,b; Encolombia, 2019; Infoagro, 2019a,b,c).

En las figuras 4.6 a 4.8 se presentan algunos indicadores de produccion y
comercializacion para las frutas y hortalizas seleccionados. Se consideré que al tener
una produccién creciente, el cultivo puede ser susceptible a tener pérdidas por
sobreproduccion si el comportamiento en el consumo es estable. Cabe resaltar que
aunque la mayor parte del consumo se realiza en fresco, éste también puede ser un
indicador indirecto del consumo como alimento procesado. Se presentan de acuerdo con
el color de los productos: rojos (mora, fresa, guayaba y remolacha) en la Figura 4.6,
amarillos (mango, uchuva, maracuya, ahuyama y zanahoria) en la Figura 4.7 y verdes

(feijoa, lulo, espinaca y guatila) en la Figura 4.8.

Los cultivos de mora y guayaba requieren grandes areas para su cosecha (A) en
comparaciéon con la remolacha y la fresa. Con excepcion de la guayaba todas presentan
pequefios aumentos en este indicador. Las areas cosechadas para la remolacha y la
fresa han sido similares, mientras que para los cultivos de mora y guayaba son alrededor

de 10 veces mayores.

En cuanto a la cantidad producida (B), las diferencias que se presentan son mayores y
no guardan una correspondencia con las areas cosechadas. Por lo tanto, este
comportamiento influye en los rendimientos de cada cultivo (C), en donde el cultivo de
fresa presenta los mayores rendimientos y una alta variabilidad. El rendimiento del cultivo
de remolacha muestra un aumento, mientras que los cultivos de mora y guayaba
presentan una tendencia constante alrededor de un valor bajo. En los precios por
kilogramo no se observa un aumento significativo en el periodo de tiempo analizado para

ninguno de los cultivos considerados.
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Figura 4.6: Indicadores de produccién y comercializacién de productos hortofruticolas
rojos.

En los datos de los productos amarillos reportados en la Figura 4.7 se observa un
crecimiento en el area cosechada de mango (A), siendo casi el doble que la empleada
para los otros cultivos. La uchuva y el maracuya muestran estabilidad, mientras que la

ahuyama presenta un ligero aumento y la zanahoria un descenso.

Para la produccion (B), se observa una tendencia similar a la discutida anteriormente,
aunque la cantidad de mango producida es menor para el area cosechada empleada.
Los rendimientos de los cultivos considerados (C) no tienen una tendencia definida para

el periodo de tiempo analizado. Los precios (D) de la zanahoria y la ahuyama tienen una
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tendencia creciente, pero el crecimiento en el mango es mucho mayor. Los precios de la

uchuva son fluctuantes.
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Figura 4.7: Indicadores de produccién y comercializacién para productos hortofruticolas
amarillos.

Para los productos hortofruticolas verdes (Figura 4.8) las cifras de area cosechada (A) y
volumen de produccion (B) de lulo resaltan sobre todos los demas con una tendencia

creciente en el tiempo.

Los mayores rendimientos (C) son conseguidos por la guatila, que a la vez tienen mayor
variacion. Sin considerar esos datos, la espinaca presenta valores superiores a los del
lulo y la feijoa. En los precios (D), tanto el lulo como la feijoa tienen una tendencia
fluctuante, la espinaca presenta un pequefio aumento y el precio de la guatila es el mas

estable e inferior a todos (por kilogramo de producto).
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Figura 4.8: Indicadores de produccion y comercializacion de productos hortofruticolas
verdes.

La disponibilidad de las frutas y hortalizas seleccionadas se confirmé con los resultados
publicados por el Instituto Colombiano de Bienestar Familiar (ICBF) para la Hoja de
Balance de Alimentos. Se reporta que de los alimentos disponibles para el consumo, las
frutas tuvieron la mayor participacion (20%), mientras que las hortalizas solo tienen un
5%. Estas proporciones no son suficientes para cubrir las recomendaciones de consumo.
En consecuencia y de acuerdo con el Plan de Seguridad Alimentaria 2012 — 2019, dentro
del grupo de alimentos priorizados estan las siguientes frutas y hortalizas: naranja,
guayaba, banano, tomate de &rbol, mora, mango, papaya, ahuyama, brécoli, cebolla,
zanahoria, habichuela, espinaca, brocoli y tomate (ICBF, 2015).
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4.4 Consumo de frutas y hortalizas

En general, el consumo de alimentos esta determinado por diferentes factores: (1) los
culturales, (2) las creencias, (3) las actitudes, (4) los patrones y los habitos alimentarios,
(5) la educacién alimentaria y nutricional, (6) la informacién comercial y nutricional, (7) el
nivel educativo, (8) la publicidad, (9) el tamafio y la composicién de la familia (CONPES
113, 2008; ICBF et al., 2010; Fao and MinSalud, 2013).

Tanto las afinidades (impresiones o emociones) del consumidor, como los impactos
positivos a la salud que proporcionan las frutas y las hortalizas influyen en la aceptacion.
Por ejemplo, el acai en el mercado norteamericano: parte de la poblacion que
inicialmente rechazé el fruto amazénico por su perfil sensorial, luego de conocer que es
un producto rico en vitaminas, minerales y antioxidantes que podrian ayudar en la
prevencion de diversas enfermedades degenerativas, reevalué su decisién y empez6 a
consumirlo (King and Meiselman, 2010; Menezes et al., 2011; Corréa et al., 2014;
Siegrist et al., 2015).

Los juicios de valor que orientan a un consumidor a preferir ciertos alimentos empiezan
desde temprana edad y son inherentes a las preferencias de su madre durante el periodo
de amamantamiento. En el caso de las frutas y las hortalizas es necesario que el fomento
al consumo sea enfocado hacia la educacion de las madres, con el fin de promover
mejores habitos de alimentacién en los nifios y futuros adultos (Forestell and Mennella,
2007). Se resaltan el color y los niveles de dulzor y acidez como unas caracteristicas

relevantes en el momento de elegir una fruta o una hortaliza:

= El color. Es de los elementos mas decisivos al momento de evaluar y seleccionar
un alimento. Las personas tienden a escoger alimentos que presenten colores
mas vividos, ya que los oscuros o de poco brillo son asociados a procesos de
descomposicion o a la generacion de afecciones adversas a la salud. Como
ejemplo, Lee (Lee et al., 2013) reporta que en las frutas generalmente los colores
rojos intensos son preferidos, ya que se perciben como un indicador del grado de
madurez, opuestos al color verde que tenian antes de madurar. Mientras que, en
la mayor parte de las hortalizas, la preferencia se dirige hacia las tonalidades
verde brillante, el desarrollo de colores amarillentos o marrones se oponen al

grado de aceptacion de las personas.
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= El grado de acidez y dulzor. Se detectd que el grado de aceptacion de naranjas,
pifias y uvas era proporcional al contenido de solidos solubles, a la relaciéon
solidos solubles/acidez titulable y al pH. Todos estos parametros fisicoquimicos
contribuyen positivamente a su consumo, lo que evidencia que la poblaciéon

prefiere frutas mas dulces y menos acidas (Corréa et al., 2014).

En los paises desarrollados, el consumo depende principalmente del ingreso econémico.
Por el contrario, en los paises de menor desarrollo, el comportamiento del consumo
depende principalmente del incremento de la poblacion. La preferencia por productos
cada vez mas naturales, organicos, tradicionales, diferenciados en su envase (y/o
empaqgue) y presentacién y con caracteristicas que contribuyan de forma especifica y
puntual a su salud, ha aumentado en los ultimos afios (CCl, 2007; Senior, 2007;
CONPES 113, 2008; Fao and MinSalud, 2013).

= Consumo de frutas y hortalizas en Colombia
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda un consumo minimo de 400g
entre frutas y verduras al dia, con el objetivo de prevenir enfermedades no transmisibles
y mantener una buena salud (MinSalud and ICBF, 1999; Zaldivar, 2003; Deloitte and
Alimentacion, 2004; Hutado et al.,, 2008; Fao and MinSalud, 2013; MinSalud, 2015a;
Illescas, 2016).

En Colombia, entre las frutas que son mas consumidas estan: naranja, banano, fresa,
manzana, pifia, limén, mango, tomate de arbol, guayaba, maracuya y papaya. El
consumo mayoritario de frutas en el pais se realiza en jugos y enteras. La mora es uno
de los tres sabores mas populares de jugo en Colombia. Por otra parte, las verduras que
se consumen con mayor frecuencia son: tomate, cebolla de bulbo, zanahoria, cebolla de
rama, arveja verde y habichuela (Sim et al., 2001; ICBF et al., 2010; Fao and MinSalud,
2013; Galindo Triana, 2015; ICBF, 2015).

Es dificil establecer un valor promedio para las cantidades consumidas de frutas y
hortalizas, esto se debe a que varian de acuerdo con la edad, si la poblacion es rural o
urbana, la capacidad econémica, entre otros. Por ello, en algunos casos se eliminan los
datos extremos de en las distribuciones de consumo y se reporta el porcentaje de la

poblacion a la que corresponde. Por ejemplo, el 4% de la poblacién consume 49,1 g/dia
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de ahuyama o un 18% 27,5 g/dia de habichuela (cifras per capita). Esto dificulta
comparar los datos especificos para cada fruta u hortaliza (Fao and MinSalud, 2013;
Galindo Triana, 2015)

Sin embargo, la Encuesta Nacional de Situacién Nutricional (ENSIN) reporta una media
de consumo diario de verduras fue de 62 gramos por el 76% de la poblacién y la de
frutas fue 88 gramos por el 63% de la poblacion. Las principales razones para el bajo
consumo de frutas y hortalizas, son, en orden de importancia: (1) el precio, (2) falta de
tiempo (para su preparacion), (3) la disponibilidad en los sitios habituales de compra, (4)
la falta de costumbre y (5) el sabor. Por estas razones de puede decir que las frutas
cuentan con una mayor aceptabilidad entre los consumidores (ICBF et al., 2010; Fao and
MinSalud, 2013; Galindo Triana, 2015). En el dltimo informe de la encuesta (ENSIN
2015) se reporta un cambio alimentario en el pais producido por diferentes factores
(medioambientales, demogréficos, de roles de género, de oferta social, politico
territoriales, en consumo y practicas culinarias) que provoca una disminucion en la
ingesta de frutas y hortalizas (Fao and MinSalud, 2013; MinSalud, 2015b).

En conclusion, las frutas y hortalizas seleccionadas tienen indicadores de produccion y
comercializacion que confirman la expectativa de crecimiento comercial. A pesar del
crecimiento productivo, no se consumen en las cantidades recomendadas y pueden
darse pérdidas por sobreproduccion. El procesamiento de estos alimentos podria
contribuir a evitar las pérdidas y a la vez proporcionar productos alternativos que

permitan diversificar el consumo.

De acuerdo con los requerimientos observados para la fermentacion lactica (revisados en
el apartado 1.1.1), las caracteristicas fisicoquimicas de las hortalizas pueden ser mas
compatibles con la viabilidad de las bacterias en comparacién con las reportadas para las
frutas (Tabla 3-1 y Tabla 3-6). Sin embargo, las frutas se consumen en una mayor
cantidad al compararlas con las hortalizas, por lo que puede decirse que su aceptabilidad
es mayor. Por lo tanto, las mezclas de una fruta con un vegetal pueden tener estas dos
caracteristicas: (1) compatibilidad para las bacterias lacticas y (2) mayor aceptabilidad.
Debe considerarse que al realizar la mezcla también puede darse el efecto contrario,

razén por la cual gana importancia la realizacién de ensayos experimentales.







5. Seleccion de mezclas

Se obtuvieron mezclas amarillas, rojas y verdes combinando una fruta con un vegetal, de
acuerdo con lo especificado en el apartado 3.3.2. Se decidi6 mantener como referencia el
color de las pulpas sin mezclar, propiedad que esta asociada con la aceptabilidad. De
esta manera se espera cumplir con la expectativa del consumidor. Se realizé una
caracterizacion instrumental del color con el fin de identificar los cambios debidos a la

mezcla.

Para identificar las mezclas con unas caracteristicas mas compatibles con la
fermentacion lactica se emplearon criterios técnicos de seleccion, que se detallan en el
apartado 3.4.3. Para ello, se realizd la caracterizacion de algunas de las propiedades
fisicoquimicas relacionadas con el crecimiento y mantenimiento microbiano (pH, acidez
titulable, sélidos solubles y totales), de acuerdo con lo establecido en el apartado 3.2.1.
Se seleccionaron estas variables pensando en que se pueden determinar de manera

sencilla y pueden implementarse directamente por los productores.

Con los resultados obtenidos de esta caracterizacion se aplic6 un método estadistico de
ordenamiento de las diferentes mezclas agrupandolas de acuerdo con su color. Por lo
tanto, para el experimento se consideraron como variables de estudio las proporciones
de cada una de las pulpas (fruta u hortaliza) en la mezcla y como variables de respuesta,

las propiedades fisicoquimicas de la mezcla resultante.

Cabe anotar que se presenta una amplia variabilidad de las propiedades fisicoquimicas
debido a la naturaleza de las frutas y hortalizas. Algunos aspectos que pueden influir son
la variedad (especie) del cultivo, los nutrientes o suplementos empleados para el
crecimiento, el estado de madurez, las condiciones de cosecha y poscosecha. Para
reducir este aspecto de variacion se seleccionaron frutas y hortalizas de acuerdo con lo

establecido en el apartado 3.1.1. Sin embargo, para el escalado podria considerarse una



86 Aplicacion de la fermentacion lactica como estrategia de transformacion y
valorizacidn de matrices vegetales

estandarizacion de las propiedades de las mezclas, por ejemplo, mediante pequefias

variaciones en las proporciones de la fruta y hortaliza.

Posteriormente, se realiz6 una caracterizacion sensorial que permiti6 comprobar el
mejoramiento de la aceptabilidad después de realizar la mezcla. Los mejores resultados
se obtuvieron para la pulpa amarilla. Por esta razon, en este capitulo se presenta el
detalle de la caracterizacion para las pulpas amarillas y los resultados mas destacados

de las pulpas rojas y verdes.

5.1 Caracterizacion de pulpas amarillas

Las pulpas de frutas y hortalizas fueron producidas utilizando el procedimiento detallado
en la Figura 3.1 Para la obtencién de las mezclas de pulpas amarillas se emplearon
pulpas de zanahoria o ahuyama en combinacién con una pulpa de fruta: uchuva,
maracuya o mango, en diferentes proporciones, tal como se detall6 anteriormente en la
Tabla 3-8.

5.1.1 Caracterizacion de las pulpas amarillas sin mezclar

Los resultados de la caracterizacion de las pulpas de frutas y hortalizas antes de mezcla

se presentan en la Tabla 5-1.

Se observa una similitud en los valores de las coordenadas para las diferentes pulpas.
Sin embargo, es posible dividirlas en dos grupos de acuerdo con estos valores: (1) las
pulpas de zanahoria, ahuyama y uchuva y (2) las pulpas de maracuyd y mango. Las
primeras tienen mayores valores para la coordenada a* (tendiendo al rojo) y menores

valores de tonalidad (h*).

Los valores de pH son cercanos a la neutralidad para las hortalizas e inferiores para las
frutas y se encuentran en correspondencia con la acidez titulable. Se tienen valores altos
de sélidos solubles y totales para las frutas, en comparacién con los obtenidos para las

hortalizas.
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Tabla 5-1. Caracterizacion de pulpas amarillas sin mezclar.

Acidez titulable Soélidos Solidos
Pulpa Color pH (meq. acido/ g solubles Totales
pulpa) (°Brix) (% p/p)
L* 50.99
Zanahoria | a* | 29.99 | h* | 66.69 5.88 0.009 6.73 8.77
b* | 69.62 | C* | 75.80
L* 46.15
Ahuyama | a* | 25.67 | h* | 69.86 6.06 0.016 5.80 7.61
b* | 69.99 | C* | 74.55
L* 51.47
Uchuva | a* | 24.73 | h* | 68.67 3.93 0.234 14.13 15.78
b* | 63.33 | C* | 67.99
L* 47.26
Maracuyd | a* | 18.55 | h* | 73.23 3.21 0.687 14.30 16.72
b* | 61.56 | C* | 64.30
L* 56.03
Mango | a* | 12.50 | h* | 79.51 4.37 0.031 12.68 13.63
b* | 67.53 | C* | 68.68

5.1.2 Caracterizacion del color de las mezclas amarillas

Se realizd la caracterizacion instrumental del color para las mezclas de uchuva con
zanahoria y ahuyama (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Color de mezclas de uchuva con (A) zanahoria y (B) ahuyama.
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No se observa una diferencia importante para ninguna de las coordenadas, las cuales
siguen una tendencia lineal, practicamente horizontal y ligeramente proporcional a la
cantidad de pulpa de hortaliza adicionada. Esto se debe a que el color de las pulpas de
uchuva, zanahoria y ahuyama es similar. Sin embargo, se calcularon las diferencias
absolutas (AE) en funcién del porcentaje de hortaliza en la mezcla, asi como los cambios

en la cromaticidad, cuyos resultados se presentan en la Figura 5.2.
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AE mezclas con zanahoria: uchuva* (4); zanahoria* (X). Mezcla uchuva - zanahoria C*(4); h (X).

Figura 5.2: (A) Diferencias de color en mezclas de uchuva (con ahuyama o zanahoria) y
pulpas sin mezclar como referencia (*). (B) Color en mezclas de uchuva.

Se presentan tendencias lineales para todas las diferencias de color (Figura 5.2 (A)).
Considerando la cercania que tienen las rectas obtenidas para las mezclas con ahuyama

0 zanahoria, se puede decir que las diferencias de color no son relevantes.

Al tomar como referencia la pulpa de uchuva, las rectas tienen una pendiente positiva
muy similar, mientras que al tener como referencia la pulpa de ahuyama o de zanahoria
la pendiente es negativa. Esto quiere decir, que a medida que se adiciona pulpa de
ahuyama o de zanahoria, el color de la mezcla se aleja del color de la uchuva.
Adicionalmente, la tendencia lineal se extiende hasta las pulpas de las hortalizas, por lo
gue se puede decir que el color de la hortaliza (ya sea ahuyama o zanahoria) influye en

mayor medida sobre el color de la mezcla.
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Se observa una tendencia lineal para las coordenadas radiales (Figura 5.2 (B)) en todas
las pulpas. Las pendientes para la saturacion (o chroma, C*) son positivas, por lo que su
valor aumenta con la proporcion de la pulpa de hortaliza en la mezcla. La pendiente para
la tonalidad de la mezcla de uchuva con zanahoria es negativa y positiva cuando se
emplea ahuyama, sin embargo, tienen valores bajos por lo que puede decirse que su
cambio es poco relevante con la adicién de las hortalizas. Los valores para la saturacion
y la tonalidad en la pulpa de uchuva son similares entre si, mientras que para las pulpas

de ahuyama y zanahoria difieren notablemente.

Por otra parte, la Figura 5.3 muestra los resultados de color para las mezclas de
maracuya con zanahoria y ahuyama. Se observa que el comportamiento para las
coordenadas del color tiende a la linealidad, en especial si no se consideran las
coordenadas para las pulpas de maracuya, zanahoria y ahuyama (sin mezcla, 0% o
100%).

Esto quiere decir que, aunque el color de las mezclas estd determinado por la
combinacién de las dos pulpas (fruta y hortaliza), pueden presentarse algunas
interacciones entre los compuestos que proporcionan el color de las pulpas que no se
encuentran en las pulpas puras.
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Figura 5.3: Color en mezclas de maracuya con (A) zanahoria y (B) y ahuyama.
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Sin embargo, las pendientes no son muy marcadas; es decir, el comportamiento de las
coordenadas tiende a ser horizontal, por lo que los cambios de color son menos
perceptibles. Se calcularon las diferencias absolutas de color y las coordenadas radiales

de color; los resultados se presentan en la Figura 5.4.
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Figura 5.4: (A) Diferencias de color en mezclas de maracuya tomando como referencia
las pulpas sin mezclar. (B) Propiedades del color en las mezclas de maracuya.

Al calcular las diferencias absolutas de color (Figura 5.4 (A)) en las mezclas de maracuya
puede observarse que son mayores a las encontradas para las mezclas de uchuva; es
decir, para las pulpas de uchuva las diferencias maximas son cercanas a 9, mientras que

para las pulpas de maracuya estos maximos son mayores de 15.

Se evidencian pendientes positivas para las diferencias de color cuando se tiene como
referencia la pulpa de maracuyd, por lo que al aumentar la proporcion de hortaliza en la
mezcla también lo hacen las diferencias de color. Cuando se toma como referencia la
pulpa de hortaliza (ahuyama o zanahoria) el comportamiento es opuesto. Adicionalmente,
se observa que las diferencias son mayores cuando se emplea zanahoria y no ahuyama

en las mezclas.

En cuanto a las coordenadas radiales se observa una tendencia lineal, con pendientes
positivas para la saturacion (C*) y negativas para la tonalidad (h). El valor para estas

coordenadas en la pulpa de maracuyé difiere de forma importante entre si, al igual que
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para las pulpas de hortalizas (ahuyama y zanahoria), a diferencia de los casos anteriores
(en uchuva y maracuya, discutidas previamente). Se destaca que la saturacién para la
mezcla de maracuyd y zanahoria en proporciones mayores del 80% es superior a la de la
zanahoria y puede verse el mismo comportamiento para la coordenada b* (ver Figura
5.3), lo cual indica que la adiciébn de maracuya a la pulpa de zanahoria hace que aumente
su tonalidad amarilla.

También se realiz6 la determinacion de color para las mezclas de mango con ahuyama y
zanahoria, cuyos resultados se muestran en la Figura 5.5. Se observan tendencias
lineales para las mezclas, en todas las coordenadas, y a diferencia de los casos
anteriores (para las mezclas obtenidas a partir de uchuva y maracuyd), las pendientes

SOon mayores.
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Figura 5.5: Color en mezcla de mango con (A) zanahoria y (B) y ahuyama.

Esto indica que los cambios producidos en el color del mango al adicionar pulpas de
zanahoria 0 ahuyama son mayores en comparacion con los que se obtienen para las
mezclas de uchuva y maracuya. Esta diferencia es mas evidente para la coordenada a*,
lo cual demuestra que la tonalidad roja en las mezclas con mango en mayor a medida

gue se adiciona la pulpa de hortaliza (ahuyama o zanahoria).
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A partir de estos resultados se calcularon las diferencias de color (AE) y las coordenadas
radiales que se presentan en la Figura 5.6. En todos los casos se evidencian tendencias
lineales para las diferencias absolutas de color (A) que pueden incluir los valores

calculados para las pulpas de ahuyama y zanahoria (100%).
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Figura 5.6: (A) Diferencias de color en mezclas de mango tomando como referencia las
pulpas sin mezclar. (B) Propiedades del color en las mezclas de mango.

Al igual que para las pulpas de uchuva, las diferencias en relacion con las pulpas de
zanahoria y ahuyama no son considerables. Sin embargo, al considerar las diferencias
con la pulpa de mango, se encuentra que para las mezclas con zanahoria las diferencias

son mayores que para las mezclas con ahuyama.

Los cambios en la cromaticidad (Figura 5.6 (B)) presentan tendencias lineales
Unicamente para las mezclas sin incluir las pulpas puras (mango, ahuyama o zanahoria).
Tanto para la saturacion (C*) como para la tonalidad (h) se observan valores mayores
para las mezclas con ahuyama. Al igual que para el caso de las pulpas de maracuya, los
valores para las dos propiedades son distantes entre si, al igual que para las pulpas de
ahuyama y zanahoria.
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5.1.3 Caracterizacion de pH y acidez titulable de mezclas

amarillas

Al mezclar pulpas de frutas y hortalizas es posible que se presenten interacciones entre
los compuestos de cada una de ellas. Las principales variaciones que se pueden
observar en la caracterizacion de las pulpas (pH, acidez titulable, sélidos solubles y
totales) estan relacionadas con la composicion de acidos organicos y carbohidratos. Si
no se presenta ninguna interaccidn, se espera un comportamiento lineal para estas
propiedades; es decir, el cambio en las caracteristicas de la pulpa de fruta debe ser
proporcional a la cantidad de pulpa de hortaliza adicionada. También se espera linealidad

para la concentracion de (H*) en la solucion, pero no para los valores de pH.

En la Figura 5.7 se muestran los resultados de pH y acidez titulable de las pulpas

amarillas (uchuva, maracuya o mango con zanahoria 0 ahuyama).
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Figura 5.7: (A) pH y (B) acidez titulable de mezclas amarillas.

Para el pH de las mezclas con uchuva y maracuya se presentan tendencias no lineales,
por lo que para obtener cambios relevantes para esta propiedad, la proporciéon de la
hortaliza en la mezcla debe ser alta. Sin embargo, a diferencia de lo encontrado para las
otras mezclas, para la mezcla de mango y ahuyama se tiene un comportamiento lineal
(R?=0.991).

100
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Adicionalmente, para la misma proporcion de hortaliza en la pulpa, si el pH de la fruta es
muy bajo (como es el caso del maracuyd), el cambio en el pH sera menor. Por ejemplo,
al tener una proporcion de pulpa de hortaliza del 60% el pH de la mezcla con maracuya
aumenta un 12.5% (de 3.2 a 3.6), mientras que para la mezcla con mango el pH cambia
un 18.2% (de 4.4 a 5.2). Desde otro punto de vista, el pH de la pulpa de ahuyama o
zanahoria disminuye rapidamente con adiciones pequefias de pulpas de fruta. Estas

diferencias pueden influenciar de forma importante la viabilidad de las bacterias lacticas.

Aunque se tienen valores de pH mayores cuando se emplea ahuyama, estas diferencias
no son considerables, en especial con pulpa de maracuya. Las principales diferencias se
deben a la fruta, por lo que se tienen mayores valores de pH para las mezclas con

mango, uchuva y maracuya, respectivamente.

Con relacion al comportamiento encontrado para la acidez titulable, se tienen tendencias
lineales y proporcionales a la cantidad de hortaliza (ahuyama o zanahoria), con
pendientes negativas. No se presentan diferencias si se emplea pulpa de ahuyama o
zanahoria. Las principales diferencias se deben a la fruta, por lo que se observan
mayores valores para la acidez de las mezclas con maracuya que para las mezclas con
uchuva o mango. Debido a que la acidez titulable del mango es similar a la de las pulpas
de zanahoria y ahuyama, el comportamiento de la acidez para las mezclas es
practicamente constante y horizontal; es decir, la adicién de pulpa de hortaliza (zanahoria

0 ahuyama) no afecta notablemente la acidez titulable del mango.

5.1.4 Caracterizacion de sélidos solubles y totales de mezclas

amarillas

En la Figura 5.8 se presenta los sélidos solubles y los sélidos totales frente al porcentaje
de hortaliza, en las pulpas amarillas. Las dos propiedades tienden a la linealidad y son
inversamente proporcionales a la cantidad de hortaliza en la mezcla. Los valores en las
dos propiedades son mayores para las frutas que para las hortalizas, por lo que la
pendiente es negativa en todos los casos. Las principales diferencias se deben a las

frutas empleadas, ya que el comportamiento de la ahuyama y de la zanahoria es similar.
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En especial cuando se emplea mango, en cuyo caso se obtienen valores inferiores. La

diferencia no es relevante entre las mezclas con uchuva o con maracuya.
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Figura 5.8: (A) Sdlidos solubles y (B) y solidos totales de mezclas amarillas.

Considerando que las figuras obtenidas para el comportamiento de sdlidos solubles y
totales son similares entre si, puede decirse que para las pulpas amarillas la mayoria de
los so6lidos totales son solubles y no hay una influencia importante de otras sustancias

solubles como: fibras, acidos, pectinas, entre otros.

Cabe destacar que las sustancias solubles en el sustrato se encuentran mas disponibles
para el aprovechamiento de los microorganismos, por lo que el potencial para la
fermentacién es mayor al aumentar los sélidos solubles. A pesar de que la influencia de

los solidos totales es menor, también tiene efecto sobre el potencial fermentativo.

5.1.5 Andlisis estadistico de resultados de caracterizacion para la

seleccidn de mezclas amarillas

En la Figura 5.9 se presenta el andlisis por componentes principales realizado a partir de
los datos de caracterizacion para las pulpas amarillas. Este andlisis permite describir el
comportamiento de las variables de respuesta (pH, acidez titulable, solidos solubles y
totales) a través de los dos primeros componentes principales, los cuales explican un

96% de la varianza total.
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De acuerdo con el primer componente principal (eje X), la variable que tiene mayor
influencia sobre las propiedades de la mezcla es la acidez titulable, mientras que para el
segundo componente (eje Y) intervienen por igual la acidez titulable, los sélidos solubles
y totales. Tanto los sodlidos solubles como los totales se encuentran en el segundo
cuadrante de la gréfica, lo cual indica que para las mezclas amarillas estas variables

estan correlacionadas entre si.
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Figura 5.9: Andlisis por componentes principales de la caracterizacion de mezclas
amarillas

Se observan tres grupos determinados por la fruta presente en la mezcla (uchuva,
maracuya o mango), lo cual es consistente con los resultados obtenidos tanto para pH

como acidez.

Este comportamiento permite establecer que, para las variables de respuesta, el efecto
gue tiene la fruta sobre las propiedades de la mezcla es mayor que el proporcionado por
la hortaliza. Por esta razén, se observa que a medida que aumenta la cantidad de fruta
en la mezcla las caracteristicas de ésta se alejan de las registradas para las pulpas de

hortaliza (ahuyama o zanahoria).

Adicionalmente, solo para las mezclas realizadas con la pulpa de mango su

comportamiento permite incluir las pulpas de ahuyama y zanahoria sin alterar la
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tendencia establecida previamente. Esto confirma la afinidad de la pulpa de mango con
las pulpas de hortalizas, que se observé en el andlisis de los resultados discutidos

anteriormente.

Se resalta que el grupo de mezclas con pulpa de mango esta centrado en los ejes de los
componentes principales, lo cual indica que tanto el pH como la acidez de estas mezclas

pueden influir en la misma proporcién en el crecimiento bacteriano.

La Figura 5.10 presenta los resultados obtenidos en el analisis estadistico para los datos
de caracterizacién de las pulpas amarillas al aplicar el modelo de utilidad en funcion de la

conveniencia.
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Figura 5.10: Andlisis de utilidad y conveniencia en la caracterizacion de mezclas
amatrillas

Estos resultados son consistentes con los reportados en el analisis por componentes
principales. Se observan tendencias que permiten agrupar los resultados de acuerdo con

la fruta empleada para la mezcla (maracuya, uchuva y mango). Por lo tanto, las mezclas
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obtenidas a partir de pulpas de zanahoria o0 ahuyama no son significativamente
diferentes. Sin embargo, al comparar la pulpa de ahuyama (100%) con la de zanahoria
(100%) se presenta una diferencia relevante: la primera es mas conveniente y la segunda

mas util.

En general, las pulpas con menores resultados de conveniencia y utilidad son las
obtenidas a partir de la pulpa de maracuya, mientras que las pulpas obtenidas a partir de
uchuva y mango se entrecruzan, especialmente al aumentar el contenido de la pulpa de
hortalizas, teniendo mayores valores de utilidad para las pulpas de mango. Para la pulpa
de uchuva los resultados muestran una tendencia lineal definida (R? = 0.917), incluso con
los resultados de las mezclas de las dos hortalizas (zanahoria y ahuyama), mientras que

para las mezclas de pulpas de maracuya y mango no se reporta una tendencia definida.

Para las pulpas puras se presentan altos valores de conveniencia y utilidad para las
frutas de uchuva (teniendo un maximo para la utilidad) y mango (con un maximo para la
conveniencia) frente a los valores reportados para las pulpas de ahuyama, zanahoria y
maracuya. Por lo tanto, al adicionar pulpa de mango a la pulpa de ahuyama el valor de la
conveniencia aumenta, pero el de la utlidad disminuye. Esta tendencia continua al

aumentar la proporcion de pulpa de hortaliza en la mezcla.

En conclusion y de acuerdo con la evaluaciéon del potencial fermentativo realizada
previamente con los resultados de las caracterizaciones, se seleccion6 la mezcla de
mango (80%) y ahuyama (20%) para la evaluacion experimental de la fermentacién. Se
espera que sus caracteristicas favorezcan tanto el crecimiento como el mantenimiento

bacteriano.

5.2 Caracterizacion de pulpas rojas

Las pulpas sin mezclas fueron obtenidas empleando el procedimiento que se detallé en
la Figura 3.1. Las pulpas rojas se obtuvieron a partir de la mezcla de pulpa de remolacha
con pulpas de tres frutas: guayaba, fresa 0 mora, en diferentes proporciones (ver Tabla
3-8). Las caracterizaciones se realizaron de acuerdo con los métodos establecidos en el

apartado 3.2.1. El detalle de las caracterizaciones realizadas puede consultarse en el
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ANEXO C; en el presente apartado se muestran los principales hallazgos y las

conclusiones obtenidas a partir de los mismos.

5.2.1 Caracterizaciéon de las pulpas rojas sin mezclar

Los resultados de la caracterizacién de estas pulpas en las propiedades fisicoquimicas

empleadas como variables de respuesta se presentan en la Tabla 5-2.

Tabla 5-2. Caracterizacion de pulpas de remolacha, guayaba, fresa y mora sin mezclar.

Acidez titulable selios Sulees
Pulpa Color pH (meq. acido/ g pulpa) soolub_les Totales
(°Brix) (% p/p)
L* 4.86
Remolacha | a* | 21.18 | h* | 11.61 6.17 0.021 7.45 8.51
b*| 435 | C*| 21.62
L* 47.77
Guayaba | a* | 28.20 | h* | 35.45 | 4.18 0.067 6.28 12.06
b* | 20.08 | C* | 34.62
L* 41.63
Fresa a* | 27.60 | h* | 3293 | 3.64 0.240 8.13 10.55
b* | 17.88 | C* | 32.89
L* 21.06
Mora a* | 36.04 | h* | 20.97 | 3.39 0.331 7.43 9.12
b* | 13.81 | C* | 38.59

En general, para la determinacion instrumental del color puede verse: (1) valores
similares para las diferentes coordenadas en las pulpas de guayaba y fresa; (2) las
diferencias méas notorias se observan en la remolacha (bajo valor para b*) y la mora (alto
valor para a*); los valores de tonalidad (h*) y cromaticidad (C*) en la guayaba y la fresa
también son similares entre si. Estos resultados se tuvieron en cuenta para la evaluacion

posterior de las mezclas entre pulpas de fruta y hortaliza.

Se observan valores de pH bajos para las frutas y alto para la remolacha, mientras que
los valores para la acidez titulable es mayor para la fresa y la mora. Los valores para los
solidos solubles y los totales son mayores para la fresa y similares en la remolacha y la
mora. A pesar de que en la guayaba se tiene el mayor valor de sélidos totales, se tiene el

menor valor de sélidos solubles.
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5.2.2 Caracterizacion del color en las mezclas rojas

Teniendo en cuenta las similitudes en el color se las pulpas de guayaba y fresa, el
comportamiento del color en estas dos mezclas es similar. La principal diferencia se
presenta en la coordenada L* mostrando una mayor luminosidad en la pulpa de
guayaba. En los dos casos el comportamiento con respecto a la proporcién de pulpa de
remolacha es lineal. Puede decirse que esta hortaliza tiene una mayor influencia sobre el
color de la mezcla, y que una pequefia adicibn de su pulpa puede modificar
considerablemente el color de la mezcla. Al calcular las diferencias absolutas de color
(AE) de cada una de las mezclas, tomando como referencia la pulpa de fruta (fresa o

guayaba) o de remolacha, la tendencia es lineal.

Para la pulpa de mora el comportamiento del color para las tres coordenadas tiende a la
linealidad. La influencia de la adicion de pulpa de remolacha sobre del color de las
mezclas no es tan determinante en comparacién con el obtenido en las mezclas con
guayaba o fresa, ya que para la pulpa de mora la luminosidad (L*) es menor y su color
rojo es mayor (mayor valor para la coordenada cromatica a*, rojo/verde). En este caso
también se encontraron tendencias lineales a partir del calculo de las diferencias

absolutas de color.

5.2.3 Caracterizacion de pH y acidez titulable de las mezclas rojas

En la Figura 5.11 se reportan los resultados de pH y acidez titulable para pulpas rojas en
funcion de la proporcién de remolacha en la mezcla. La tendencia del pH no es lineal, por
lo que se requiere adicionar una gran cantidad de pulpa de remolacha para alcanzar
cambios relevantes en el pH de la mezcla. Por ejemplo, en la pulpa de guayaba la
mezcla debe tener una composicion del 60% de pulpa de remolacha para pasar de un pH
de 4,2 a 4,7. Desde otro punto de vista, el pH de la pulpa de remolacha cambia de 6,2 a

5,1 al adicionarle el 20% de pulpa de guayaba.

Este resultado corresponde con el comportamiento lineal de la acidez titulable, e indica
gue las especies &cidas presentes en las pulpas son inversamente proporcionales a la
cantidad de remolacha adicionada. Puede decirse que no se han presentado reacciones

guimicas ni alteraciones entre los compuestos que afecten el equilibrio propio de los
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acidos organicos presentes. Se resalta que cuando la acidez de la fruta es mayor, la
pendiente de la recta que describe el comportamiento de la mezcla también es mayor.
Por lo tanto, se requiere una mayor cantidad de pulpa de remolacha para modificar el pH
de la mezcla; es decir, al adicionar la misma cantidad de pulpa de remolacha en la

mezcla, el pH de la mora aumenta menos que el pH de la fresa o de la guayaba.
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Figura 5.11: (A) pH y (B) acidez titulable de mezclas de pulpas rojas.

5.2.4 Caracterizacion de sélidos solubles y totales de mezclas

rojas

Se presentaron tendencias lineales para los resultados de sélidos solubles y totales en
las mezclas. Para los soélidos solubles la pendiente fue positiva en la guayaba y negativa
en fresa y mora. Los sélidos totales tuvieron pendientes negativas para todas las
mezclas. Por lo tanto, una mayor cantidad de sélidos totales no implica mayores valores
de sdlidos solubles. Por ejemplo, las mezclas con guayaba tienen una mayor cantidad de
solidos totales y una menor cantidad de sélidos solubles, respecto a las de fresa y mora.
Esto se debe a que al determinar la cantidad de solidos totales también se incluyen todos
los componentes de la pulpa (fibras, proteinas, acidos, pectinas, etc.) incluyendo

insolubles.
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5.2.5 Andlisis estadistico de los resultados de caracterizacion y

seleccion de pulpas rojas

En la Figura 5.12 se presenta el analisis por componentes principales realizado a partir de
los resultados de caracterizacion fisicoquimica de las pulpas rojas. Este analisis describe
la informacién aportada por los resultados mediante la reduccion de dimensiones, a

través de los componentes principales que explican un 89% de la varianza total.
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Figura 5.12: Andlisis por componentes principales de la caracterizaciéon de mezclas rojas

Teniendo en cuenta que los componentes principales son combinaciones lineales de las
variables de respuesta (pH, acidez, solidos solubles y totales), las variables que mas
influyen sobre el calculo del primer componente (eje x) son el pH y los sélidos solubles,
mientras que para el segundo componente (eje y) son los sélidos solubles y la acidez
titulable.

A diferencia de lo observado para las pulpas amarillas los sélidos solubles y totales se
encuentran en cuadrantes diferentes, resultado que corresponde con los resultados

anteriormente discutidos.

A partir del andlisis las mezclas rojas se pueden separar en dos grupos: uno para las
mezclas con fresa y mora y otro para las mezclas con guayaba. Esto demuestra que para

las propiedades fisicoquimicas de las mezclas el efecto que tiene la adiciéon de pulpas de
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fresa 0 mora sobre la pulpa de remolacha es similar y difiere cuando se usa guayaba.
Esta diferencia se debe principalmente a los altos valores de acidez o de sélidos totales.
En las mezclas con guayaba puede verse que a medida que aumenta el contenido de

pulpa de remolacha las variables siguen una tendencia casi lineal.

Los resultados obtenidos en el analisis estadistico empleando modelos de utilidad en
funciéon de la conveniencia para los datos de caracterizacion de las pulpas rojas se

reportan en la Figura 5.13.
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Figura 5.13: Andlisis de utilidad y conveniencia a partir de la caracterizacién de mezclas
rojas.

A diferencia de lo que ocurre al hacer el tratamiento estadistico por componentes
principales, en donde los resultados para las mezclas de fresa y mora son similares, en el
analisis realizado por conveniencia y utilidad se tienen tres grupos de acuerdo con la
fruta con la que se realiza en la mezcla. Este comportamiento se obtiene al considerar de
una forma simultanea la influencia de los sélidos totales y del pH sobre el potencial
fermentativo (de acuerdo con la ponderacién que se detallé en la Tabla 3-9), propiedades
gue, a su vez, son las mayores responsables de las diferencias presentadas de acuerdo

con el analisis de componentes principales.
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De esta manera puede estudiarse de una forma grafica la influencia que tiene la adicion
de la pulpa de remolacha sobre el potencial fermentativo de las mezclas (que aumenta al
tener mayores valores de conveniencia y utilidad). Es asi, que puede observarse, por
ejemplo, como aumenta la conveniencia de la pulpa de mora con la adicién de pulpa de

remolacha, en una tendencia lineal con un alto indice de correlacion.

Sin embargo, esta tendencia no esta definida para las mezclas realizadas con fresa y
guayaba. El andlisis simultaneo de las propiedades valoradas hace mas evidente la
separacion que se presenta entre el comportamiento de las pulpas puras (especialmente

de guayaba, mora y remolacha) y las mezclas.

De acuerdo con los criterios de ponderacion establecidos se resalta el comportamiento
de las pulpas obtenidas a partir de guayaba y remolacha en diferentes proporciones que
presentan un mayor potencial para la fermentacion lactica frente a las mezclas realizadas

con fresa y mora, al tener mayores valores de conveniencia y utilidad.

Tal como se presenta en la Figura 5.13, las pulpas puras de remolacha (Rm 100%) y
guayaba (Gy 100%), presentan los mayores valores para la utilidad, pero valores bajos
de conveniencia. Al realizar la mezcla la conveniencia aumenta significativamente: se
observa que al adicionar pulpa de guayaba (20%) a la pulpa de remolacha (80%) se
obtiene un aumento en la conveniencia y un maximo para la utilidad; al aumentar la
proporcion de pulpa de guayaba (40%) en la mezcla, el valor de utilidad disminuye y el de
conveniencia es maximo. Frente a este beneficio, la reduccién de la utilidad es
despreciable a pesar de llegar a un nivel similar del que tiene la pulpa de guayaba pura
(100%).

En conclusién y considerando los resultados obtenidos en la evaluacion del potencial
fermentativo para las pulpas rojas, se seleccioné la mezcla con una proporcién de 40%
de pulpa de guayaba y 60% de pulpa de remolacha para evaluar experimentalmente la
fermentacibn empleando bacterias lacticas, ya que se consider6 que posee

caracteristicas mas favorables para el crecimiento bacteriano.
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5.3 Caracterizacion de pulpas verdes

Las pulpas verdes sin mezclar se obtuvieron empleando los procedimientos detallados en
el apartado 3.2.1. A partir de la mezcla de pulpas de hortalizas (espinaca o guatila) con
una pulpa de fruta (lulo o feijoa), en diferentes proporciones (especificadas en la Tabla
3-8). El detalle de las caracterizaciones realizadas puede consultarse en el ANEXO C; en

el presente apartado se muestran los principales hallazgos y conclusiones.

5.3.1 Caracterizacion de las pulpas verdes sin mezclar

Los resultados de la caracterizacion de las pulpas antes de la mezcla se presentan en la
Tabla 5-3. A pesar de que todas las pulpas estan en la gama de los verdes, se observan
diferencias importantes en todas las coordenadas de color. Las pulpas de las hortalizas
presentan el color mas similar, siendo la luminosidad (L*) la coordenada que marca la

diferencia.

En cuanto a las propiedades fisicoquimicas se observan valores neutros para las
hortalizas acompafiados de una baja acidez titulable, mientras que en las frutas los
valores bajos de pH estan acompafados de altos valores de acidez. Se tienen bajos

valores de sélidos solubles, a pesar de que en las frutas los sélidos totales son altos.

Tabla 5-3. Caracterizacién de pulpas de espinaca, guatila, lulo y feijoa sin mezclar.

] . Solidos Solidos
Pulpa Color pH (meAqC.'ggizdt(')t/ug;a;ﬂ?pa) soluples Totales
(°Brix) (% p/p)
L* 22.88
Espinaca | a* | -7.78 | h* | -73.65 | 6.53 0.017 3.08 7.21
b* | 26.51 | C* | 27.63
L* 5341
Guatila | a* | -6.90 | h* | -76.89 | 6.09 0.012 4.98 7.40
b* | 29.60 | C* | 30.40
L* 49.49
Lulo a* | 10.67 | h* | 7851 | 3.49 0.392 8.05 10.74
b* | 52.50 | C* | 53.57
L* 51.19
Feijoa |a*| 0.61 | h* | 88.84 | 3.42 0.333 3.42 17.61
b* | 30.21 | C* | 30.21
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5.3.2 Caracterizacion del color de las mezclas verdes

La determinacion instrumental de color se realizé inicialmente para las mezclas obtenidas
a partir de espinaca con feijoa o lulo. Durante el ensayo experimental se observd un

cambio considerable en el color de las mezclas, pasando de verde a marréon.

Debido a esta diferencia, la caracterizacion instrumental de color se realiz6 en dos
momentos (t = Oh y t = 3h), para establecer si se presentaban o no cambios relevantes
en las coordenadas L*, a*, b*. La diferencia principal se encontr6 en la coordenada a*,
gue va del rojo al verde, obteniendo mayores valores luego de obtener la mezcla, ya sea
con feijoa o con lulo. Para la luminosidad (L*) y para la coordenada b* se presentaron
tendencias lineales inversamente proporcionales a la cantidad de espinaca en la mezcla,

en especial si se descartan los valores para las pulpas de frutas puras (feijoa o lulo).

Se calcularon las diferencias absolutas de color entre las muestras considerando los
cambios presentados. En todos los casos se observaron tendencias lineales. Al tomar
como referencia el color de la espinaca, las pendientes son positivas. En concordancia, al

tomar como referencia la fruta, las pendientes son negativas.

Se calcularon las diferencias de color debidas al tiempo trascurrido luego de mezcla en
funcion de la cantidad de pulpa de hortaliza, encontrando un comportamiento parabdlico

con un maximo cercano a 8 en las mezclas con 60% de pulpa de espinaca.

Esta degradacion del color se debe principalmente a la inestabilidad que tiene la clorofila
frente a los tratamientos térmicos y los cambios de pH, en especial el descenso en el pH
ocasionado por la mezcla con pulpas de frutas acidas (lulo y/o feijoa). En la Figura 5.14
se detallan los principales cambios de coloracién que sufren las clorofilas, ya sea por la

acidificacién del medio en el que se encuentran o por accién enzimética.

Durante el calentamiento puede alterarse la estructura de la clorofila mediante la pérdida
del Mg?* del centro de la molécula, haciendo que el espectro de absorcién cambie de
428nm a 408nm, lo cual produce el cambio de color verde a marrén. La estructura celular
se modifica liberando la clorofila que se encuentra en las granas de los cloroplastos de la

planta, la permeabilidad de la membrana del citoplasma aumenta y permite la liberacién
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de acidos celulares ocasionando la degradacion de las clorofilas en feofitinas. Esta
conversion depende de la temperatura, el tiempo y el pH y sigue un mecanismo de
reaccion de primer orden. Otro factor que influye en la estabilidad de las clorofilas es la
concentracion, la naturaleza de los &cidos presentes y la asociacion entre las clorofilas y

las lipoproteinas del cloroplasto. (Kidmose et al., 2002; Moss, 2002)

2+ .
Clorofilas (a y b) TF"O'

| H* (verde —azul y verde) | Clorofilasa

Feofitinas (a y b) Clorofilasa _ Feoforbidas (ay b) _ H" | Clorofilinas (ay b)
(marrén y oliva) Fitol (marrén y oliva) Mo’ (verde — azul y
9v verde — amarillo)

Fuente: Adaptado de: (Artés et al., 2002; Kidmose et al., 2002; Sant’Anna et al., 2013) con
permiso de Elsevier.

Figura 5.14: Esquema de cambios en la clorofila que modifican el color del alimento.

Otro factor que puede alterar la estabilidad de las clorofilas es la presencia de cationes
en el medio (por ejemplo, Zn?" o Cu?*). Algunas técnicas para mejorar la estabilidad de
las clorofilas consideran este efecto e incluyen la adicién de calcio al agua empleada
para el escaldado o la formacién de metalocomplejos, en la que se introducen metales
como el zinc o el cobre al anillo de la clorofila, formando un complejo mas estable a los
cambios de pH y al calentamiento. Esta formacion depende del pH y las concentraciones
de zinc (1) y de clorofilas. (Jack Francis, 2002; Kidmose et al., 2002; Moss, 2002)

Por otra parte, se evalud el color de las mezclas de guatila y feijoa o lulo, las cuales no
presentaron cambios notables de color luego del mezclado. Debido a que las pulpas de
feijoa y guatila tienen colores similares, la tendencia del comportamiento del color para
las tres coordenadas en las mezclas es lineal, casi horizontal. Para las mezclas lulo se
observa tendencias lineales proporcionales a la cantidad de guatila en la luminosidad (L*)
e inversamente proporcionales en las coordenadas a* y b; es decir, a medida que la
mezcla tiene una proporcion mayor de guatila se observan tonos mas rojos y amarillos y

menos verdes y azules.
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Para estas pulpas también se calcularon las diferencias absolutas de color, observando
tendencias lineales en todos los casos, con pendientes negativas cuando se toma como
referencia la guatila y positivas cuando la referencia es la fruta (lulo o feijoa). Las
diferencias son mayores para las mezclas con lulo que con feijoa, incluso al tomar como
referencia la guatila, la tendencia practicamente es horizontal. Por lo tanto, puede decirse

gue la pulpa de fruta influye més sobre el color de la mezcla que la pulpa de guatila.

5.3.3 Caracterizacion de pH y acidez titulable de mezclas verdes

Se realiz6 la caracterizacion de pH y acidez titulable en las pulpas verdes. Los resultados
se presentan en la Figura 5.15. La tendencia para el pH se aleja de la linealidad, a
medida que la proporcion de pulpa de hortaliza (guatila o espinaca) aumenta en la
mezcla el cambio en el pH es muy pequefio; es decir, una adicion del 80% de pulpa de

hortaliza cambia el pH de 3,5 a menos de 4,5.
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Figura 5.15: (A) pH y (B) acidez titulable de mezclas verdes.

Al emplear proporciones bajas de pulpa de hortalizas (menores de 50%) no se observa
una diferencia importante al emplear guatila o espinaca, ya que el pH de las frutas es
similar, si aumenta esta proporcion la también lo hace la diferencia. Por lo tanto, a pesar
de que las pequefias diferencias se deben a la hortaliza, no existe una diferencia si se
emplea lulo o feijoa en la mezcla, su pH esta determinado por proporcién de la fruta y no

por la guatila o espinaca.

100
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Se observan tendencias lineales para la acidez titulable de las mezclas, con una
pendiente negativa. No se observan diferencias importantes al realizar la mezcla con
guatila o espinaca, las diferencias que se aprecian se deben a las frutas y los valores
para las pulpas con lulo son mayores que para las pulpas con feijoa. Por lo tanto, cuando
el porcentaje de la pulpa es mayor del 50% no se evidencia ninguna diferencia en la

acidez titulable de las cuatro mezclas consideradas.

Al evaluar de forma simultanea el comportamiento del pH y la acidez titulable se puede
ver que para las pulpas de feijoa tienen mayores valores de acidez, pero los valores para
el pH también son mayores, lo cual podria indicar que los acidos presentes en las pulpas
son débiles. Por esta razén, tal como se discutié previamente, la modificacion del valor
de pH mediante la adiciébn de pulpa de hortaliza es mas dificil; es decir, se necesita
adicionar una gran cantidad de pulpa de hortalizas para obtener un cambio relevante en

el pH de la pulpa de fruta.

5.3.4 Caracterizacion de sélidos solubles y totales de mezclas

verdes

Se realiz6 la determinacion de los sélidos solubles y totales en las mezclas verdes. En
todos los casos se presentd un comportamiento inversamente proporcional con la adicion
de la pulpa de hortaliza (espinaca o guatila). Se observé que cuando el porcentaje de
hortaliza en la mezcla es menor del 50% no hay diferencia en los sélidos solubles si se
emplea espinaca o guatila. Los soélidos totales en las mezclas verdes dependen de la

fruta empleada (feijoa o lulo), sin importar la cantidad de pulpa de hortaliza en la mezcla.

5.3.5 Andlisis estadistico de resultados de caracterizacion para la

seleccion de mezclas verdes

Con los resultados obtenidos para la caracterizacion fisicoquimica de las mezclas verdes
se realiz6 el analisis por componentes principales que se presenta en la Figura 5.16. Este
analisis permite describir la informacion proporcionada por todas las variables de
respuesta de una forma simultdnea por medio de combinaciones lineales. En este caso

los componentes principales explican un 93% de la varianza total.
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Figura 5.16: Andlisis por componentes principales a partir de la caracterizacioén de
mezclas verdes.

Se observa un patrén similar al obtenido para las mezclas amarillas: debido a su cercania
con el eje x, la variable de respuesta que tiene una mayor influencia sobre el primer
componente principal es la acidez titulable. Asi mismo, la acidez, los soélidos solubles y
totales influyen sobre el segundo componente principal. En este caso los solidos solubles
y totales también se encuentran en el segundo cuadrante, lo que indica que se

encuentran correlacionados tal como se discutié previamente.

Pueden identificarse dos grupos de muestras definidos especialmente por las frutas
empleadas y no se evidencia una diferencia sobre las propiedades de la mezcla debida al
empleo guatila o espinaca, en especial al observar que tanto la pulpa de guatila como la
de espinaca se encuentran por fuera de los grupos identificados. Esto puede explicarse
por los valores altos de pH de las hortalizas en comparacién con las mezclas, ya que se
encuentran en el primer cuadrante del gréfico. Este comportamiento confirma que el
efecto de la fruta sobre las propiedades fisicoquimicas de la mezcla es mas determinante

en comparacion con las hortalizas.

Adicionalmente se realizd el analisis estadistico de ordenamiento, de acuerdo con los
criterios establecidos en la Tabla 3-9. Los resultados se muestran en la Figura 5.17. Al
igual que en el analisis por componentes principales, pueden las muestras agruparse de

acuerdo con la pulpa de la fruta empleada (ya sea lulo o feijoa). Debido a esto no se
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presenta una diferencia importante sobre el potencial fermentativo si se emplea pulpa de

guatila o espinaca en la mezcla.
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Figura 5.17: Andlisis de utilidad y conveniencia de la caracterizacion de mezclas verdes.

No se observa un patron definido en el comportamiento de la utilidad en funcién de la
conveniencia para ninguna de las mezclas, ni tampoco en funcién dela proporcién de las
hortalizas en las mezclas (espinaca o guatila). Con excepcién de la pulpa de guatila los
valores de conveniencia para las pulpas puras, son cero a pesar de tener altos valores
para la utilidad, por lo que llama la atencion que al mezclar las pulpas la conveniencia

aumente significativamente.

Se resalta que la mezcla de 40% pulpa de feijoa y 60% de pulpa de espinaca tiene
mayores valores de conveniencia, pero menores valores de utilidad en relacién con otras
proporciones de la misma mezcla. Sin embargo, es importante recordar que el calculo de
los valores de conveniencia es mas estricto en comparacion con la utilidad (ver

ecuaciones 3.7 y 3.8).
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Se seleccioné la mezcla de feijoa (40%) y espinaca (60%) ya que se reconoce que tiene
mayor potencial para la fermentaciéon en comparacion con las otras mezclas evaluadas y
se espera que sus caracteristicas permitan el mantenimiento y crecimiento de las
bacterias que se inocularan posteriormente.

5.4 Analisis sensorial de las mezclas

Se realiz6 un analisis sensorial hedénico para determinar la aceptacion de las mezclas,
empleando el método especificado en el apartado 3.2.3. Con el fin de confirmar si la
aceptabilidad de las hortalizas aumenta al realizar la mezcla con frutas (ver Figura 5.18),
los resultados se complementaron con los obtenidos previamente por (Mancera, 2010),
en los cuales se observa un aumento en la aceptabilidad de las pulpas de remolacha y

espinaca al disminuir su proporcién en mezclas.

Ay MgAy Rm GyRm Es FjEs

Porcentaje de aceptabilidad (%)H
N N D o] o
o o o o o

o

Ay: Ahuyama; MgAy: Mezcla amarilla; Rm: Remolacha; GyRm: Mezcla roja; Es: Espinaca; FjEs:
Mezcla verde. Percepciéon del consumidor: Me gusta (H); Ni me gusta ni me disgusta (=); Me
disgusta (m). Panel de consumidores (n =90)

Figura 5.18: Resultados de analisis heddnico de las pulpas de hortalizas y mezclas.

En las mezclas amarilla y verde se observa que al adicionar la pulpa de fruta a la
hortaliza aumenta el porcentaje de la poblacién que expresa gusto y un descenso en las
otras opciones. Se resalta que la mayor parte de la poblacién consultada sefiala un gusto
por la mezcla y en el caso de la amarilla ninguno de los consultados expresé disgusto por
el alimento. Sin embargo, en la mezcla roja se presenta una polarizacion, es decir, se
tienen porcentajes similares de la poblacién que manifiesta agrado y desagrado tanto por

la pulpa de remolacha como por la mezcla. Incluso, se observa que en la mezcla
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aumenta el porcentaje de consultados que no puede tomar una decision (Ni me gusta ni
me disgusta), mientras que los otros disminuyen. Este comportamiento puede deberse a

factores culturales y patrones de consumo establecidos previamente.

Al presentarse una reduccion en el porcentaje de consumidores que expresaron
desagrado, las mezclas resultaron mas atractivas para la aplicacién de la fermentacion
lactica, en comparacion con las pulpas de hortalizas.

Considerando que los resultados obtenidos para el andlisis hedodnico fueron
determinados para diferentes pulpas por lo que es una variable discreta, se aplico la
prueba de Chi?, partiendo de la hipétesis nula de que no existe ninguna asociacién entre
la eleccion del consumidor y la muestra. Dado que tanto el valor calculado de p es igual a
0 para el coeficiente de Pearson y para la relacion de verosimilitud, puede descartarse la
hipotesis nula. Por lo tanto, puede deducirse que el consumidor toma la decisién de

aceptar o rechazar el producto en funcién de la pulpa que pruebe.

Teniendo en cuenta estos resultados, la mezcla mas atractiva para la aplicacion de la
fermentacion es la amarilla. Por lo tanto, se realizaron pruebas descriptivas de acuerdo
con lo detallado en el apartado 3.2.3, con el objetivo de establecer los cambios
producidos en las propiedades organolépticas a partir de la mezcla de mango y

ahuyama. Los resultados se muestran en la Tabla 5-4 y la Figura 5.19

Tabla 5-4. Evaluacion sensorial por panelistas de pulpas de ahuyama, mango y mezcla
amarilla.

Propiedad Ahuyama Mango Mezcla amarilla
Apariencia 9.60 +0.66% | 9.41 +0.522 9.22 +1.582
Consistencia 9.38 +£0.75% | 6.05+0.92° 6.07 +1.79°
Color 7.93+0.94% | 2.93 +0.60° 5.15+1.27°
Olor caracteristico 7.13+1.17° | 9.51+0.452 9.09£0.762
Sabor &cido 0.50 +0.55% | 2.68 +0.48° 2.68 +1.28°
Sabor dulce 6.66 +0.69° | 5.72 +1.23% 7.13+1.412
Sabor caracteristico 7.49+1.10% | 8.85+0.662 8.32+1.672
Textura 3.55+1.42° | 7.51+0.432 7.77 +£1.632

Los valores medios * SD (n=12) que no comparten una letra, en la misma fila, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%. Escala de intensidad (1-10)
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Para las pulpas de ahuyama y de mango se obtuvo una apariencia adecuada, sin
defectos (particulas extrafias, semillas, residuos de cascaras, manchas blancas o de
colores oscuros, mohos). La textura de la ahuyama se consideré grumosa, un poco
aspera y la del mango se valoré6 como suave a pesar de que no se retiraron las fibras
propias de la fruta. La consistencia de la ahuyama fue cercana a la de un pudin y la de
mango se encontré mas fluida. El color de la ahuyama fue anaranjado intenso y para el
mango cercano al amarillo. El olor y el sabor caracteristicos fueron intensos en los dos

casos.

Apariencia
10.0 A

Textura « Consistencia
\\

Sabor
caracteristico

Olor

Sabor dulce .
caracteristico

Sabor acido

Pulpas: ahuyama (A), mango (0) y mezcla (0).

Figura 5.19: Analisis descriptivo (QDA) para ahuyama, mango y mezcla amarilla.

Ya que la proporciébn de mango en la mezcla es alta, es comprensible que su perfil
sensorial sea mas cercano a la pulpa de mango que a la de ahuyama. Solo en el color se

observan diferencias significativas entre las tres pulpas (ahuyama, mango y mezcla).

La apariencia fue considerada como adecuada, sin defectos; la consistencia se valoro
como cercana a la de un pudin, el olor y el sabor caracteristicos se cuantificaron como
altos y el sabor dulce fue valorado en un punto medio. A pesar de no haber aplicado
ninguna operaciéon adicional para retirar grumos o fibras de las pulpas la mezcla tuvo una

alta calificacion para la textura.

En resumen, puede decirse que:
A partir de los resultados de la caracterizacién de las propiedades fisicoquimicas no se

observan interacciones al realizar la mezcla de una fruta y un vegetal. Se observaron
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tendencias lineales en funcién de la cantidad de pulpa de hortaliza en todos los casos,
con excepcion del pH, tal como se esperaba. Las pendientes fueron negativas o positivas
dependiendo de los valores obtenidos para las pulpas sin mezclar. De presentarse
interacciones entre los compuestos de la fruta y el vegetal no se tendrian tendencias

lineales.

Considerando los resultados de la caracterizacion del color solo se observan
interacciones al realizar la mezcla en pulpas verdes, debido a la susceptibilidad de las
clorofilas frente al bajo pH. El color de la mezcla esta definido por la cantidad de pulpa de

hortaliza y por la similitud entre el color de la fruta y de la hortaliza.

Se empled el método de ordenamiento de conveniencia y utilidad para la seleccion de
mezclas con un alto potencial para la fermentacién. Se consideré que en la mayor parte
de los casos las frutas tienen valores altos de solidos solubles y acidez titulable en
comparaciéon con las hortalizas. Se estimé que la adicion de pulpa de hortaliza a la pulpa
de fruta puede balancear estas propiedades. Sin embargo, puede que los pesos
considerados para cada propiedad (ver Tabla 3-9) influyan significativamente en el
resultado. Reconociendo esta limitante, se podria mejorar la aplicacion del método si se
considera la obtencion de los pesos para cada variable de una forma mas objetiva (por
ejemplo, mediante la consulta a expertos en fermentacion lactica) y/o incluyendo
variables adicionales (por ejemplo los costos asociados a cada pulpa, la caracterizacion

en compuestos con actividad antirradicalaria, antimicrobiana o prebiética, entre otros)

A manera de conclusion de la caracterizacion fisicoquimica de las tres mezclas

seleccionadas y como conclusion del presente capitulo se presenta la Tabla 5-5.

Tabla 5-5. Caracterizacion fisicoquimica de las mezclas amarilla, roja y verde.

Mezcla Composicién H Acidez titulable Sélidos solubles | Sélidos Totales
(% p/p) P (meq. &cido/ g pulpa) (°Brix) (% p/p)
) Mango: 80
Amarilla 4.60 0.027 11.18 12.80
Ahuyama: 20
Guayaba:40
Roja Y 473 0.037 7.15 9.90
Remolacha: 60
Feijoa: 40
Verde - 3.98 0.140 7.18 11.20
Espinaca: 60




6. Evaluacion de la fermentacion

La evaluacion de la fermentacion lactica se realiz6 en dos etapas, con el objetivo de
estudiar el efecto de las condiciones de operacion y confirmar la viabilidad del proceso en

los diferentes sustratos.

En la primera, se evalu6 el efecto de dos operaciones previas que pueden favorecer la
adaptacion y el crecimiento de las bacterias lacticas en los sustratos: la neutralizacion del
sustrato y el acondicionamiento del cultivo. Estos procesos son importantes si se
consideran las caracteristicas fisicoquimicas de las pulpas de frutas (bajo pH y alta
acidez titulable), la sensibilidad de las bacterias lacticas a estas condiciones de pH y
antecedentes de fermentacion de sustratos con bajo pH. Para cada una de los procesos
se realizd el disefio de un experimento especifico y los principales resultados se

muestran en el presente capitulo. Los detalles pueden consultarse en el ANEXO D.

Con los resultados obtenidos se realizé la segunda etapa: el estudio de la fermentacién
en las mezclas amarilla, roja y verde. Para esta evaluacion se considerd el efecto del tipo

de cultivo empleado sobre las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de las mezclas.

6.1 Estudio de operaciones previas

6.1.1 Disefio experimental para evaluar la neutralizacion

Se obtuvieron pulpas de las frutas seleccionadas en el capitulo 4 (mora, fresa, guayaba,

uchuva, maracuya, mango lulo y feijoa) empleando el procedimiento del apartado 3.3.1.

Se realizaron experimentos con el objetivo de determinar la influencia de la neutralizacion
sobre el color de las pulpas, ya que es la propiedad organoléptica mas sensible a los
cambios de pH. Como variable de estudio se consideré el volumen de hidréxido

adicionado y como variables de respuesta el pH y el color, las cuales se determinaron
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después de cada adicion de NaOH (4% p/v) mediante las metodologias de la Tabla 3-3.
El procedimiento para la neutralizacion se detallé en el apartado 3.3.3. Los célculos de
diferencias de color se realizaron de acuerdo con lo detallado en el apartado 3.2.1.
Nuevamente se resalta que el empleo de hidroxido de sodio se realizd con el fin de
evaluar la viabilidad de la neutralizacion, no para la obtencién del alimento fermentado,

es decir, no se empled para el consumo humanao.

Con el objetivo de evaluar si la neutralizacion favorece la viabilidad de las bacterias
lacticas, se realizaron ensayos de fermentacion con pulpas neutralizadas. Para ello, se
seleccionaron las pulpas de fresa, uchuva y lulo, ya que sus caracteristicas de pH y
acidez no son benéficas para las bacterias lacticas, razén por la cual las mezclas de

estas frutas con hortalizas fueron descartadas en la seleccion realizada en el capitulo 5.

Se neutralizaron las pulpas hasta llegar a un pH mayor a 5 y posteriormente se
fermentaron durante un periodo de 12 horas de acuerdo con el procedimiento establecido
en el apartado 3.3.4. Se empled el cultivo mixto 1 (ver apartado 3.1.2) a las pulpas
neutralizadas y sin neutralizar, en una concentracion aproximada de 1x10%® UFC/g. Los
ensayos se realizaron por triplicado. Se us6 ANOVA como método estadistico (ver
apartado 3.4.1). Todos los detalles de la caracterizacién de pH y color pueden consultase
en el ANEXO D.

6.1.2 Resultados de la neutralizacion

= Neutralizacién de pulpas de frutas rojas
Se observ6 que el aumento del pH con la neutralizacién tiene un comportamiento
diferente para cada pulpa, el cual se resume en la Tabla 6-1. Cada una de las pulpas
necesitd una cantidad diferente de NaOH 1N para alcanzar un nivel de pH cercano a la
neutralidad, siendo menor para la guayaba y puede decirse que neutraliza con una mayor
facilidad. Dados estos resultados, se decidié adicionar el hidréxido en alicuotas inferiores
(0.4 mL en lugar de 1.0mL), encontrando un aumento de pH proporcional al volumen de
NaOH adicionado. Las diferencias absolutas del color debido a la neutralizacién, son
significativas para todas las frutas rojas, siendo mayores para mora y fresa e inferiores

para guayaba.
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Tabla 6-1. Atributos y diferencias de color en las pulpas de frutas rojas debidas a la
neutralizacion.

Fruta pH Vflll 'Eﬁ?;' L* a* b* AE
3.50 £ 0.002 0 21.83 £0.022 | 37.06 £ 0.03? | 13.79 + 0.04*
Mora 20.05+ 0.052
5.24 +0.01° 6.0 28.07 +0.03" | 23.98 +0.03°| -0.06 + 0.03°
3.71 £ 0.04° 0 42.01 £0.01° | 30.21 £0.01°¢| 18.32 £ 0.02°
Fresa 19.83 £ 0.01°
5.85 + 0.02¢ 4.0 45,49 +0.03% | 11.45 +0.019| 12.93 + 0.02¢
4.20 £ 0.01°¢ 0 47.77 £0.01° | 27.89 £0.02%| 20.31 £ 0.01¢
Guayaba 0.88 £ 0.004¢
5.55 + 0.03 1.6 46.95 +0.01f | 27.30 £ 0.01f | 19.97 + 0.01

Los valores medios £+ SD (n=3) que no comparten una letra, en la misma columna, son

significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

» Neutralizacion de pulpas de frutas amarillas.
Los resultados para las pulpas amarillas se presentan en la Tabla 6-2. Luego de la
adicion del volumen maximo de hidréxido (6mL), el pH de las pulpas de uchuva y
El

comportamiento de la pulpa de mango fue similar al observado en la pulpa de guayaba.

maracuya aumentd menos de lo esperado (5.5 y 4.0 respectivamente).
Por ello, se neutraliz6 la pulpa agregando volimenes de solucion mas pequefios (0.2mL
en vez de 1.0mL), obteniendo un aumento de pH proporcional a la adicion NaOH. Las

diferencias en el color de las pulpas amarillas fueron significativas.

Tabla 6-2. Atributos y diferencias de color en las pulpas de frutas amarillas debidas a la
neutralizacion.

Vol NaOH > * "
Fruta pH IN (mL) L a b AE

4.44 +0.022 0 55.89 £ 0.01% | 13.22 +0.01? |69.06 + 0.042

Mango 4.58 + 0.052
6.04 +0.02° 0.6 52.40 +0.01° | 13.51 +0.01° |66.11 + 0.09°
4.00 + 0.04° 0 53.36 £ 0.00° | 23.41 £0.02° |53.16 + 0.19°

Uchuva 9.09 +0.13
5.59 £ 0.03° 6.0 49.34 +£0.019 | 22.18 +0.01% |61.22 + 0.05¢
.| 3.56 + 0.04¢ 0 48.09 + 0.01° | 23.01 +0.01° | 63.35 £ 0.08°

Maracuya 1.82 £ 0.09°¢
4.12 +0.02 6.0 47.86 +0.02f | 21.97 +0.03" | 61.88 + 0.05'

Los valores medios + SD (n=3) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

» Neutralizacion de pulpas verdes
Para ninguna de las pulpas verdes (feijoa y Iulo) se alcanz6 un pH mayor de 4.7 después
de la adicibn méxima de hidroxido de sodio (6mL NaOH 1N en 30g pulpa) (ver Tabla
6-3). Las diferencias en las coordenadas del color son significativas, a pesar de ser

pequefias y no haber aumentado el pH como se esperaba. La mas importante se
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encuentra para la pulpa de feijoa, en la que el valor de a* pasa de 0.25 a 1.57 y
considerando que corresponde a la coordenada que va de verde a rojo, este aumento

afecta significativamente el color de la pulpa.

Tabla 6-3. Atributos y diferencias de color en las pulpas de frutas verdes debidas a la
neutralizacion.

Vol NaOH . * .
Fruta pH IN (mL) L a b AE
a 0 al 0.25+0.022 |30.67 £0.032
Feijoa 3.49+£0.01 52.20 £0.03 257 + 0022
4.68 + 0.03P 6.0 50.41 + 0.02°| 1.57 £0.01° | 29.39 + 0.02°
c 0 c|10.77 £0.03°| 50.82 + 0.04°
Lulo 3.52+0.03 45.72 + 0.02 3.79 + 0.06"
4.61 +0.01¢ 6.0 45.57 + 0.02¢| 9.32 +0.02¢ | 47.32 + 0.03¢

Los valores medios + SD (n=3) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Para las tres pulpas (amarilla, roja y verde) se observd que las diferencias encontradas
en la neutralizacion de las pulpas pueden estar asociadas con el tipo de los acidos y los

diferentes sistemas de equilibrio (disociacion) presentes en cada fruta.

= Evaluacion de la fermentacioén con pulpas neutralizadas.
Los resultados de la evaluacion de la fermentacion se presentan en la Tabla 6-4. No se
presenta descenso en el pH de las pulpas después de la fermentacién y el conteo de
bacterias lacticas es cero en todos los casos, lo que demuestra que los microorganismos
inoculados no sobrevivieron. Por lo tanto, se confirmd que, bajo las condiciones de
estudio, la neutralizacién no cambia la viabilidad de la fermentacion lactica en las pulpas
de frutas. El deterioro presentado en las propiedades sensoriales (olor, sabor y color)

después de la neutralizacion se intensificé después de la fermentacion.

Tabla 6-4. Valoracién de pH y bacterias lacticas en pulpas de fresa, uchuva y lulo
neutralizadas e incubadas.

Variable Fresa Uchuva Lulo
pH pulpa sin neutralizar 3.54 £0.10% | 3.93 +0.10% | 3.43 £ 0.092
pH pulpa neutralizada sin incubar (t = 0) 5.77 £0.12° | 5.65 +0.10° | 5.49 + 0.08°
pH pulpa neutralizada incubada (42°C, t = 12h) 5.70 £ 0.08° | 5.55 +0.08° | 5.38 + 0.11°
Bacterias lacticas después de incubacion 12h (UFC/g) 0 0 0

Los valores medios £+ SD (n=3) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.
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En conclusion, se descarto la neutralizacion como un tratamiento previo a la fermentacion
reconociendo que:
= Se observo un deterioro significativo del color de las pulpas.
= Se presentd un deterioro notable en otras propiedades organolépticas
caracteristicas de las pulpas como aroma y sabor, razén por la cual se tomo la
decision de no realizar mediciones sensoriales.
* No se observé mantenimiento ni crecimiento de las bacterias inoculadas.
= Muchos de los compuestos con actividad antioxidante son los que le proporcionan
el color (antocianinas, carotenoides y/o clorofilas), por lo que se considerd el
posible deterioro de las propiedades bioactivas. Algunos estudios han relacionado
la actividad antirradicalaria de diversos compuestos con el aumento del pH del
medio en el que se encuentra. Los hallazgos muestran cambios en los
mecanismos de accion y disminucién de la actividad. (Nicoli et al., 1999; Friedman
and Jirgens, 2000; Lemanska et al., 2001; Sant'Anna et al.,, 2013; Wu et al.,
2018).

6.1.3 Disefio experimental el acondicionamiento de los cultivos

El objetivo de la evaluacion del acondicionamiento del cultivo es confirmar si esta
operacion favorece el ajuste de las bacterias lacticas a las condiciones del sustrato
produciéndose la fermentacion del mismo. Por lo tanto, como variables de estudio se
tuvieron: (1) el sustrato (pulpas de frutas o de hortalizas) y (2) el medio en el cual se
realizd el acondicionamiento (agua, bebida de soya o de avena). Se establecieron como
variables de respuesta: pH, acidez titulable, sélidos solubles y bacterias lacticas, las

cuales fueron determinadas mediante los métodos especificados en el apartado 3.2.1.

La Figura 6.1 y la Tabla 6-5 presentan el esquema de los ensayos realizados. Se
emplearon los detallados en el apartado 3.3.3 y se realizaron fermentaciones de acuerdo
con el apartado 3.3.4, durante periodos de 24h para las frutas y 6h para las hortalizas. Se
empled el cultivo mixto 1 (ver apartado 3.1.2). Con el fin de detectar cambios en las
pulpas que no estuvieran asociados con la actividad de las bacterias lacticas inoculadas,
se incubd una muestra “control”, la cual fue incubada sin la adicién del indculo durante el
tiempo de fermentacion de todo el ensayo. Cada ensayo se realizd por duplicado. Los

detalles de los resultados pueden consultarse en el ANEXO D.
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SUSTRATOS

FRUTAS

Guayaba |

Ahuyama

HORTALIZAS

Remolacha

Espinaca

METODO DE INOCULACION

Bebida de soya |

|ACONDICIONAIVIIENTO

Bebida de avena |

Agua |

| ADICION DIRECTA

CULTIVO MIXTO 1

Figura 6.1: Esquema para la evaluacién del acondicionamiento en diferentes sustratos.

Tabla 6-5 Esquema de ensayos para la evaluacion del acondicionamiento del cultivo.

Pulpa Nomenclatura para el acondicionamiento
Bebida de soya | Bebida de avena Agua Ninguno
Mango Mg-S Mg — Av Mg — H20 Mg
Frutas Guayaba Gy-S Gy — Av Gy - H20 Gy
Feijoa Fi—S Fj— Av Fj—H20 Fj
Ahuyama Ay -S Ay — Av Ay — H20 Ay
Hortalizas | Remolacha Rm-S Rm — Av Rm — H20 Rm
Espinaca Es-S Es - Av Es — H20 Es

6.1.4 Resultados del acondicionamiento de los cultivos

» Fermentacion de pulpas de frutas

Se presentaron diferencias significativas en las caracteristicas fisicoquimicas de las

pulpas de guayaba vy feijoa, debido a la adicién del medio en el que se acondicioné el

cultivo (agua, bebida de soya o avena). Sin embargo, no se observd ni mantenimiento ni

crecimiento bacteriano en ninguno de los casos y se consider6 que los cultivos

inoculados no sobrevivieron a las condiciones de los sustratos. En consecuencia, al

comparar las caracterizaciones antes y después de la fermentacion no se observaron

diferencias significativas en las propiedades fisicoquimicas (pH, la acidez titulable y los

solidos solubles).
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Para la pulpa de mango se present6 descenso en el pH y aumento en la acidez titulable
debido al mantenimiento y crecimiento bacteriano, como puede observarse en la Figura
6.2 y en la Tabla 6-6.

1E+9

1E+8

1E+7

1E+6

1E+5
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Bacterias acido lacticas (UFC/g)
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Tiempo de fermentacién (h)

opBo

16

24

Sustratos: Mg sin acondicionamiento (<), Mg-S @), Mg-H20 (A), Mg-Av (o)

Figura 6.2: Crecimiento bacteriano durante la fermentacién de mango con y sin
acondicionamiento del cultivo.

Tabla 6-6. Propiedades fisicoquimicas antes y después de la fermentacion de mango,
con y sin acondicionamiento del cultivo.

Tratamiento | oTED | cBrix PH (mec doido / g putpa)
' 0 109+16% | 4.23+0.04° 0.030 + 0.006¢
a&ig?c?ér%%izlgto 24 10.8 + 1.72 3.85 + 0.04° 0.053 + 0.012b¢
24 (Control) | 10.8+1.6° | 4.28+0.032 0.030 + 0.007¢
0 11.0+1.12 421 +0.192 0.029 + 0.009¢
Mmgf’i‘g;‘a 24 105+1.9% | 3.80+0.12° 0.053 £ 0.011%
24 (Control) 10.7 +1.82 4.15+0.17% 0.029 + 0.008¢
0 127+14% | 4.23+0.05° 0.030 + 0.001¢
Ma(”,\%g:ﬁz;e”a 24 125+218 | 3.77+0.02° 0.106 + 0.003
24 (Control) 124 +212 4.22 +0.012 0.030 + 0.001¢
0 105+19% | 4.43+0.12° 0.032 + 0.008
pviviesh 24 104+20° | 391018 0.072 + 0.020°
24 (Control) | 10.4+1.9% | 4.44+0.122 0.032 + 0,008

Los valores medios + SD (n=2) que no comparten una letra, en la misma columna, son

significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.
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A pesar de que se presentan diferencias en la velocidad de crecimiento cuando se realiza
previamente el acondicionamiento del cultivo, después de las 24 horas de fermentaciéon
en todos los casos se alcanza un crecimiento bacteriano similar. Después de 24h de
fermentacion el conteo de bacterias lacticas llega a 1 x 108 UFC/g, cumpliendo con los
niveles minimos establecidos en un alimento con probiéticos para tener una actividad

funcional en el consumidor (1x10° UFC/g).

Debido al crecimiento de las bacterias inoculadas se esperaba un descenso en los
sélidos solubles, en especial, si se considera como una medida indirecta de los
carbohidratos solubles (fuentes de carbono), que son los componentes que mas inciden

en la medida. Sin embargo, las diferencias presentadas no son significativas.

A pesar de ello, pueden presentarse dos fendbmenos que compensan el consumo de los
azucares porque afectan el indice de refraccién de la luz: el primero la hidrélisis de la
sacarosa en glucosa y fructosa, considerando que las bacterias consumen
preferentemente el primero, la fructosa se acumula en el medio influyendo en la medida;
y el segundo la produccion de acidos organicos. Este comportamiento también puede
sugerir que las bacterias inoculadas prefieren una fuente de carbono diferente de la

sacarosa, glucosa o fructosa, que no afecte significativamente el indice de refraccion.

No se observa una diferencia significativa entre los valores de pH en las muestras
iniciales y en los controles para ninguna de las pulpas. Sin embargo, el descenso
producido por el crecimiento bacteriano es significativo después de 24h de incubacion.
Bajo las condiciones en las que se realizaron los ensayos, se destaca que no se presenta
una diferencia significativa en los valores de pH de las pulpas, cuando se fermentan con

o0 sin acondicionamiento del cultivo en agua, soya o avena.

El comportamiento de la acidez corresponde con el pH. El incremento de la acidez
titulable con respecto al valor inicial (t=0) para la pulpa sin acondicionamiento fue de
16%. Para las pulpas con acondicionamiento fue: 82% en agua, 125% en soya y 257%
en avena. Por lo tanto, se puede decir que el acondicionamiento favorece la acidificacion

del mango.
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*» Fermentacion de hortalizas
En todos los casos se observé un crecimiento de las bacterias inoculadas. Sin embargo,
no puede establecerse un patron en las variables de respuesta que permita identificar
una diferencia significativa al emplear el acondicionamiento previo del cultivo. Como
ejemplo se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica para la
evaluacion del acondicionamiento en pulpa de ahuyama en la Tabla 6-7 y en la Tabla

6-8, los resultados del conteo bacteriano para todas las hortalizas.

Tabla 6-7. Propiedades fisicoquimicas antes y después de la fermentacién de ahuyama,
con y sin acondicionamiento del cultivo.

- incubacién (h| B i e GO ]
Ahuyama sin 0 5.9+0.82 5.69 + 0.492 0.015 + 0.005¢
acondicionamiento 6 5.9+0.82 4.20 +£0.13° 0.050 + 0.0022
(Ay) 6 (Control) | 59+0.8% | 55520622 0.017 + 0.007°
0 4.2 +0.1%° 5.34 +£0.152 0.017 + 0.001°¢
Ah%";‘/r_“ki'é)g”a 6 41+02° | 418+0.19 0.043 £ 0.003%
6 (Control) 3.9+0.2° 5.48 £ 0.01° 0.015 + 0.002¢
0 5.1+0.4% | 535+0.112 0.017 +0.001°
Ah“y(ir;‘_""A'c)"e”a 6 47+03% | 416+0.15° 0.036 + 0.003°
6 (Control) | 4.5+0.1%¢ | 572+0.352 0.014 + 0.000°
0 5.5+0.9% | 597 +0.33% 0.014 + 0.004°¢
A ey 6 58+08% | 4.12:+0.06° 0.051 + 0.0072
6 (Control) 5.4+1.1%° | 548 +0.89? 0.018 + 0.007¢

Los valores medios + SD (n=2) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

El comportamiento observado para cada una de las propiedades en la fermentacion se
resume a continuacion:
= Sdélidos solubles: no se observan diferencias significativas al comparar los sélidos
solubles de las diferentes muestras antes y después de la fermentacién, solo el
descenso debido a la adicion del agua.
= pH: en la ahuyama y la remolacha las diferencias significativas se deben
Unicamente al proceso de fermentacién y no al acondicionamiento en agua, avena
0 soya. Para la espinaca solo es significativo para la pulpa fermentada sin y con

acondicionamiento en agua.



Evaluacion de la fermentacién 125

Acidez titulable: en la ahuyama hay diferencia cuando el cultivo se acondiciona en
soya 0 no; es significativamente menor cuando se acondiciona en agua o0 avena.
Luego de 6h de fermentacion aument6é la acidez titulable en un 222% sin
acondicionamiento. Cuando se acondiciona el cultivo el incremento fue del: 145%
en agua, 108% en avena y 260% en soya. En la remolacha no hay diferencia
significativa cuando se acondiciona el cultivo en avena. El aumento de acidez
cuando se acondiciona en agua es del 55%, en soya del 72% y en avena del
38%, y sin acondicionamiento es aproximadamente del 50%. Para la espinaca se
obtuvo un aumento del 50% en la acidez de la pulpa sin acondicionamiento, del
20% en la pulpa acondicionada en agua, del 26% en soya y del 18% en avena.

Crecimiento bacteriano: en todos los casos se percibe un aumento en el conteo
bacteriano, pasando aproximadamente de 10°o0 10* UFC/g a 10’ o 108 UFC/g. En
general el crecimiento bacteriano en la pulpa de espinaca fue menor, solo en la
pulpa sin tratamiento se alcanza el mismo nivel que en la remolacha y la
ahuyama. No se obtuvo crecimiento en ninguno de los controles, por lo que no se
incluyen en la tabla. En todos los casos el nivel de concentracion de las bacterias
lacticas al final del proceso fue mayor que el minimo requerido (1x10°® UFC/g)
para que se considere como un alimento funcional debido a la viabilidad de las

bacterias lacticas.

Tabla 6-8. Detalle de la cantidad de bacterias en las pulpas de hortalizas fermentadas
con y sin acondicionamiento previo del cultivo.

Acondicionamiento _ Tiemp_q de Remolacha | Ahuyama | Espinaca
incubacion (h) (Rm) (Ay) (Es)

Sin 0 3.0x10° | 3.4x10® | 1.2x10*

acondicionamiento 3 2.2x10° 2.7 x 10* 2.3x10°

(adicion directa) 6 35x107 | 25x107 | 1.4x107

0 8.5x10° 5.8 x 10* 1.7 x 108

Agua 3 4.4 x10° 2.3 x 108 1.6 x 10*

6 3.5x 107 1.1x108 2.8 x 108

0 59x10° 3.1x10* 9.1x10°

Bebida de avena 3 3.8x10° 4.5 x10° 4.5 x10*

6 3.4 x 107 1.2 x 108 3.1x10°

0 2.1x10* 5.0 x 10° 2.2 x 108

Bebida de soya 3 6.9 x 10° 1.1x10° 3.5x10°

6 1.4 x 107 2.7 x 107 3.4 x 1068
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Se destaca que los valores de sélidos solubles en la pulpa de espinaca son mas bajos en
relacién con los valorados para las pulpas de remolacha y de ahuyama. Esto puede
afectar la disponibilidad de fuentes de carbono y, a su vez, el crecimiento microbiano,
dando como resultado, menores valores de acidez titulable y en consecuencia, valores

de pH elevados después de la fermentacion, lo cual puede dificultar su conservacion.

En conclusién, para la fermentacién de frutas Unicamente el mango funcioné como
sustrato para las bacterias inoculadas. El acondicionamiento en bebida de soya y de
avena, favorecio la acidificacion. Sin embargo, su influencia sobre la velocidad del
crecimiento bacteriano es pequefia y puede deberse a la dilucion, considerando que se
observa un comportamiento similar al utilizar agua. En todas las pulpas de las hortalizas
evaluadas se presentd crecimiento bacteriano. Aunque, se encontraron diferencias
significativas en algunas propiedades fisicoquimicas (por ejemplo, en la acidez titulable),
tampoco se observa una diferencia importante en el crecimiento bacteriano cuando se

realiza o no el acondicionamiento del cultivo.

A partir de estos resultados se concluyé que el acondicionamiento del cultivo no influye
significativamente en la fermentacion de pulpas de frutas y hortalizas. Esto puede sugerir
gue: (1) las bacterias crecen de manera adecuada en estos sustratos sin necesitar la
accion de sustancias con actividad prebiotica, (2) que el efecto de éstas sustancias
puede ser mas importante durante el almacenamiento y no durante la etapa de
crecimiento y/o (3) que la cantidad (proporcion) de la bebida (ya sea de avena o de soya)
no fue suficiente para que su efecto fuera significativo. Por lo tanto, se tomd la decision

de evaluar el proceso fermentativo en las mezclas con adicién directa del cultivo.

6.2 Fermentacion de mezclas

6.2.1 Disefio experimental

Con el objetivo de evaluar la viabilidad técnica de la fermentacion se realizaron ensayos
experimentales, aplicando los resultados de la primera etapa. En consecuencia, se
emplearon las mezclas amarillas, rojas y verdes seleccionadas en el capitulo 5 y el
cultivo mixto 1 (apartado 3.1.2) en una dosis aproximada de 1x10® UFC/g de mezcla, en

adicién directa (apartado 3.3.3) y el procedimiento detallado en el apartado 3.3.4.
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Con el fin de establecer si estos mismos resultados pueden obtenerse cuando se
emplean cultivos diferentes, posteriormente se evalué la fermentacion de las mezclas con
el cultivo mixto 2, y con los cultivos simples 1y 2 (apartado 3.1.2). La Figura 6.3 presenta

el esquema para estos ensayos. Cada ensayo de fermentacion se realizé por duplicado.

En el presente capitulo se muestran los resultados obtenidos para las mezclas. Puede

consultarse el ANEXO D para ver los resultados de la fermentacién de pulpas de

hortalizas.

SUSTRATOS TIPO DE CULTIVO
Ahuyama

HORTALIZAS -+ Remolacha > | CULTIVOS MIXTOS
Espinaca

Amarilla | CULTIVOS MIXTOS

MEZCLAS > 1
|CULTIVOS SIMPLES -
ADICION DIRECTA

Figura 6.3: Esquema para la evaluacion de la fermentacion con diferentes cultivos.

De acuerdo con la particularidad del proceso aplicado, se espera que las bacterias
lacticas crezcan como consecuencia del consumo de las fuentes de carbono disponibles
(reduccion en los soélidos totales), produciendo &cido lactico, lo que aumenta la acidez
titulable y disminuye el pH del sustrato hasta un nivel que inhibe las bacterias presentes
en el medio. En consecuencia como variables de respuesta se consideraron las
propiedades fisicoquimicas (pH, acidez titulable, soélidos solubles y totales) y el
crecimiento de las bacterias inoculadas, determinadas mediante los métodos
establecidos en el apartado 3.2.1. Se realiz6 el seguimiento de estas variables a lo largo

de 16 horas de fermentacion.

Posteriormente se realizaron pruebas de andlisis sensorial de acuerdo con lo detallado
en el apartado 3.2.3 con el fin de establecer si la fermentacién afecta las propiedades

organolépticas y la aceptabilidad de las mezclas.
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6.2.2 Resultados de variables fisicoquimicas y crecimiento
bacteriano

En la Figura 6.4 se presentan los resultados del seguimiento de soélidos solubles y del
conteo de bacterias lacticas realizado para las mezclas: amarilla, roja y verde cuando se
realiza la fermentacién con el cultivo mixto 1. En la Figura 6.5 se presentan los resultados
obtenidos para el seguimiento del pH y la acidez titulable. También se presenta un

resumen de estos resultados en la Tabla 6-9 para facilitar la comparacion de los mismos.
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Figura 6.4: Sélidos solubles y bacterias lacticas durante la fermentacion de mezclas con
el cultivo mixto 1.
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Figura 6.5: pH y acidez titulable durante la fermentacion de mezclas con el cultivo mixtol.
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Tabla 6-9. Propiedades fisicoquimicas y cantidad de bacterias lacticas antes y después
de la fermentacion de mezclas con el cultivo mixto 1.

Tiempo : . Bacterias
Mezcla |incubacion °Brix pH (m:c@e_z izl lacticas
) g. acido /g pulpa) (UFClg)
_ 0 10.0 +0.12 4.75 +0.042 0.040 + 0.007°c 1.8 x 10*
(Glf/clg?n) 16 9.8+04% | 458+0.11° 0.045 + 0.000% 5.5 x 106
16 (Control)| 10.0 +0.12 4.85 + 0.04° 0.038 + 0.003°¢ 0
_ 0 12.0+0.4° 4.22 +0.05% 0.040 + 0.002¢ 4.1x103
?I\TS‘XS‘)"‘ 16 12.3+0.2° | 4.08+0.02¢ 0.053 + 0.000° 1.6 x 107
16 (Control) | 12.3+0.4° | 4.20 +0.05% 0.041 + 0.000°° 0
0 7.9+0.3° 4.33 +0.09° 0.090 + 0.0112 2.0 x 10°
E/F?Ed;)’ 16 82+0.2° | 4.32+0.05° 0.083 + 0.0042 0
16 (Control) | 8.4 £0.4° 4.32 £0.08° 0.086 = 0.000% 0

Los valores medios + SD (n=2) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

El comportamiento observado en las variables de respuesta cuando se fermentan las
mezclas amarilla y roja con el cultivo mixto 1 concuerda con lo esperado: hay un
descenso de pH, un aumento de acidez titulable y un crecimiento de las bacterias lacticas
inoculadas. Sin embargo, la concentracion de solidos solubles no disminuye
significativamente durante el proceso. Se observan diferencias significativas en el pH de
las pulpas fermentadas con las iniciales y el control, lo cual confirma que esta pauta se
debe la accion de los microorganismos durante la incubacion. El anterior comportamiento
se repite para la acidez de la pulpa amarilla, pero no para la roja, ya que en esta ultima el

aumento de acidez no es significativo.

En la mezcla verde no se presentd una supervivencia de bacterias lacticas debido a que
las caracteristicas del medio afectan de forma importante su viabilidad. Como resultado,
no se presentan cambios significativos en las variables de respuesta (ver Tabla 6-9).
Considerando que la pulpa de espinaca tuvo indicadores positivos de fermentacién, la
inhibicibn del mantenimiento bacteriano se debe a la adicion de la pulpa de feijoa,

posiblemente a su bajo pH, alta acidez y al tipo de acidos organicos presentes.

Se presenta un crecimiento significativo de las bacterias lacticas inoculadas en el tiempo
de fermentacion evaluado, de 4 y 2 6rdenes de magnitud para las pulpas amarilla y roja

respectivamente. En el caso de la pulpa roja el nivel de concentracion de las bacterias
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lacticas al final del proceso fue el minimo requerido (1x10® UFC/g) para que se considere

como funcional la actividad bacteriana, mientras que en la pulpa amarilla fue superior.

A manera de resumen en la Figura 6.6 se comparan los resultados para la fermentacion
de todos los sustratos evaluados (frutas, hortalizas y mezclas), con adicién directa de

cultivo mixto 1.
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Figura 6.6: (A) pH, (B) acidez titulable, (C) sélidos solubles y (D) bacterias lacticas antes
y después de la fermentacion de pulpas de frutas, hortalizas y sus mezclas.

En esta figura puede verse: (1) descenso en el pH en las pulpas de hortalizas; (2)
aumento en la acidez titulable de las hortalizas y en la mezcla amarilla; (3) crecimiento

bacteriano en las pulpas de mango, ahuyama, remolacha, espinaca y en las mezclas
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amatrilla y roja; (4) muerte de las bacterias lacticas inoculadas en las pulpas de guayaba,

feijoa y en la mezcla verde.

Los resultados de la fermentacion de las mezclas cuando se emplean otros cultivos se
resumen en la Tabla 6-10. Se destaca que no hay una variacion significativa para los
sélidos solubles al comparar las pulpas iniciales (t=0) y las fermentadas en ninguna de

las mezclas.

Tabla 6-10. Propiedades fisicoquimicas y bacterias lacticas antes y después de la

fermentacidon de mezclas con diferentes cultivos.

Tiempo Acidez titulable | Bacterias
Mezcla | Cultivo |incubacién °Brix pH (meq. acido /g | lacticas
(h) pulpa) (UFC/g)
Mixto 2 0 9.3+0.1° 4.62 +0.012 0.032 + 0.0017" | 2.3x 108
ixto
16 8.9 +0.1bcd 4,13 +0.01" 0.048 + 0.001¢ | 3.7 x10°
Roja . 0 8.9+0.1°¢ | 4.67+0.01* | 0.031+0.001%" | 4.6 x 10*
Simple 1
(GyRm) 16 9.2 +0.1% 4.13+0.03" 0.050 + 0.004¢ | 5.3 x 10°
) 0 8.9 + 0.0Pcd 4.67 +0.022 0.033 +0.001%9 | 7.4 x 103
Simple 2
16 9.0+ 0.1%¢d | 4.42 +£0.03%% | (.038 + 0.001¢f 0
Mixto 2 0 11.2 0.0 | 4.46 +0.02% 0.029 + 0.001%" | 6.7 x 104
ixto
16 11.2+0.12 4.28 +0.01¢ 0.039 + 0.001¢ | 3.7 x 107
Amarilla | .o 0 11.2+0.1® | 4.47+0.01° 0.027 +0.001" | 4.3 x10*
imple
(MgAy) P 16 11.1+0.0® | 4.14+0.01" 0.059 + 0.001¢ | 6.1 x 10°
) 0 11.1£0.02 | 4.44+0.01°¢ | 0.027 +0.0019" | 7.2 x 10°
Simple 2
16 11.2+0.12 | 4.41 +0.01%% | 0.029 + 0.0019" 0
Mixto 2 0 8.5+ 0.4% | 4.40 + 0.02¢%f 0.089 + 0.0012 | 9.5 x 104
ixto
16 8.8 £0.20de | 436 +0.01f 0.091 + 0.0022 | 2.3 x 103
Verde | ooy 0 8.6 +0.3°% | 4.41+0.01°® | 0.086 +0.0012 | 9.1 x 10*
. imple
(FIEs) P 16 8.4+0.1% | 4.38+0.01 | 0.090+0.002% | 5.2 x10*
) 0 8.2+0.2¢ | 4.42+0.01% | 0.082 +0.001P | 5.9 x 10*
Simple 2
16 8.4+0.2% | 4.41+0.01®% | 0083+ 0.001° 0

Los valores medios £+ SD (n=2) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Para los diferentes sustratos puede observarse que:
= Mezcla roja: se presenta un mayor crecimiento del cultivo mixto 2 en comparacion
con el simple 1, por lo que se puede decir que las cepas funcionan mejor en co-
cultivo. No se observa mantenimiento microbiano de la cepa de Bifidobacterium

lactis (cultivo simple 2) luego de las 16 horas de incubacion. Sin embargo, las
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variaciones presentadas en las propiedades fisicoquimicas pueden indicar una
actividad microbiana previa.

= Mezcla amarilla: ademas de los cambios obtenidos por el proceso fermentativo,
se observan variaciones significativas al emplear diferentes cultivos. El pH es mas
bajo y la acidez mas alta con el cultivo simple 1, el cultivo mixto2 y el cultivo
simple 2, respectivamente. Se observGé un crecimiento y mantenimiento
microbiano de las cepas inoculadas acorde con los cambios de las propiedades
fisicoquimicas. El cultivo simple 2 no presento mantenimiento posiblemente
debido a las condiciones del sustrato (bajo pH y alta acidez).

= Mezcla verde: no se observa crecimiento microbiano en ninguno de los cultivos
empleados. Por lo tanto, para los indicadores valorados no se presentan
diferencias significativas antes y después de la incubacion. Sin embargo, se
observd mantenimiento de los cultivos mixto 2 y simple 1, posiblemente debido a
gue en los dos cultivos esta presente la cepa Lactobacillus acidophilus que es

mas resistente a las condiciones del sustrato.

Para complementar estos resultados y confirmar la viabilidad de la fermentacién de las
hortalizas con otros cultivos, se realizaron ensayos experimentales similares con pulpas
de ahuyama, remolacha y espinaca, cuyos resultados pueden consultarse en el ANEXO
E. Todas mostraron un mantenimiento y crecimiento microbiano que se refleja a través
de los indicadores de fermentacion: un descenso significativo en el pH acompafado de
un aumento en la acidez titulable. Sin embargo, no se observan diferencias significativas

debidas al empleo de uno u otro cultivo.

En conclusion, no se observaron diferencias significativas en la fermentacién lactica de
las hortalizas y las mezclas al emplear cultivos lacticos con una composicion diferente a
la del cultivo mixtol. Sin embargo, ya que éste se encuentra con una mayor facilidad en

el mercado colombiano se continué el estudio con este cultivo.

6.2.3 Resultados de la evaluaciéon sensorial

Se realizd la evaluacion sensorial de las mezclas con el objetivo de establecer los

cambios sensoriales producidos por la fermentacién. Para ello se consideraron dos
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metodologias (detalladas en el apartado 3.2.3): la primera orientada hacia el consumidor
y relacionado con la aceptabilidad de los productos fermentados (analisis heddnico) y la

segunda enfocada en el producto y sus atributos sensoriales (andlisis descriptivo).

Asi, para las pruebas hedonicas se considero el tipo de cultivo empleado como variable
de estudio y la aceptabilidad como variable de respuesta. Para las pruebas descriptivas
se emple6 la mezcla mejor valorada en las pruebas hedoénicas, asi, la variable de estudio
fue el sustrato y las caracteristicas organolépticas como variables de respuesta. Los
resultados se compararon con los obtenidos para las mezclas antes del proceso

fermentativo.
= Analisis heddnico
En la Figura 6.7 y la Tabla 6-11, se presentan los resultados para el analisis sensorial

hedodnico de las diferentes mezclas.

Tabla 6-11. Resultados de analisis sensorial hedonico.

) Mezcla fermentada
Mezcla Sin fermentar - - -
Mixto 1 Mixto 2 Simple 1
Roja (GyRm) 2.0+0.8¢ 2.1+0.8% 2.2 +0.8% 2.1+0.9%
Amarilla (MgAy) 29+0.42 29+0.42 2.8+0.42 2.8 +0.5®
Verde (FJEs) 2.3+0.7¢ 2.3+0.8 2.5+0.7%

Los valores medios + SD (n=90) que no comparten una letra, son significativamente diferentes con
un nivel de confianza del 95%.

En la mezcla roja no se observan diferencias significativas entre muestra fresca y la
fermentada con los diversos cultivos (Figura 6.7 (A) y Tabla 6-11). Sin embargo, el perfil
de aceptacion cambia con la fermentacion: en la pulpa sin fermentar solo el 27% de los
consumidores expresa agrado, mientras que en la pulpa fermentada se tiene: 37% para

el cultivo mixto 1, 41% para el cultivo simple y 43% para el mixto 2.

Los consumidores expresaron que la remolacha domina el perfil sensorial de la mezcla.
Por lo tanto, si la hortaliza es del agrado del consumidor la mezcla es aceptada. Debido a
gue durante la fermentacion aumenta la acidez de la mezcla, las caracteristicas

sensoriales de la guayaba resaltan, lo que puede influenciar el aumento en la aceptacion.
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También se destaca que después de la fermentacion se reduce el porcentaje de
consumidores que no expresan una decision (ni me gusta, ni me disgusta) y de los que
expresan desagrado por el producto fermentado. Solo la pulpa fermentada con el cultivo
simple 1 (cepa Lactobacillus acidophilus) presenta un pequefio aumento en el porcentaje
de consumidores a los que les desagrada.
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Figura 6.7: Andlisis sensorial de mezclas sin fermentar y fermentadas con varios cultivos.
(A) Mezcla roja, (B) Mezcla amarilla (C) Mezcla verde.

Para la mezcla amarilla el porcentaje de aceptacibn aumenta ligeramente cuando se
fermenta con los cultivos mixtos. Cuando se emplea el cultivo simple 1, el sabor acido es

muy alto por lo cual la aceptacion desciende un poco (78%). En las mezclas fermentadas
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se observa que cuando el porcentaje de consumidores que expresan agrado disminuye,
aumenta el porcentaje de los que no expresa ni agrado ni desagrado. El puntaje obtenido
para la mezcla antes y después de la fermentacidbn se mantiene cuando se emplea el

cultivo mixto 1.

Para la mezcla verde el proceso de fermentacion favorece la aceptacion de la pulpa, en
especial cuando se realiza con el cultivo simple 1, pero el porcentaje de consumidores
gue expresa agrado por la mezcla es bajo: 56% cuando se fermenta la mezcla con el
cultivo mixto 2 y 60% cuando se emplea el cultivo simple 1. Sin embargo, este aumento
no tiene un impacto significativo en la puntuacion promedio de las pulpas como puede
verse en la Tabla 6-11 y en la Figura 6.7 (D). Como se esperaba por el comportamiento
discutido previamente, una de las observaciones mas frecuentes dadas por los

consumidores esta relacionada con el deterioro del color.

Considerando que los resultados obtenidos para el analisis hedénico fueron
determinados para mezclas fermentadas con diferentes cultivos por lo que se trata de
una variable discreta, se aplico la prueba de Chi?, partiendo de la hipétesis nula de que

no existe asociacion entre la eleccion del consumidor y el tipo de cultivo empleado.

En todos los casos se encontraron valores de p mayores de 0.05 tanto para el coeficiente
de Pearson como para la relacién de verosimilitud. Este resultado permite el rechazo de
la hipotesis nula, por lo que puede deducirse que el tipo de cultivo empleado esti

asociado con la decision de preferencia de los consumidores.

En conclusion, se tiene mayor aceptacién para la mezcla amarilla, seguida de la verde y
por ultimo, la roja. Adicionalmente, la prueba estadistica indica que el consumidor toma la
decisibn de aceptar o no una mezcla en relacibn con el cultivo empleado. Los
consumidores resaltaron el sabor acido en las tres mezclas (en especial para la roja y la
verde), el cual puede balancearse (mediante el indice de madurez) para que la
aceptacion de las mezclas aumente. De acuerdo con estos resultados se seleccioné la
mezcla amarilla y la fermentacién con el cultivo mixto 1 para realizar las pruebas

descriptivas.
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» Pruebas descriptivas
Las pruebas descriptivas se aplicaron en la mezcla amarilla ya que fue la de mejores
resultados en las pruebas de aceptacion. Adicionalmente se realizaron pruebas
descriptivas para las pulpas amarillas fermentadas antes de la mezcla con el fin de
identificar los cambios sensoriales en cada una de las pulpas. Los resultados se
compararon con los obtenidos previamente en el apartado 5.4 para las pulpas amarillas

(ahuyama, mango y mezcla).

Los resultados de la evaluacion sensorial de todas las pulpas se recogen en la Tabla
6-12, con el objetivo de comparar los cambios presentados para cada sustrato en las

diferentes propiedades evaluadas.

Inicialmente se evalu6 la pulpa de ahuyama (Figura 6.8 (A)), posteriormente la pulpa de
mango (Figura 6.8 (B)) y finalmente la mezcla (Figura 6.9). Los resultados se presentan
en forma de diagrama conocido frecuentemente como QDA (Quantitative Descriptive

Analysis).

Tabla 6-12. Resultados de la evaluacion sensorial de pulpas de ahuyama, mango y
mezcla amarilla, antes y después de la fermentacion.

. Ahuyama Ahuyama | Mango sin Mango Mezcla sin Mezcla
Propiedad sin
f fermentada | fermentar | fermentado | fermentar | fermentada
ermentar

Apariencia 9.60 + 0.66% | 9.68 £ 0.49% | 9.41 +0.52% | 9.57 +0.36% | 9.22 +1.58%* | 9.50 + 0.79°
Consistencia | 9.38 £+ 0.752 | 9.48 +0.80% | 6.05 +0.92° | 4.78 +1.12° | 6.07 + 1.79" | 4.89 + 1.76"
Color 7.93+0.942| 758 +1.112 | 2.93+0.60° | 2.52 +0.52¢ | 515+ 1.27° | 5.88 + 1.42°
Olor  1713+1.175|3.33+0.72°| 9.51 + 0.452 | 9.45+0.57% | 9.09+0.76 | 8.93 + 0.87°
caracteristico
Sabor 4cido | 0.50 £+ 0.559 | 9.07 + 1.152 | 2.68 + 0.48° | 5.61 +0.59 | 2.68 + 1.28° | 5.63 + 1.51
Sabor dulce |6.66 +0.69° [6.83+0.41° |5.72+1.23% | 0.80+0.82% | 7.13+1.412 | 7.06 + 1.482
Sabor 124941100 1.91+1.41° | 8.85 + 0.66% | 8.52+0.66% | 8.32 + 1.67° | 8.63 + 0.94
caracteristico
Textura 3.55+1.42°|4.18+1.53%| 7.51+0.432 | 7.38+0.462 | 7.77 +1.632 | 7.42 +1.382

Los valores medios +

significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

SD (n=12) que no comparten una letra, en la misma fila, son

Las principales diferencias obtenidas para la pulpa de ahuyama debido a la fermentacién
estan en el olor caracteristico y en el sabor (caracteristico, acido y dulce). Se presenta
una reduccion del olor y sabor caracteristicos a ahuyama debido al desarrollo de otros

aromas por la accion de las bacterias; simultaneamente el sabor acido aumenta mientras
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gue el dulce se reduce por la produccion de &cido lactico y el consumo de los
carbohidratos, respectivamente. En el mango se mantiene el sabor dulce después de la
fermentacion, la principal diferencia estd dada por el sabor acido, que aumenta con la
fermentacion.

Apariencia
.0

Apariencia
10 10.0

Textura Consistencia Textura Consistencia

Sabor Sabor
. Color L d Color
caracteristico caracteristico
Sabor dulce O'Of . Sabor dulce O'Of .
caracteristico caracteristico
Sabor acido Sabor acido
(A) (B)

Ahuyama: Sin fermentar (A), fermentada (). Mango: Sin fermentar (0), fermentada (m).

Figura 6.8: Analisis descriptivo (QDA) para las pulpas de ahuyama (A) y mango (B) antes
y después de la fermentacion.

Los cambios mas relevantes en la mezcla amarilla observados después de la
fermentacion (Figura 6.9) son: consistencia mas liquida y color ligeramente més amarillo
gue naranja, pero la mayor diferencia esta en el sabor acido. Las demas caracteristicas
se mantienen: la apariencia y la textura fueron consideradas como adecuadas, sin
defectos; la consistencia se valoré6 como cercana a la de un pudin, el olor y el sabor

caracteristicos se cuantificaron como altos y el sabor dulce se valor6é en un punto medio.

La Figura 6.10 muestra el analisis descriptivo QDA y permite apreciar los cambios
producidos por la mezcla amarilla, antes y después de la fermentacién. Se mantiene la
similitud entre el perfil sensorial de la mezcla y el mango antes y después de la
fermentacion, en especial en atributos como consistencia, olor y sabor caracteristicos,
sabor dulce y textura, en donde no se observan diferencias significativas entre la pulpa
de mango y la mezcla. En ningun caso se observé una diferencia significativa entre los

resultados obtenidos para la apariencia de las pulpas.
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Apariencia
10.0

Textura Consistencia

Sabor

. Color
caracteristico

Olor

Sabor dulce L
caracteristico

Sabor acido
Mezcla amarilla (Mango — Ahuyama): Sin fermentar (0), fermentada (m).

Figura 6.9: Andlisis descriptivo (QDA) para la mezcla amarilla, antes y después de

fermentar.
Apariencia Apariencia
10.0 & 10.0
Textura . Consistencia Textura Consistencia
Sabqr . Color Sabqr . Color
caracteristico caracteristico
Sabor dulce 0|0[ . Sabor dulce O"’f )
caracteristico caracteristico
Sabor &cido Sabor acido
(A) (B)

Sin fermentar: Ahuyama (A), mango (0) y mezcla (0). Fermentadas: Ahuyama (), mango (H) y
mezcla (m).

Figura 6.10: Andlisis descriptivo (QDA) para ahuyama, mango y mezcla, (A) antes y (B)
después de la fermentacién.

A pesar de que los jueces identificaron un incremento en el sabor acido en todas las
pulpas producido por la fermentacion, no reconocieron una reduccién en el sabor
caracteristico ni en el sabor dulce de la pulpa (en especial para el mango y la mezcla).
Por lo tanto, el desarrollo de acidez no ha ocultado las principales caracteristicas del

perfil del sabor.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriormente discutidos se complementd la
evaluacion con ayuda de un panel de tres expertos (con experiencia en el disefio de
aromas para alimentos), con el fin de identificar cambios mas especificos producidos por
el proceso fermentativo en el perfil sensorial del a mezcla amarilla. Los resultados

obtenidos se presentan en la Figura 6.11.

Se valoraron 10 descriptores diferentes caracteristicos de la pulpa de mango: dulce,
frutal, maduro, acido, terpénico?, pulpa, tropical, vegetal, fresco y jugoso. La fermentacion
produjo una reduccion de la sensacién vegetal en la mezcla y un aumento significativo en
la percepcion de los siguientes descriptores: frutal, acido, terpénico, fresco y jugoso.

Dulce
10.0

Jugoso 8.0 Frutal
b b

Fresco Maduro
Vegetal Acido
b
Tropical Terpénico

Pulpa

Mezcla amarilla (Mango — Ahuyama): Sin fermentar (0), fermentada (4). Los valores medios + SD
(n=3) que no comparten una letra, en el mismo descriptor, son significativamente diferentes con
un nivel de confianza del 95%

Figura 6.11: Andlisis descriptivo (QDA) obtenido por el panel de expertos para la mezcla
amarilla antes y después de la fermentacion.

2 Sensacion verde, algo resinosa que recuerda la cascara de algunos frutales como los citricos y
el mango.
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6.2.4 Resultados de otros autores para la fermentacion lactica de

sustratos similares

Se consultaron diversas fuentes que emplearon la fermentacion lactica en diversas frutas

y hortalizas para comparar sus resultados con los encontraron en el presente estudio. En

la Tabla 6-13 se recopilan los principales aspectos de algunas fuentes seleccionadas.

Tabla 6-13. Reportes de estudios de fermentacion lactica en frutas y hortalizas.

Cepas Condiciones de proceso Observaciones complementarias | Referencia
En todos los casos se presento
aumento de acidez y descenso de
Lactobacillus pH: 3.7 £ 0.0 (L. acidophilus), 5.0 =
acidophilus, | Sustrato: Remolacha 0.1 (L. casei), 5.0 £ 0.0 (L.
Lactobacillus delbrueckii), 4.1 + 0.1 (L.
casei, T =30°C plantarum) (Yoon et
Lactobacillus | t=24h al., 2005)
delbrueckii, pH=6.3 Concentracion final:
Lactobacillus | In6culo =5 -6 Log UFC/mL 27.8 x 108 UFC/mL (L. acidophilus),
plantarum 16.7 x 108 UFC/mL (L. casei),
15.3 x 108 UFC/mL (L. delbrueckii),
9.2 x 108 UFC/mL (L. plantarum)
Leuconostoc Sustrato: Zumo y pasta de Se. mantuvo el pH constante
mesenteroid cebolla, zanahoria y coles adicionando KOH y NH4OH.
es ssp. T =26°C El sustrato se agité durante la (Champagn
. t=14h fermentacion (60 rpm) e etal.,
Mesenteroid
os pH=6.0-5.8 - 2010)
In6culo =7.0 £0.9 Log Concentracion final:
UFC/mL 10.1 + 0.3 Log UFC/mL
Weissella Sustrato: Smoothies Se fermentaron muestras control
cibaria, rojo (cerezas, tomates, moras, | (sin indculo) que también
Lactobacillus | ciruelas) y verde (kiwi, hinojo, presentaron crecimiento: .

. . (Di Cagno
plantarum, espinaca y papaya) 3.1 Log UFC/g (rojo) ot al
Lactobacillus | T = 25°C 2.92 Log UFC/g (verde) v

2011a)
sp. y t=24h
Lactobacillus | pH = 3.50 (rojo); 3.95 (verde) Concentracion final:
pentosus Inéculo = 7.0 Log UFC/g 9.50 Log UFC/mL
Lactobacillus
plantarum, Sustrato: Zumo de granada El pH descendio a 3.20 + 0.02.
Weissella L. plantarum aislado de tomates
cibaria, L. T =30°C mostro mayor crecimiento (7.0 = (Filannino
plantarum, t=120h 0.3-9.0+0.2 Log UFC/mL) etal,, 2013)
Pediococcus | pH =3.52 v
acidilacticiy | Inéculo=7.0+0.3 Log Concentracion final:
Pediococcus | UFC/mL 7.3 +0.01-7.6 £ 0.03 Log UFC/mL

pentosaceus
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Cepas Condiciones de proceso Observaciones complementarias | Referencia
Lactobacillus Se observo reduccion del pH con
acidophilgs, Sustrato: Zumo de mango las cuatro cepas (3.5 — 3.0)
Lactobacillus T = 30°C
delbrueckii, t=72h Concentracion final: (Reddy et
Lactobacillus pH=45 1.5x 102 UFC/mL (L. casei) al., 2015)
plantarum y L 1.7 x 10° UFC/mL (L. acidophilus)
Lactobacillus | MoCUI0 = 5:0 Log UFC/mL 2.0 x 10° UFC/mL (L. delbruecki)
casei 2.2 x 10° UFC/mL (L.plantarum)
El sustrato se tratd previamente
con pectinasa, adicion de
Sustrato: Guayaba suplementos (K2HPO4, KH2POa4,
MgSQas, NaCl, (NH4)2S0O4, glicina y
Lactobacillus | T =37°C sacarosa) y ajuste de pH. (Bhat et al.,
plantarum t=16h El sustrato se agité durante la 2015)
pH=7.05+0.05 fermentacion (120 rpm)
Inéculo = 5.0 Log UFC/mL
Concentracion final:
7.5-9.0 Log UFC/mL
Lactobacillus | Sustrato: Puré de cereza y de i
plantarum, brécol pH final = consta}nte.(cereza)
La_ctobz?\cillus T= 34°C y 4.28 - 3.46 (brécoli) . .
spicheri, _ t = 24N (Filannino
Lactobacillus _ Concentracion final: et al., 2015)
fermentum y pH=4.01 0'2,8 (gereza) 1.0 Log UFC/mL (cereza)
Lactobacillus | 6:51 + 0.03 (brocoli 1.5 Log UFC/mL (brécoli)
reuteri Inéculo = 8.30 Log UFC/ml '
Todas las cepas mostraron una
Lactobacillus | Sustrato: Zumo de anacardo reduccién de la concentracion de
acidophilus, microorganismos viables, una
Lactobacillus | T =30°C reduccion de pH (3.7 -3.9) y (Kaprasob
caseiy t=48h aumento de acidez titulable et al., 2017)
Lactobacillus | pH =4.0
plantarum Inéculo = 9.18 Log UFC/mL Concentracion final:
6.00 Log UFC/mL
Sustrato: Bebida de copoazu -
Las condiciones de proceso son
Lactobacillus | T =10 - 41°C variables. (Pereira et
casei t=24h o al., 2017)
pH =429 711 Concentracion final:
Inéculo = 8 - 9 Log UFC/mL | 00 Log UFC/mL
Bifidobacteri Se mantuvieron condiciones
um lactis, Sustrato: Zumo de albaricoque | anaerdbicas. Se ajusto el pH inicial
Bifidobacteri con NaOH (4N). En todos los casos
um longum, | T =37°C se presento reduccion del pH (4.8 £ | (Bujna et
Lactobacillus | t=24h 0.1-5.1+0.2) al., 2018)
caseiy pH=6.5

Lactobacillus
acidophilus

Inéculo = 6.0 Log UFC/mL

Concentracion final:
8.0 Log UFC/mL
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Como observaciones de las fuentes consultadas se destacan:

* Todos los casos la inoculacion se realiza empleando un acondicionamiento previo
del cultivo en medio MRS. La concentracion de este inéculo es alta (mayor de 6
Log UFC/g o mL) y se adiciona en una proporcién que varia del 5 al 10% (p/p) del
sustrato.

» En algunos casos se reporta una disminucibn de las bacterias viables
acompafiado de un descenso en el pH y aumento en la acidez, razén por la cual
puede deducirse que la produccion de &cidos organicos estd asociada con el
mantenimiento metabdlico de las bacterias.

= Hay estudios en los que se emplean cultivos con cepas mixtas y otros en los que
se emplean cepas simples. Asi mismo se reportan cepas comerciales como
microorganismos aislados en el laboratorio.

= Para algunas fermentaciones se reporta el acondicionamiento del sustrato
mediante la adicién de nutrientes o ajuste de pH.

= Generalmente la temperatura del proceso fermentativo es menor (25-37°C) a la
empleada en este proyecto (42°C), mientras que los tiempos de proceso varian
de 16 hasta 120h.

» La mayor parte de las cepas empleadas son de origen vegetal. En ninguno de los
casos se emplearon cultivos mixtos de yogurt (Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii).

»= Son pocos los reportes encontrados para la fermentacion de sustratos en los que
se combinan frutas y vegetales, lo que remarca el aspecto innovador de los

resultados obtenidos.

En el reporte de Di Cagno (Di Cagno et al.,, 2011a) de destaca adicionalmente: (1)
utilizacion de bacterias lacticas aisladas como parte del mismo trabajo; (2) solo se
incluyeron hortalizas en el batido verde y en una baja proporcion (hinojo 7% p/p y
espinaca 8% p/p); (3) se empled el modelo de Gompertz para encontrar los parametros
de las cinéticas de crecimiento; (4) se presentd descenso de °Bx, pH y glucosa, aumento
de acidez titulable y de acido lactico; (5) se evaluaron algunas propiedades durante el
almacenamiento (4°C), encontrando disminucién en la actividad antioxidante; (6) se
realiz6 un andlisis sensorial con un panel de 10 jueces no entrenados para comparar

muestras fermentadas con diferentes inodculos.
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Como conclusiones del capitulo se tienen las siguientes:

Bajo las condiciones de los ensayos realizados se descartaron como procesos
previos a la fermentacion la neutralizacion y el acondicionamiento del cultivo,
debido a que no se present6é un efecto positivo sobre el crecimiento de las
bacterias inoculadas. Se resalta que en la neutralizacion se presentd un deterioro
de las propiedades sensoriales y en el caso del acondicionamiento se favorece la
acidificacién cuando se emplean bebidas de soya o avena.

Al realizar la fermentacibn empleando cultivos con una composicion diferente
(adicionando las cepas Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium lactis) se
obtienen resultados similares, mientras que al inocular las cepas simples solo
crece la cepa de Lactobacillus acidophilus.

Se observé un aumento en la aceptabilidad de las mezclas después de la
fermentacién, especialmente en la roja y la verde. Lo mismo ocurre al emplear los
cultivos mixtos en comparacion con los cultivos simples.

El panel semi-entrenado identific6 como la principal diferencia debidas a la
fermentacion el sabor 4cido, mientras que el panel de expertos logré detectar
diferencias mas especificas en el perfil del aroma de las mezclas.

La revision de los resultados obtenidos por otros investigadores demuestran el
interés cientifico en el marco de esta investigacion. Las condiciones de proceso
empleadas en estas referencias son diferentes a las de este proyecto (baja
temperatura, tiempos prolongados), debido fundamentalmente al cultivo
empleado. En consecuencia, los resultados obtenidos en los productos
fermentados también difieren (descenso de pH y de bacterias viables). Muchas de
las fuentes reportadas emplean bacterias no comerciales lo cual dificulta su
aplicacion, escalamiento y aumenta el riesgo de contaminacion. Se tienen pocas
referencias en las que el sustrato sea una mezcla de frutas y hortalizas. Este

aspecto hace que sobresalgan los resultados obtenidos en el presente proyecto.




7. Estudio cinético de fermentacion

Con el objetivo de evaluar el comportamiento de las bacterias inoculadas en la mezcla
amarilla y obtener pardmetros de ajuste de modelos que permitan describir esta pauta, se
realizé el seguimiento del crecimiento de las bacterias lacticas a lo largo del proceso

fermentativo. Este crecimiento se determind por conteo en placa (ver apartado 3.2.1).

Para el modelamiento del crecimiento bacteriano se consideraron los modelos de la
ecuacion logistica, de Monod y de Gompertz. Los parametros de los modelos fueron
obtenidos empleando las ecuaciones integradas (Tabla 7-1) y las siguientes
consideraciones:

» Limites de integracién: C = Co, Concentraciéon de biomasa inicial at = 0.

= La composicion de las bacterias lacticas empleadas es constante.

= El efecto de inhibicion por sustrato es despreciable.

= El rendimiento del proceso (biomasa/sustrato - Yys) es constante a lo largo del

proceso.

Todos los ajustes de los datos experimentales a los modelos considerados se realizaron

mediante la minimizacién de la sumatoria del cuadrado de las diferencias.

Tabla 7-1. Modelos matematicos considerados para la cinética del crecimiento
microbiano.

Modelos de crecimiento Ecuacién intearada
microbiano 9
Ecuacion logistica c
xmax
dc, Cy G = C
—= = uC. |1 - — _ Zxmax )., (—ut)
dt "[ meax] 1= (1-2ex) - exp
Monod
K. c K. S
o | = b1 (S - [ ]
dt K. +C, * SO+E.CO 0 S°+§ Cy 0
M’Kendrick y Pai
1
ac, _ ., dG §=S—5-(C—Co)
dt XS dt xS
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Modelos de crecimiento EEC
microbiano 9
Gompertz
dc c in(grot—) exp (=0
d_tx _ kaln( x‘rgax) Cx — meaxexp[ n(meax) exp ]
Dénde:

Cx: concentracién de biomasa.

Cxmax: concentracion de biomasa maxima.

Cs: concentracién de sustrato.

H: velocidad especifica de crecimiento.

Ks: constante de saturacion

Yxs: rendimiento biomasa / sustrato (UFC/g sustrato)
k: parametro del modelo.

De forma simultanea se realizé el seguimiento a las propiedades bioactivas de los
sustratos con el fin de verificar si se presentan cambios o no, debidos a la fermentacion
lactica. De presentarse cambios, se tiene como objetivo la identificacion de una pauta
para los mismos que permita determinar la correlacion de los resultados obtenidos por
las diversas técnicas de analisis. Para ello se determind la actividad antirradicalaria

empleando las técnicas del apartado 3.2.4 y el andlisis estadistico del apartado 3.4.1.

Para complementar los resultados y compararlos con otros sustratos se incluyeron las
pulpas de ahuyama, remolacha y la mezcla roja en el disefio experimental. A pesar de
gue su aceptabilidad es menor, presentaron cambios significativos en las propiedades
fisicoquimicas como producto de la actividad microbiolégica y resultados muy

interesantes en la capacidad antirradicalaria.

7.1 Cinéticas crecimiento

En la Figura 7.1 se presentan los resultados del seguimiento del crecimiento bacteriano
de los diferentes sustratos: mezclas amarilla y roja y pulpas de ahuyama y remolacha. Se
observa que el comportamiento para el crecimiento de las bacterias es diferente para

cada sustrato.

Para las pulpas de hortalizas la fase que esta relacionada con la adaptacion de los
microorganismos al medio (fase lag) es de tres horas aproximadamente y en el caso de
la ahuyama se observa crecimiento incluso en este tiempo de proceso. La fase de

crecimiento exponencial llega hasta la séptima hora de proceso en los dos casos, pero la
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concentracion maxima de microorganismos es mayor para la pulpa de ahuyama (5.0 x10’
UFC/g) que para la de remolacha (9.0 x10°® UFC/g). Estas diferencias pueden deberse
tanto a las propiedades del sustrato, como a la cantidad de concentracién inicial de
microorganismos. Posteriormente se puede ver una fase estacionaria que llega hasta las
24 horas del seguimiento del proceso. Sin embargo, durante la fase estacionaria se

observa una pequefia disminucion de las bacterias viables.
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Sustratos: Ahuyama (0), mezcla amarilla (m), remolacha (0) y mezcla roja (m).

Figura 7.1: Crecimiento de las bacterias lacticas inoculadas en diferentes sustratos
durante la fermentacion.

Para la mezcla roja la fase lag dura aproximadamente 5 horas, incluso se observa una
disminucion importante en las bacterias viables durante las 3 primeras horas del proceso,
gue se debe a que los microorganismos se estan adaptando a las condiciones del
sustrato. La fase de crecimiento exponencial llega hasta la novena hora de fermentacion
y a partir de este momento se observa una fase estacionaria, y al igual que en el caso de

las hortalizas, con una pequefa disminucién en las bacterias viables.

La duracibn de la fase lag también depende de la concentracion inicial de
microorganismos (nivel de inoculacion). Si la concentracién es alta, la duracién de esta

fase es menor. En el caso de la mezcla amarilla la fase lag llega hasta la sexta hora de
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fermentacion, mientras que la fase de crecimiento exponencial puede extenderse hasta
las 24 horas de proceso. A pesar de que todas las fases son mas prolongadas, la
méxima concentracién de los microorganismos es superior a la de los otros sustratos
(aunque no se realiz6 un seguimiento por un tiempo mayor a las 24 horas de
fermentacién). Ya que la concentracion minima de microorganismos para que un
alimento sea funcional es de 1x10% UFC/g, todas las pulpas fermentadas pueden

considerarse como alimentos funcionales.

Los resultados para el modelamiento de las cinéticas de crecimiento en la mezcla
amarilla y en la pulpa de ahuyama se presentan en la Figura 7.2 y en la Tabla 7-2. Se
observa que el ajuste de los datos experimentales a los diferentes modelos cinéticos

depende del sustrato fermentado.
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Figura 7.2: Ajuste de modelos cinéticos para el crecimiento bacteriano en (A) la mezcla
amatrilla'y (B) en la pulpa de ahuyama.

Para la mezcla amarilla se observa que el modelo que presenta mayor coeficiente de
correlacion con los datos experimentales (mejor ajuste) es el de la ecuacion logistica (R?
= 0.952), seguido del modelo de Monod (R? = 0.947), mientras que el de Gompertz no

presenta un coeficiente alto de correlacion (R? = 0.842).

Tal como se mencionaba anteriormente, la fase lag es mucho mas prolongada para la
mezcla (6h) en comparacioén con la pulpa de ahuyama (3h). Esto se debe a que el

contenido de mango en la mezcla amarilla es alto (80%), lo cual implica que el pH es mas
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acido y en consecuencia las bacterias lacticas inoculadas tardan mas tiempo en

adaptarse al medio.

Tabla 7-2. Ajuste experimental de modelos cinéticos para la fermentacién de mezcla
amarilla y pulpa de ahuyama.

Mezcla amarilla (Mg-Ay) Ahuyama (Ay)
Parametros i o
Ecugc]on Monod Gompertz Ecu,ac_lon Monod Gompertz
logistica logistica
Cyo: concentracion de 1.23 x 10° 1.83 x 10*
biomasa inicial
mea_x: concent[at_:lon 1.36 x 107 4.35 x 107
de biomasa maxima
Cso: conge_nt_ramon de 0.0844 0.0221
sustrato inicial
Hm: velocidad maxima 0.547 0.861 1.007 1.883
de crecimiento ) ' ' '
Ks: constante de 0.0753 0.0298
saturacion
Yys: rendimiento 1.0 x 10%° 1.0 x 10%°
k: pardmetro del 0.1524 0.3438
modelo
2. ici
R™ coeficiente de 0.952 0.947 0.842 0.954 0.858 0.989
correlacion

En correspondencia con lo anterior, la velocidad maxima de crecimiento es menor en la
mezcla que en la ahuyama, en todos los modelos ajustados. Este comportamiento hace
evidente que para poder evaluar todas las fases de crecimiento de las bacterias lacticas

en la mezcla es necesario hacer un seguimiento mas prolongado.

Es posible que por esta razon el modelo de Monod ajuste mejor (mayor coeficiente de
correlacion con los datos experimentales), en relacion con los otros, ya que no se cuenta
con los datos suficientes para realizar el ajuste durante la fase estacionaria. Es
importante destacar que este seguimiento es de interés desde el punto de vista cientifico.
Sin embargo, desde el punto de vista practico no se recomienda que la fermentacion
dure mas de las 24 horas, ya que el desarrollo de acidez puede ser excesivo y perjudicar

la aceptabilidad del producto.

Para el caso de la ahuyama el comportamiento es muy diferente y, en consecuencia, el
ajuste de los datos experimentales también. Los modelos que mejor se ajustan al
comportamiento de los datos experimentales son el de Gompertz (R?> = 0.989) y en

segundo lugar el de la ecuacion logistica (R? = 0.954). Se obtuvo un crecimiento
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bacteriano muy alto en la hora 12 de fermentaciéon (5.84 x 10 UFC/g), que no fue

considerado en el modelamiento para mejorar el ajuste.

Al ajustar el modelo de Monod a los datos experimentales no se obtuvo un coeficiente de
correlacion adecuado (0.85). Para analizar este resultado se deben tener en cuenta
algunas consideraciones para el ajuste del modelo. Por ejemplo, el valor del rendimiento
o el valor de la velocidad maxima de crecimiento; pero, sin duda, la principal razén por la
cual el modelo de Monod no se ajusta adecuadamente, a pesar de que se emplea
frecuentemente para la descripcion matematica del crecimiento bacteriano, es porque
para esta fermentacion el crecimiento microbiano no depende de los carbohidratos a los
gue se les hizo seguimiento; es decir, los azlcares no son el sustrato limitante del

crecimiento.

Los resultados para la mezcla roja y para la pulpa de remolacha se presentan en la
Figura 7.3 y en la Tabla 7-3. Se puede ver que los modelos de la ecuacién logistica y de
Gompertz ajustan mejor en comparaciéon con la ecuacion de Monod, tanto para la mezcla

roja como para la pulpa de remolacha.
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Figura 7.3. Ajuste de modelos cinéticos para el crecimiento bacteriano en la mezcla roja
(A) y en la pulpa de remolacha (B).
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Tabla 7-3. Ajuste experimental de modelos cinéticos para la fermentacion de mezcla roja
y pulpa de remolacha.

Mezcla roja (Gy-Rm) Remolacha (Rm)
Parametros i0 i0
Ecu,ac.|on Monod | Gompertz Ecu,ac.|on Monod | Gompertz
logistica logistica
C.XO: concgr_ntracmn de 6.82 x 10° 9.45 x 108
biomasa inicial
Comax: cOncentracion 2.45 x 107 7.75 x 10°
de biomasa maxima
Cso: conge_nt_ramon de 0.0469 0.0545
sustrato inicial
Hm: velocidad maxima. | oo 2.217 0.773 0.973
de crecimiento
Ks: constante de 0.113 0.039
saturacion
Yxs: rendimiento 1.0 x 10%° 1.0 x 10%°
k: pardmetro del 0.2882 0.2760
modelo
2. i
R®: coeficiente de 0.968 0.811 0.944 0.979 0.822 0.989
correlacion

Para la mezcla roja se observa una mayor duracion de la fase lag y mayores valores para
el crecimiento bacteriano frente a los valores obtenidos para la pulpa de remolacha, tal
como se discutio anteriormente. Adicionalmente se observa un crecimiento exponencial y
maximo de la hora 6 a la hora 9. Por ello se obtiene un mejor ajuste al modelo de la
ecuacion logistica (R? = 0.97). Luego de la hora 15 de fermentacién, se presenta una
pequefia disminucién en el conteo bacteriano, que se aleja de los modelos ajustados,
debido principalmente a que éstos han sido propuestos para describir principalmente las

fases lag y de crecimiento.

Durante la fermentacion de pulpa de remolacha se obtuvo un crecimiento bacteriano muy
alto en la hora 15 de fermentaciéon (1.12 x 107 UFC/g) para uno de los ensayos de
fermentacion, al descartar éste punto se obtuvieron coeficientes de correlaciéon (R?) altos:
0.979 cuando se ajusta el modelo de la ecuacion logistica y 0.989 para el modelo de

Gompertz.

Al comparar la velocidad maxima obtenida para la ecuacion cinética para los dos
sustratos y en los dos modelos se observan valores mayores para la mezcla roja que

para la pulpa de remolacha, lo cual es contradictorio con lo esperado ya que el pH de la
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hortaliza es mas neutro que el de la mezcla. Asi mismo, la constante de saturacion (Ks)
es mucho menor para la hortaliza que para la mezcla. Sin embargo, para el modelo de

Gompertz el parametro k es similar para los dos sustratos.

Para el caso de la ahuyama los modelos que mejor se ajustan al comportamiento de los
datos experimentales son el de Gompertz (R? = 0.989) y en segundo lugar el de la
ecuacion logistica (R? = 0.954). Este comportamiento es similar al encontrado para las
pulpas rojas (mezcla y hortaliza) que se discutid anteriormente. Al igual que para la
remolacha, durante la fermentacion de pulpa de ahuyama se obtuvo un crecimiento
bacteriano muy alto en la hora 12 de fermentacién (5.84 x 10’ UFC/g), el cual fue

descartado para mejorar el ajuste de los modelos.

En el caso de la mezcla amarilla (mango — ahuyama) el comportamiento es muy diferente
y, en consecuencia, el ajuste de los datos experimentales también. Se observa que el
modelo que mejor ajusta es el de la ecuacion logistica (R? = 0.952), seguido del modelo
de Monod (R? = 0.947), mientras que el de Gompertz no presenta un coeficiente alto de
correlacion (R? = 0.842).

7.2 Evaluacion de actividad antirradicalaria

Para determinar el efecto de la fermentacién sobre la actividad antirradicalaria se realizo
el seguimiento durante el proceso fermentativo empleando diferentes técnicas analiticas
(detalladas en el apartado 3.2.3). Los resultados para el contenido de polifenoles totales

se presentan en la Figura 7.3.

Durante la fermentacién de la pulpa de remolacha se observa una reduccion significativa
en el contenido de polifenoles totales con una tendencia lineal. El valor del contenido de
polifenoles totales después de las 18 horas de fermentacion es 85% menor que el valor

inicial.

En la mezcla roja los polifenoles aumentan (aproximadamente un 20% en relacién con la
remolacha) debido a la adicion de la guayaba. El comportamiento observado durante el
proceso fermentativo es similar a la remolacha: se presenta un descenso con una

tendencia lineal proporcional al tiempo de fermentacién. En este caso las diferencias
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presentadas al inicio y al final de la fermentacion son significativas, y el valor obtenido

después de 21 horas de proceso es aproximadamente un 80% del valor inicial.
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Figura 7.3: Contenido de polifenoles totales en las pulpas rojas (A) y amarillas (B)
durante el proceso fermentativo.
En la ahuyama no se observan variaciones significativas en el contenido de polifenoles
totales a lo largo de las 18 horas de fermentacién. La adicidn de esta pulpa no afecta de
manera significativa los niveles de polifenoles en la mezcla amarilla. Sin embargo,
después de las 15 horas de fermentacion, la reduccion en la mezcla resulta significativa

en relacion con los valores iniciales (aproximadamente del 65% del valor inicial).

También se realizaron determinaciones de la actividad antirradicalaria a lo largo del
proceso fermentativo aplicando las técnicas analiticas detalladas en el apartado 3.2.3.

Los resultados para la pulpa de remolacha y la mezcla roja se muestran en la Figura 7.4.

De acuerdo con la técnica analitica empleada en la pulpa de remolacha y la mezcla roja
puede verse que:
= DPPH: no se presentan diferencias significativas en la capacidad antirradicalaria

de la remolacha durante la fermentacion. En la mezcla estos valores aumentan
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significativamente, asi como las diferencias producidas por la fermentacion, en
especial por la reduccion que se presenta en las seis primeras horas de proceso.
Después de la hora 18 los valores aumentan levemente. Este comportamiento
indica que los compuestos con actividad antirradicalaria aportados por la guayaba

son mas sensibles al proceso.
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Figura 7.4: Capacidad antirradicalaria de las pulpas rojas durante la fermentacion.

Adicionalmente, esta dinAmica puede presentarse como parte de la accidn bacteriana
asi: inicialmente los microorganismos pueden consumir parte de los antioxidantes para
adaptarse al medio. Durante la fase de crecimiento exponencial la capacidad antioxidante

permanece estable y posteriormente, durante la fase estacionaria, el acido lactico
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producido favorece la liberacién se algunos compuestos con capacidad antirradicalaria
presentes en las paredes celulares del sustrato.

= ABTS Y FRAP: no se observan diferencias significativas a lo largo del proceso

fermentativo. Sin embargo, los valores de capacidad antioxidante encontrados

mediante FRAP para la remolacha son menores que para la mezcla.

Los resultados de la evaluacién de la capacidad antirradicalaria en la pulpa de ahuyama
y la mezcla amarilla se muestran en la Figura 7.5. En ninguna de las técnicas (DPPH,
ABTS, o FRAP) se presentaron diferencias significativas debidas a la fermentacion

durante las 24 horas de proceso.

10.0 3.0

©

o
N
o

*
4
>

N
o o
——
>
L 4
>
——
>
——
>
-
>
——
>
—
>
*
>
N
S
L
>
> >
>
—@5H
>3
>>
—@=—+
po
—@S+—
>3

o
o

-

o
o
B
wn

w

<)
[y
=)

Capacidad antirradicalaria
(umol TE/ g pulpa fermentada)
n »
o o
>
s
>
——
>
—o—
>
—o—1
>
e
>
——
>
Capacidad antirradicalaria
(umol TE/ g pulpa fermentada)

[y

o
o
1]

=4
o

T T T T T ) 0.0 T T T T T T T )
9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo de fermentacion (h) Tiempo de fermentacion (h)

(A) (B)

14 4

o
w -
o

o = I
0 o N
. >

>
—p—
>
——
>
——
>

o
=

Capacidad antirradicalaria
(umol TE/ g pulpa fermentada)

o
IS
P>
>
——
>
—
>
—
>
——
>
I —
>
——
>

I
)

o
o

0 3 6 o 12 15 18 2 2
Tiempo de fermentacion (h)
©)
Ahuyama: DPPH (), ABTS (0), FRAP (2). Mezcla amarilla: DPPH (#), ABTS (@), FRAP (A).

Los valores medios + SD (n=3) que no comparten una letra, en la misma serie de datos (dentro
del mismo sustrato), son significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Figura 7.5: Capacidad antioxidante de las pulpas amarillas durante la fermentacion.
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Sin embargo, se encuentran diferentes valores de capacidad antirradicalaria de acuerdo
con la técnica analitica empleada, de mayor a menor se tienen: DPPH, ABTS Y FRAP.
Asi mismo, al utilizar DPPH y FRAP se presentan valores mayores para la mezcla en
comparacion con los obtenidos en la pulpa de ahuyama, originados fundamentalmente
por la adicion de la pulpa de fruta. Estas diferencias no se perciben cuando se emplea
ABTS.

Para poder comparar los niveles de polifenoles extraidos con otros alimentos que son
reconocidos como una buena fuente de antioxidantes en la dieta, es indispensable
considerar las porciones que una persona podrian consumir normalmente cada dia
(considerando una dieta promedio de 2000 kcal). Para ello, se recopilaron algunos de los
resultados obtenidos previamente dentro del grupo de investigacion, los cuales se

muestran en la Tabla 7-3.

Tabla 7-3. Contenido de polifenoles consumidos diariamente en diferentes alimentos

: Polifenoles totales ] Porcion Polifenoles en la
AT (Folin — Ciocalcetau) RETETEES diaria porcion?®
22.95+0.04
Nueces (mg GAE/ g muestra fresca y . 20g 172.1 (mg GAE / dia)
desengrasada) e(t\/zlilllasza:)nltg)
Jamaica 22.40 £0.02 i 150mL de | 450 0 (mg GAE / dia)
(mg GAE/ g muestra fresca) infusion ' 9
. 2083 +51.3 (Almajano | 150mL de .
Té verde (mg GAE/ L infusién) et al., 2008) | infusion 812.5 (mg GAE / dia)
6.31+0.21 (Santas et .
Cebolla (mg GAE/ g muestra seca) al., 2008) 10g 6.9 (mg GAE / dia)
R 219+6.1 8.2 GAE / di
omero (mg GAE/ g extracto liofilizado) | (Gabriela et | 150mL de 2 (mg 1a)
Tomill 334 +18.4 al., 2016) infusion 125 GAE / di
omitio (mg GAE/g extracto liofilizado) -5 (mg ia)
Remolacha* | 0.82 + 0.02 (mg GAE/ g pulpa) 164.0 (mg GAE / dia)
Mezcla roja’ | 0.37 +0.02 (mg GAE/ g pulpa) 193.8 (mg GAE / dia)
Presente 200g ,
Ahuyama’ | 0.97 +0.03 (mg GAE/ g pulpa) trabajo 73.4 (mg GAE / dia)
Mezpla7 0.27 £ 0.01 (mg GAE/ g pulpa) 53.6 (mg GAE / dia)
amarilla

3 Calculado a partir de: porcentaje de grasa en la nuez: 62,5%; humedad de la flor de Jamaica:
86%, peso promedio de una bolsa de té: 2,5g; porcentaje de humedad en la cebolla: 89%;
porcentaje de extracto en la planta: 1,5%.

4 Pulpas de hortalizas y mezclas fermentadas después de 18 y 21 horas de proceso,

respectivamente.
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Teniendo en cuenta estos resultados se puede ver que los polifenoles consumidos en
una porcion de pulpa de remolacha o de mezcla roja fermentadas son similares a los
obtenidos en una porcién de nueces y casi la mitad de los contenidos en una infusién de

flor de Jamaica o de té verde.

En las pulpas amarillas el aporte de polifenoles alcanzado es aproximadamente la mitad
del obtenido para las pulpas rojas. Tanto para las pulpas amarillas como para las rojas el
aporte diario es muy alto frente al consumo de otros alimentos reconocidos por su
actividad antioxidante como la cebolla, el romero o el tomillo, ya que la porcion que se

consume de estos alimentos es muy pequeia.

También se compararon los valores de capacidad antirradicalaria determinados por
DPPH o ABTS, en las pulpas fermentadas, con otros alimentos. Se calcul6 la capacidad
antioxidante presente en la porcién diaria de cada alimento. Los resultados se muestran
en la Tabla 7-4. Puede observarse que la ingesta de una porciéon de pulpas puede
proporcionar una cantidad similar de antioxidantes, y en algunos casos, superior a la de
otros alimentos como las nueces o hierbas aromaticas (jamaica, romero o tomillo), los

cuales generalmente son considerados como una buena fuente de estos compuestos.

Tabla 7-4. Antioxidantes consumidos diariamente en diferentes alimentos.

Alimento Capacidad antioxidante Referencia P((j)ir;i(;n antio?(?g:r?tlg?jc:ariaf’
37.63 £ 1.08 (mg TE/ g muestra .
Nueces seca y desengrasada) (DPPH) (Villasante 209 239.89 (mg TE / dia)
. 19.69 +0.42 etal., 2019) | 150mL de )
Jamaica (mg TE/ g muestra seca) infusion 49.23 (mg TE / dia)
(DPPH)
. 6344 +72.8 (Almajano | 150mL de .
Téverde | ol TE/ L infusion) (ABTS) | etal., 2008) | infusion | 2°0-18(9TE/dia)
77.6 +£2.17 (Santas et )
Cebolla (umol TE/ g muestra seca) al., 2008) 10g 21340 (mg TE / dia)
(ABTS) B
0.8 £ 0.04 (mmol TE/ g extracto .
Romero liofilizado) (ABTS) (Gabriela et | 150mL de | 2 (Mg TE/dia)
. 1.1 + 0.04 (mmol TE/g extracto al., 2016) infusion .
Tomillo liofilizado) (ABTS) 10.31 (mg TE / dia)

5 Calculado a partir de: contenido de grasa y humedad en la nuez: 62.5% y 15%,
respectivamente; humedad de la flor de Jamaica: 86%, peso promedio de una bolsa de té:
2.5g; porcentaje de humedad en la cebolla: 89%; porcentaje de extracto en la planta: 1.5%.
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Alimento Capacidad antioxidante Referencia POEI .C;_ipamdac_l s
diaria antioxidante diaria
10.27 + 0.42 (umol TE/g pulpa
(1 g pulpa) 514.10 (mg TE / dia)
Remolacha? (DPPH)
emolacha
4.56 = 0.42 (umol TE/g pulpa) .
(ABTS) 228.26 (mg TE / dia)
15.74 £ 0.18 (umol TE/g pulpa
(u g pulpa) 787.91 (mg TE / dia)
Mezcla roia? (DPPH)
ezclaroa 3.80 £ 0.48 (umol TE/g pulpa) ;
190.22 (mg TE / dia)
(ABTS) Presente 200
0.37 £ 0.14 (umol TE/g pulpa) trabajo 9 i
18.52 (mg TE / dia)
A . (DPPH)
uyama 1.98 £+ 0.29 (umol TE/g pulpa) 9911 TE / di
(ABTS) 11 (mg @)
6.93 £ 0.03 (umol TE/g pulpa) .
346.90 (mg TE / dia
Mezcla (DPPH) (mg )
amarilla® 1.87 + 0.31 (umol TE/g pulpa) .
(ABTS) 93.61 (mg TE / dia)

Se evalud la correlacion entre los métodos analiticos empleados para la determinacion

de la capacidad antirradicalaria en cada una de las pulpas. Los resultados se pueden ver

en la Tabla 7-5. De acuerdo con estos resultados se puede ver que solo unas pocas

técnicas estan correlacionadas entre si. Por lo tanto, los resultados obtenidos por cada

una de ellas son complementarios.

Tabla 7-5. Coeficiente de correlacion entre las técnicas analiticas empleadas para la
determinacioén de la capacidad antirradicalaria de las pulpas.

Técnica analitica | Remolacha | Mezcla roja | Ahuyama | Mezcla amarilla
TPC vs DPPH 0.70 0.06 0.01 0.73
TPC vs ABTS 0.96 0.27 0.05 0.13
TPC vs FRAP 0.85 0.80 0.13 0.47
DPPH vs ABTS 0.71 0.11 0.16 0.38
DPPH vs FRAP 0.45 0.19 0.21 0.49
ABTS vs FRAP 0.73 0.13 0.01 0.32

Se presenta la Tabla 7-6 a manera de resumen y con el fin de comparar los valores de

capacidad antirradicalaria obtenidos antes y después de la fermentacion. Puede verse:

6 Pulpas de hortalizas y mezclas fermentadas después de 18 y 21 horas de proceso.
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Los polifenoles totales en las pulpas rojas (remolacha y mezcla) son
significativamente menores que en las pulpas amarillas (ahuyama y mezcla).

No hay diferencias en los polifenoles de las pulpas amarillas debido a la adicién
de la fruta a pesar de que la proporcidon de mango en la mezcla es alta (80% p/p).
La adicion de guayaba aumenta los polifenoles totales de la mezcla, que
disminuyen significativamente después de la fermentacién.

Los valores de capacidad antirradicalaria para DPPH en las pulpas rojas son
significativamente mas altos que en las pulpas amarillas y, en los dos casos, la
adicion de frutas favorece esta tendencia.

La capacidad antirradicalaria (con DPPH) en las pulpas amarillas aumenta
después de la fermentacion, mientras que en las pulpas rojas disminuye. Sin
embargo, estas diferencias no son significativas.

Para ABTS o FRAP los valores de capacidad antirradicalaria de las pulpas
amarillas son menores que los de las rojas. Al comparar los valores obtenidos
antes y después de la fermentacion se observan comportamientos opuestos: con

ABTS, se tiene un aumento poco significativo; con FRAP, se presenta una

disminucioén significativa.

Tabla 7-6. Polifenoles totales y capacidad antirradicalaria antes y después de la
fermentacion de pulpas de hortalizas y mezclas.

Polifenoles
S Tiempo d.? totales (mg Capacidad antioxidante (umol TE/g pulpa)
fermentacion| GAE/g pulpa)
Folin-Ciocalteu DPPH ABTS FRAP

Pulpa de 0 0.35+0.09° |3.64+2.19FCHY | 1.91+0.48% | 0.37+0.21K
ahuyama 9 0.40 +0.19¢ 4,12 £ 2,507C" | 2.07 +0.26YK 0.28 +0.22%
Mezcla 0 0.40 +0.02¢ 6.48 + 0.20PFF | 2,13 + 0.09CHNK | 1,11 +0.157K
amarilla 21 0.27 +0.03° 7.87 £0.96°° | 1.87 +£0.31" | 0.69 + 0.08¥
Pulpa de 0 0.97 +0.138 11.34 +2.258 | 3.93 +1.02FCH | 536 + 1.530FF
remolacha 9 0.90 +0.138 10.39 + 1.88BC | 4.18 + 0.82F¢H 5.02 + 0.83FF
Mezcla 0 1.24 +0.04% 16.30 £ 0.21* | 3.70 + 0.407¢HY | 6.87 + 0.30°F
roja 21 0.97 +0.058 15.74 +0.18* | 3.80 + 0.48CHN | 5 20 + 1.53DPEFC

Los valores de polifenoles totales y capacidad antioxidante no son comparables. Los valores
medios + SD (n=3) que no comparten una letra, son significativamente diferentes con un nivel de
confianza del 95%.

Tal como se ha discutido, se observan diferencias propias de la técnica aplicada; es

decir, los valores encontrados al determinar la capacidad antioxidante mediante DPPH
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son mayores que al emplear FRAP y ABTS. Esto se debe principalmente a los diferentes
mecanismos con los que funciona cada técnica, ya sea transferencia de electrones y/o de
atomos de hidrégeno. Para las técnicas aplicadas, los detalles de los mecanismos de

reaccion se presentaron anteriormente, en la Tabla 1-3.

7.3 Seguimiento de carbohidratos y acidos
organicos

Se realiz6 el seguimiento de la sacarosa, glucosa y fructosa presentes en la mezcla
amatrilla, tal como puede verse en la Figura 7.6. En ninguno de los casos se presentd un
descenso significativo, a pesar de ser fuentes de carbono disponible para el crecimiento
de las bacterias lacticas. En el caso de la sacarosa se observan grandes variaciones, que

incluyen un pequefio aumento a partir de la hora 12 de fermentacion.

9.0

o
=}

N
=}

RS R e

> 0 o
o o o

w
=}

Carbohiratos (%)

200 3 5030858668 B B

1.0
X x ¥ ¥ X X X x X X X x X
0.0

0 3 6 9 12 15 18 21 24
7 Tiempo de fermentacion (h)

Sacarosa (4), glucosa (x), fructosa (0).

Figura 7.6: Contenido de carbohidratos en la mezcla amarilla durante la fermentacion.

Teniendo en cuenta que se presenta crecimiento de las bacterias inoculadas, este
comportamiento en los carbohidratos evaluados sugiere que estas bacterias emplean
una fuente de carbono diferente o en cantidades muy pequefias. Este comportamiento
puede presentarse en diferentes bacterias lacticas y esta influenciado por las condiciones
del sustrato. Por ejemplo, en la fermentacion lactica de la bebida de soya las bacterias

prefieren los oligosacéridos (rafinosa y estaquiosa) como fuente de carbono en lugar de
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sacarosa (Quicazan, 2012). También puede considerarse la presencia de

fructooligosacaridos, polisacéaridos, pectinas y celulosa (Mussatto and Mancilha, 2007).

Se debe considerar que el cultivo ha sido disefiado para la obtencién de yogurt a partir de
leche de vaca, en donde se tiene un pH cercano a la neutralidad (6,7) y lactosa como
fuente de carbono (aproximadamente 4,5% p/p). En este caso, el Streptococcus
thermophilus prefiere la lactosa en lugar de la glucosa como fuente primaria de carbono,
pero co-metaboliza sacarosa y lactosa usando un mecanismo de fosfotransferasa (lyer et
al., 2010). El Lactobacillus, se emplea glucosa como fuente de carbono, pero debe
considerarse que estas bacterias funcionan en simbiosis tal como se detall6 en el

apartado 1.1.1.

Las condiciones del sustrato cambian significativamente en la fermentacion de la mezcla
amarilla: el pH es acido (4,6) y los principales carbohidratos con sacarosa (6,2% p/p),
glucosa (0.7% p/p) y fructosa (2.3% p/p).

Estos cambios en las condiciones del medio afectan el metabolismo de las bacterias
lacticas inoculadas y han sido estudiados por varios autores. Por ejemplo, para
Lactobacillus, Serrazanetti (Serrazanetti et al., 2009) recopila algunos de efectos
observados en el metabolismo de Lactobacillus producidos por diferentes condiciones.
Se resalta el efecto de la presidbn osmética y de la acidez. El primero, se puede dar
cuando el sustrato tiene alta concentracién de sales o azlcares, lo que ocasiona una
pérdida del agua en el interior de la célula y puede influir en el transporte de nutrientes a
través de la membrana celular. En el segundo caso, la célula emplea diferentes
mecanismos para mantener el pH intracelular: (1) bombeo de protones desencadenado
por enzimas, (2) liberaciobn de amonio de las proteinas, (3) formacion de aminas, (4)
conversion de glutamina en glutamato en donde se consumen los iones hidronio (5)
fermentacibn malolactica y (6) desviaciébn del metabolismo del piruvato hacia los

compuestos C-4.

Considerando que estos efectos sobre el metabolismo bacteriano han sido estudiados en
alimentos diferentes, como el “Sourdough”, el comportamiento puede variar al presentado

en las mezclas (Serrazanetti et al., 2009).
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De forma complementaria se realizé un seguimiento a algunos de los acidos organicos
identificados en la mezcla amarilla (succinico, citrico, malico y lactico), tal como puede

verse en la Figura 7.8.
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Figura 7.7: Contenido de acidos organicos durante la fermentacion de mezcla amarilla.

Solo se presenta un aumento significativo en el contenido de &cido lactico. Se considerd
el modelamiento de la produccion de este acido mediante la ecuacion de Luedeking —
Piret, considerando que ésta puede estar parcialmente asociada al crecimiento
bacteriano y que el modelo ampliamente aplicado en la fermentacion lactica. Los

resultados pueden verse en la Figura 7.8.

Los resultados se obtuvieron considerando la ecuacion logistica como cinética del
crecimiento bacteriano y minimizando el cuadrado de la diferencia entre el modelo y los
datos experimentales. El coeficiente de correlacion permite establecer que los datos
experimentales no se ajustan al modelo (R?= 0.39) y los parametros obtenidos son
cercanos al cero (a =3.87 x10°y B =1.14 x10°).

Por lo tanto, se puede deducir que, en esta fermentacion especifica, la produccion de
acido lactico en la mezcla amarilla no se ajusta al modelo considerado y no esta asociada

al crecimiento de las bacterias lacticas.
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Figura 7.8: Modelamiento del &cido lactico mediante la ecuacion de Luedeking — Piret.

En resumen, el ajuste de los modelos de crecimiento bacteriano esté influenciado por las
bacterias empleadas y por su comportamiento en el sustrato. Aunque se obtuvieron
modelos con buenos ajustes de los datos experimentales, se tienen algunos limitantes.
Por ejemplo, la técnica analitica empleada para la determinacién de las bacterias viables
no permite discriminar entre las cepas empleadas para la fermentacién, lo que dificulta

identificar una dindmica de crecimiento.

Se presentaron cambios en los parametros de los modelos al fermentar diferentes
sustratos, asi como en el coeficiente de correlacion con los datos experimentales. Puede
decirse que para la fermentacion de mezclas rojas y amarillas hay modelos que
describen mejor el proceso que otros. Sin embargo, permiten tener una idea sobre lo que

ocurre durante la fermentacion y pueden mostrar anormalidades del proceso.

Al tratarse de un sustrato complejo, el modelamiento se dificulta debido a que son
multiples los factores que intervienen simultaneamente (por ejemplo, las cepas

presentes, las fuentes de carbono, los metabolitos producidos). En este caso se
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emplearon modelos no estructurados ampliamente aplicados en diversas fermentaciones
debido a su simplicidad, lo cual limita el ajuste de los datos experimentales en las fases
lag y estacionaria. Sin embargo, los modelos que consideran la variabilidad en estas
fases son mas complejos y su ajuste requiere mayor informacion el proceso. Podria
tenerse una idea del comportamiento de las bacterias a través de la fermentacién de
muestras artificiales (o sustratos modelo), de manera que se obtengan modelos que

puedan confirmarse posteriormente por medio de la fermentacién del alimento real.




8. Evaluacion de la vida util

Con el fin de evaluar el efecto de la fermentacién lactica como alternativa de
conservacion, se determind el tiempo de vida til de la mezcla amarilla sin fermentar para

luego contrastar los resultados con los de la mezcla fermentada.

El estudio de vida til se realiz6 de acuerdo con el procedimiento detallado en el apartado
3.3.5. Se plante6 un disefio experimental simple con 9 muestreos por duplicado en los
intervalos de tiempo descritos en la Tabla 8-1, para cada una de las temperaturas de
almacenamiento. Estas temperaturas se establecieron considerando que aunque los
microorganismos patégenos de frutas y verduras son muy variables con respecto a su
capacidad de crecer y reproducirse, la mayoria crecera entre 6 y 35°C (Kilcast and
Subramaniam, 2000b; Danalache et al., 2017).

Tabla 8-1. Plan de muestreo para el estudio de vida Gtil de acuerdo con las temperaturas
de almacenamiento.

Muestreo Tiempo (dias)
Temperatura de almacenamiento | 5°C | 15°C | 25°C

1 0 0 0
2 7 3 0.3
3 10 5 0.9
4 14 7 1.3
5 16 10 1.9
6 24 12 2.1
7 27 14 2.9
8 30 17 3.3
9 34 19 5.9

Se realiz6 el seguimiento periédico de variables de deterioro fisicoquimico (sélidos
solubles totales, pH y acidez titulable), microbiol6gico (conteo en placa bacterias lacticas
y de mohos y levaduras), sensorial (aceptabilidad) y bioactivo (capacidad antirradicalaria)
de acuerdo con los métodos de los apartados 3.2.1, 3.2.3 y 3.2.4. Los analisis se

realizaron en un tiempo no mayor a 48 horas.
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Con los resultados obtenidos para el seguimiento se realizé el modelamiento y la

estimacién del tiempo de vida Gtil para la mezcla amarilla fermentada.

8.1 Mezcla amarilla sin fermentar

Se realizé seguimiento del pH, sdlidos solubles totales, acidez titulable y crecimiento de
mohos y levaduras en el sustrato sin fermentar. Los resultados se muestran en la Tabla
8-2.

Tabla 8-2. Seguimiento de propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas de mezcla
amarilla sin fermentar.

Tiempo Sélidos solubles Acidez titulable Mohos y levaduras
(dias) pH (°Bx) (meq. 4cido /g pulpa) (UFC/g)

0 3.97 £0.022 12.5+0.32 0.069 + 0.0022 9.3x10'+3.2x 10!

7 4.04 +£0.03° 11.2+1.52 0.067 + 0.0012 4.8 x10%+1.5x 10?

14 4.15 +0.03° 11.6 +0.42 0.063 + 0.0052 3.5x10*+ 1.8 x 10*

17 4.13 £0.02° 11.0+0.62 0.062 + 0.062 9.7 x 10* £ 5.2 x 10*

Los valores medios £+ SD (n=4) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Aunque se observan algunas pautas en el comportamiento de las variables
fisicoquimicas, en ninguna de ellas se estableci6 un valor critico que permitiera
establecer un tiempo de vida til y las diferencias presentadas son significativas solo para
el pH. La mezcla sin fermentar no fue rechazada por su apariencia o acidez por parte de
los evaluadores, aun cuando a partir de 14 dias de almacenamiento presentaba valores

anémalos de mohos y levaduras (>3 x 10* UFC/g).

Se establecié como valor critico de rechazo, por deterioro microbioldgico, el conteo de
mohos y levaduras superior a 1 x 10* UFC/g de producto (Santos et al., 2005; Putnik et
al., 2017). Se observa un crecimiento exponencial del numero de colonias en funcién del
tiempo de almacenamiento que supera el valor critico establecido (linea roja punteada)
en la pulpa sin fermentar, presentado en la Figura 8.1. Se estima una vida util de la pulpa
sin fermentar almacenada en refrigeracion (5°C) de 11.9 dias, valor dentro del rango para
productos hortofruticolas procesados sin conservaciones ni aditivos adicionados (Kong
and Singh, 2011).
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Figura 8.1: Seguimiento del crecimiento de mohos y levaduras como factor de deterioro
microbioldgico en la mezcla amarilla sin fermentar.

8.2 Mezcla amarilla fermentada

8.2.1 Resultados del seguimiento de variables

= Bacterias lacticas viables
Los resultados del seguimiento de las bacterias lacticas a lo largo del almacenamiento a
diferentes temperaturas se presentan en la Figura 8.2. Se observa que en todos los
casos la cantidad de bacterias lacticas nunca es inferior al valor critico establecido de 107

UFC/g de pulpa fermentada.

Esta concentracion de las bacterias inoculadas es relevante debido a que le proporcionan
caracteristicas de alimento funcional por tratarse de microorganismos probiéticos.
Adicionalmente, el crecimiento de bacterias lacticas genera procesos antagonistas que
incluyen la competencia por nutrientes esenciales, disminucion del pH y la formacion de
bacteriocinas, que pueden afectar la supervivencia o el crecimiento de microorganismos
deteriorantes (in’t Veld, 1996; Beristain-Bauza et al., 2012).



Evaluacion de la vida util 167

5.E+8 -
2
8 4.E+8 4
3 K
3
—= 3.E+8 4
PR
> A
@ A X
S 2.E+8 F *
8 a X x X
o a %
< 1.E+8 1 & A
@
I3
I
m 1E+6 ¥—m————————— T
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias)

Temperatura de almacenamiento: 5°C (x), 15°C (A) y 25°C (o). Valor critico: 1 x 10” UFC/g (---).

Figura 8.2: Seguimiento de bacterias lacticas viables durante el almacenamiento de la
mezcla amarilla fermentada a diferentes temperaturas.

» Propiedades fisicoquimicas
En la Figura 8.3 se presentan los resultados del seguimiento de los sélidos solubles (A) y

de pH (B) de la mezcla amarilla fermentada durante el almacenamiento a diferentes

temperaturas.
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Figura 8.3: Seguimiento de (A) solidos solubles (B) pH como factores de deterioro
fisicoquimico durante el almacenamiento de la mezcla amarilla fermentada a diferentes
temperaturas.
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Se observa una disminucién, tanto del pH como de los sélidos solubles, durante el
almacenamiento en las diferentes temperaturas. Considerando que no se observan
patrones de aumento en las bacterias lacticas viables, el descenso en estas propiedades no
esta asociado con el crecimiento de las mismas, pero si pueden presentarse procesos post-
fermentativos que se ven favorecidos a medida que la temperatura de almacenamiento se

acerca a la temperatura 6ptima de estos microorganismos.

Este fendmeno favorece el crecimiento simultaneo de mohos y levaduras. Las bacterias
normalmente crecen mas rapido entre rangos de pH 6ptimos de 6.0 — 8.0, levaduras
entre 4.5 - 6.0 y mohos entre 3.5 - 4.0 (Valero et al., 2012). De esta manera al disminuir
el pH en matrices vegetales, el crecimiento de hongos y levaduras se convierten en los

procesos especificos de deterioro microbiol6gico.

» Propiedades microbiologicas - Mohos y levaduras
Se realizo el seguimiento al crecimiento de mohos y levaduras en la mezcla amarilla

fermentada y almacenada a diferentes temperaturas. Los resultados se presentan en la

Figura 8.4.
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Figura 8.4: Seguimiento de mohos y levaduras como factor de deterioro microbiolégico
en la mezcla amarilla fermentada y almacenada a diferentes temperaturas.
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El crecimiento microbiano es el factor critico que determina el tiempo de vida (til,
principalmente en frutas y hortalizas procesadas y es esencial para garantizar la salud y
el bienestar de los consumidores, que, como se mencioné anteriormente, estd como
limite maximo en 1 x 10* UFC/g como criterio de calidad (Smigic et al., 2016; Putnik et
al., 2017).

De acuerdo con estos resultados, se determiné que la vida Gtil de la pulpa fermentada fue
de 12.9 dias y 2.6 dias a 15°C y 25°C respectivamente. Bajo condiciones de
almacenamiento a 5°C, después de 34 dias el producto no alcanzo a superar el valor
critico para dictaminar su tiempo de vida util por deterioro microbiolégico. Los resultados
obtenidos estan en concordancia con la caracteristica meséfila de mohos y levaduras,
cuya temperatura optima de crecimiento se encuentra entre los 15 y 30°C (Madigan et
al., 2010).

Los mohos y levaduras pueden afectar una amplia gama de productos que tienen pH
bajos. El deterioro por mohos y levaduras a menudo se manifiesta por su crecimiento en
la superficie de los productos, como fue evidente en los Ultimos muestreos realizados, asi
como por la fermentacion de azlcares en productos liquidos y semiliquidos. Aunque no
se determinaron las especies especificas de deterioro, se reporta que los productos con
altos contenidos de carbohidratos o con bajo pH a menudo sufren contaminacion de
especies de Zygosaccharomyces, Torulaspora, Brettanomyces, Saccharomyces,

Debaryomyces, Yarrowia y Rhodotorula (Nychas & Panagou, 2011).

» Propiedades sensoriales - Aceptabilidad
Adicionalmente se realizaron analisis sensoriales de la mezcla amarilla fermentada y
almacenada a temperatura ambiente (aproximadamente a 17°C en promedio). Los

resultados se presentan en la Figura 8.5.



170 Aplicacion de la fermentacion lactica como estrategia de transformacion y
valorizacidn de matrices vegetales

100
] -
8

6
4
2
0
0 2 5 7 10

Tiempo de almacenamiento (dias)

o o o

Porcentaje de aceptabilidad (%)
(@]

12

Percepcion del consumidor: Me gusta (H); Ni me gusta ni me disgusta (); Me disgusta (H). (n=90)

Figura 8.5: Andlisis heddnico de la mezcla amarilla fermentada y almacenada a
temperatura ambiente.

Se presenta una disminucién del porcentaje de aceptabilidad de la mezcla amarilla.
Llama la atencion que después de los 7 dias de almacenamiento el porcentaje de
aceptabilidad aumenta, a pesar de que microbiolégicamente el tiempo de vida util en las
condiciones de almacenamiento es de 9 dias. Por lo tanto, en el caso de estudio de la
pulpa fermentada, el crecimiento microbiano alcanzd niveles inaceptables mientras el
alimento fermentado todavia se considera organolépticamente aceptable por parte de los
consumidores.

Considerando que los resultados obtenidos para el analisis heddnico fueron
determinados en el tiempo y esta es una variable discreta, se aplico la prueba de Chi?
partiendo de la hip6tesis nula de que las variables son independientes; es decir, no existe

ninguna asociacion entre la eleccion del consumidor y el tiempo de almacenamiento de la

muestra.

Se encontré un coeficiente de Pearson 17.778 (con un valor p = 0.059) y un valor para la
relacién de verosimilitud de 20.218 (un valor p = 0.027). Esto indica que aunque la
hipotesis nula es verdadera, se encuentra en el limite de aceptacion y se puede suponer
un cierto grado de relacién entre las variables (p<0.05). Estos resultados pueden estar
ligeramente distorsionados debido a que algunos resultados tienen un valor muy

pequefio (como los obtenidos para las personas a las que les desagrada la mezcla), por
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lo que se deduce que el paso del tiempo no influye en la apreciacibn méas negativa.
Aunque podrian combinarse los resultados con la siguiente categoria (Ni me gusta, ni me
disgusta), se tomo la decision de no hacerlo porque se pierde informacion desde el punto

de vista sensorial.

= Propiedades bioactivas — Capacidad antirradicalaria
Un comportamiento similar se observa con las caracteristicas bioactivas. Se evalué la
actividad antirradicalaria de la mezcla amarilla fermentada y almacenada a diferentes

temperaturas. Los resultados se presentan en la Figura 8.6.
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Figura 8.6: Capacidad antioxidante de las pulpas amarillas durante el almacenamiento en
diferentes temperaturas. (A) Polifenoles totales, (B) ABTS y (C), FRAP.
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A pesar de observar variaciones en la cuantificacion de la capacidad antioxidante, los
cambios presentados no son significativos, para ninguna de las temperaturas de
almacenamiento evaluadas a lo largo del periodo evaluado. Esto indica que los cambios
percibidos en los compuestos bioactivos no pueden considerarse como indicadores de la
calidad del producto. En resumen, las propiedades bioactivas (antirradicalarias)

permanecen estables a pesar de observarse el crecimiento de mohos y levaduras.

8.2.2 Modelamiento

= Deterioro fisicoquimico — acidez titulable
A nivel fisicoquimico se evalué la acidez titulable como un posible factor de deterioro
cuyo valor critico de rechazo estaria dado a nivel sensorial. Para este tipo de productos
no existen lineamientos ni normativa que establezcan un nivel maximo de acidez, dado

que la percepcion de acidez es muy variable a nivel cultural.

Este factor se ajustd por medio de modelos cinéticos de orden cero, uno o dos en funcién
del tiempo para cada una de las temperaturas de almacenamiento establecidas; el mejor
ajuste se obtuvo para la cinética directamente proporcional, de orden cero, que se

muestra en la Figura 8.7.
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Figura 8.7: Ajuste de la acidez titulable como factor de deterioro fisicoquimico en la
mezcla amarilla fermentada y almacenada en diferentes temperaturas.
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Se obtienen las constantes cinéticas del proceso de deterioro por acidificacién a partir de
la regresion realizada en la obtencion de cada una de las lineas de tendencia (pendientes
de las rectas). Sin embargo, con el modelo obtenido, no se pudo estimar el tiempo de
vida util del producto dado que no existe el establecimiento un limite maximo permisible

para la acidez en este tipo de productos o analogos.

Al emplear la expresidon de Arrhenius linealizada (ecuacién 1.20) con las constantes
cinéticas caracteristicas del proceso de deterioro por acidificacion obtenidas, se observa
un excelente ajuste de la dependencia cinética de este proceso en funcion de la

temperatura de almacenamiento, que se presenta en la Tabla 8-3 y se ilustra en la
Figura 8.8.

Tabla 8-3. Aplicacion del modelo de Arrhenius en la cinética de deterioro a partir de la
acidez titulable.

T (K) |k (meg. acido/ g pulpadia) | 1/T (K1) | Ln (k)
278.15 0.00047 0.0036 |-7.6628
288.15 0.00267 0.0035 |-5.9257
298.15 0.01431 0.0034 |-4.2468
8.0 -
75 | y =14,161.5455x - 43.2409 .0
' R2=0.9999
7.0
6.5 -

. 6.0 ~ o

< .
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Figura 8.8: Ajuste lineal del modelo de Arrhenius en la cinética de deterioro fisicoquimico
en la mezcla amarilla fermentada y almacenada a diferentes temperaturas.

El modelo obtenido nos permite una herramienta practica para determinar el grado de
acidez del producto en funcion de la acidez inicial y la temperatura de almacenamiento,

siempre y cuando se encuentre esta Ultima en el rango modelado. Se obtiene para la
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cinética de deterioro fisicoquimico por acidez titulable de la pulpa una energia de

activacion equivalente de 117.74 kd/mol.

= Deterioro microbiolégico - Mohos y levaduras
El crecimiento de mohos y levaduras fue evaluado con cinéticas de deterioro, donde el
mejor ajuste se logré para reacciones de orden uno (Figura 8.9). Cabe aclarar que en la
determinacion del orden aparente de reaccién se evitaron los puntos iniciales donde los
conteos de colonias eran nulos, lo que en la mayoria de casos genera resultados

erréneos (Mizrahi, 2011).
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Figura 8.9: Ajuste de mohos y levaduras como factor de deterioro microbiolégico en la
mezcla amarilla fermentada y almacenada a diferentes temperaturas.

Con los resultados obtenidos, se aplicé el modelo de Arrhenius (ecuacion 1.20) para
establecer la dependencia de la velocidad de deterioro microbiolégico en funcién de la
temperatura de almacenamiento. Los resultados se muestran en la Tabla 8-4 y en la
Figura 8.10.

Tabla 8-4. Aplicacion del modelo de Arrhenius en la cinética de deterioro microbiano.

T (K) |k (UFC/ g pulpadia) | 1/T (KY | Ln (k)
278.15 0.1577 0.0036 |-1.8471
288.15 0.5672 0.0035 |-0.5670
298.15 1.7716 0.0034 | 0.5719




Evaluacion de la vida util 175

2.0 ~

15 - y = 10032.9418x - 34.2324
R2 = 0.9998

1.0 -

0.5 - 2

-Ln (k)

0.0 T.*° T 1
0.0p33 Q.-0034 0.0035 0.0036

0.5 o

-1.0 - UT (K1)

Figura 8.10: Ajuste del modelo de Arrhenius en la cinética de deterioro microbiolégico en
la mezcla amarilla fermentada y almacenada a diferentes temperaturas.

Para el caso del deterioro microbiol6gico, se obtuvo una energia de activacion de 83.42
kJ/mol. Este valor es inferior a la energia de activacion obtenida para la acidez como
parametro de deterioro fisicoquimico (117.74 kJ/mol), lo que indica que su dependencia
de la temperatura de almacenamiento es mayor; es decir, la acidificacion del producto es
mas dependiente de la temperatura de almacenamiento comparada con el deterioro

microbioldgico por mohos y levaduras.

» Estimacion del tiempo de vida util
Con los valores obtenidos se pueden realizar estimaciones del tiempo de vida atil dentro
del rango de temperaturas evaluado; es decir, cuando el producto se encuentra
almacenado entre 5 y 25°C. Para ello, se realiz6 el calculo del pardmetro Q10, empleando
la ecuacion 1.22.

_klisec  0.5672

= = =3.60
klsc  0.1577

Q1o

A partir de este parametro es posible calcular el tiempo de vida atil (8) de la mezcla

amatrilla fermentada y almacenada a 5°C:

t5°C = QlO X t15°C = 3.60 X 12.9 dias = 46.4 dias
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Con los resultados obtenidos, es posible representar el tiempo de vida util en escala
logaritmica en funcién de la temperatura en graficas de vida util para una lectura y
estimacion directa (Figura 8.11). Se observa una tendencia lineal (ya que se representa el
Ln(t)) por lo que la estimacién del tiempo de vida util de la pulpa en funcién de la

temperatura de almacenamiento estara dada por la expresion:

Ln(t) = —0.1443(T) + 4.6120
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Figura 8.11: Grafica de tiempo de vida util de la mezcla amarilla fermentada.

De acuerdo con las estimaciones del tiempo de vida util se confirma el efecto de la
conservacion del proceso fermentativo. Las pérdidas de mango antes de llegar al
consumidor final, y en general de cualquier producto hortofruticola, se deben
principalmente a su limitada vida util y mal manejo del producto post cosecha. En
Colombia este aspecto es de gran importancia, ya que anualmente las pérdidas de esta
fruta son grandes (Naeem et al., 2018; Urieles, 2018, 2019; Eshetu et al., 2019).
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Como conclusiones del capitulo se tiene que:

En la mezcla amarilla el deterioro que primero se produce es el microbiolégico.
Por lo tanto, la propiedad que funciona como indicador de calidad es la
concentracion de mohos y levaduras. En consecuencia se resalta que a lo largo
del tiempo de vida util de la mezcla fermentada se mantiene la concentracion de
bacterias lacticas iniciales.

Con el fin de simplificar la obtencion del modelo se asumio una cinética de
crecimiento microbiolégico para los mohos y levaduras de orden uno. Sin
embargo, como se discutié en el capitulo anterior, podria seguir una cinética mas
compleja lo cual puede ser una limitante del modelo obtenido.

Se comprobé el efecto de la fermentacion como proceso de conservacion de la
pulpa amarilla, al obtener mayores tiempos de vida util.

El modelo obtenido podria complementarse con el establecimiento del deterioro

sensorial y del punto de rechazo por parte de los consumidores.







9. Conclusiones y recomendaciones

9.1 Conclusiones

Se han seleccionado diferentes frutas y hortalizas, a través de una extensa busqueda
bibliografica, con los siguientes criterios: (1) altas pérdidas, en especial por
sobreproduccién (2) produccién, comercializacion y mercado en ascenso y (3) consumo
frecuente tanto a nivel nacional (Colombia) como internacional. Ello ha permitido
seleccionar ocho frutas y cinco hortalizas, de acuerdo con su color: (1) rojas (mora, fresa,
guayaba, remolacha); (2) amarillas (mango, uchuva, maracuya, ahuyama y zanahoria) y

(3) verdes (feijoa, lulo, espinaca y guatila).

Se han obtenido mezclas a partir de estas frutas y hortalizas. Se han determinado sus
propiedades fisicoquimicas y con un método estadistico de ordenamiento (conveniencia
en funcién de la utilidad) de los resultados, se han escogido las pulpas con alto potencial
para la fermentacién. Es decir, mezclas con un valor alto de pH, sélidos solubles y totales
asi como bajo valor de acidez titulable. Se ha seleccionado una mezcla roja (guayaba
40% p/p y remolacha 60% p/p), una amarilla (mango 80% p/p y ahuyama 20% p/p) y una
verde (feijoa 40% p/p y espinaca 60% p/p).

Se han evaluado la neutralizacion y el acondicionamiento del cultivo como operaciones
preliminares a la fermentacion. Se ha encontrado que ninguno de estos procesos influye
significativamente sobre la fermentacion. Por lo tanto, el procedimiento aplicado para la

fermentacion lactica de las mezclas no incluye estas etapas.

De todas las pulpas de frutas estudiadas, sélo la de mango, permite el crecimiento de las
bacterias inoculadas. Por tanto, se descartaron las pulpas de guayaba y feijoa. En la
pulpa de mango se han observado variaciones significativas en las propiedades

fisicoquimicas: descenso del pH y en los soélidos solubles y aumento en la acidez
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titulable. Las pulpas de hortalizas han presentado un crecimiento bacteriano acompafiado

de los cambios esperados en las variables fisicoquimicas.

Las diferentes mezclas se han fermentado por inoculacién directa de los cultivos. La
mezcla roja y la amarilla han presentado un crecimiento en los cultivos mixtos, mientras
gue en los cultivos simples s6lo hay un mantenimiento en las bacterias inoculadas con la
cepa de Lactobacillus acidophilus. La mezcla verde sélo ha presentado mantenimiento de
las bacterias inoculadas con la misma cepa. Por ello, se concluye que la pulpa de feijoa

de la mezcla inhibe el mantenimiento de las otras bacterias lacticas

La fermentacion lactica (en las condiciones establecidas en el presente trabajo,
inoculacion directa de los cultivos en una dosis aproximada de 10° UFC/ g de sustrato,
incubacién a 42°C durante 24 horas) permite obtener un alimento fermentado, a base de
frutas y hortalizas, con una cantidad de bacterias lacticas probiéticas viables alta. En el
caso de la mezcla amarilla la concentracion de microorganismos es mayor de 108 UFC/g

lo que le proporciona caracteristicas funcionales a ese alimento.

De acuerdo con los resultados del andlisis sensorial, la fermentacién lactica no cambia la
aceptabilidad de las mezclas entre los consumidores, siendo la mezcla amarilla la de
mayor preferencia, seguida de la verde y finalmente la roja. El panel entrenado ha
determinado que la principal diferencia es el sabor &cido desarrollado por la
fermentacion. El panel de expertos ha reconocido cambios mas especificos en algunos
de los descriptores evaluados, lo cual indica que el proceso fermentativo si cambia el
perfil sensorial de las mezclas pero en niveles muy pequefios, dificiles de percibir por el

publico general

Los resultados del seguimiento al crecimiento bacteriano de las mezclas roja y amarilla
han permitido modelar la cinética y se ha comparado con los resultados obtenidos para
las pulpas de remolacha y ahuyama. Destaca que para la fermentacion de las mezclas el
modelo que mejor ajusta es el de la ecuacion logistica (R? entre 0.95 y 0.97), mientras
gue para las pulpas de hortalizas se obtiene una mejor correlaciéon con el modelo de
Gompertz (R? = 0.99).
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El seguimiento de la actividad antirradicalaria realizado durante el proceso fermentativo
de las pulpas (remolacha y ahuyama) y mezclas (roja y amarilla), permite afirmar que las

propiedades antioxidantes no se afectan significativamente por la fermentacién lactica.

Se ha realizado el estudio de vida util de la mezcla amarilla fermentada. El seguimiento
de las propiedades fisicoquimicas, microbiolégicas, funcionales y sensoriales ha
permitido identificar que el crecimiento de microorganismos contaminantes (mohos y
levaduras) es la propiedad que primero cambia, por lo que se ha tomado como el

indicador de calidad para este alimento.

El estudio realizado a diferentes temperaturas de almacenamiento ha proporcionado los
datos suficientes para la obtencién de un modelo que permite predecir el tiempo de vida
util para la mezcla amarilla. Los resultados verifican que el proceso fermentativo ayuda a

la conservacion de la mezcla, que pasa de 12 dias a 46 dias.

El presente trabajo de investigacion abre un panorama para la transferencia de
conocimientos, a diferentes niveles. Las investigaciones en el area microbiol6gica y del
campo de la ingenieria realizadas a posteriori podran partir de los resultados ya

obtenidos y, por tanto, avanzar desde lo establecido.

Como conclusion general se puede afirmar que ha quedado demostrada la hipotesis
inicial y que se ha disefiado un proceso de transformacion para productos hortofruticolas
de origen colombiano que facilita la fermentacion lactica en matrices vegetales y ha
permitido disefiar la obtencion de alimentos con caracteristicas funcionales, de

aceptacion y mayor tiempo de vida util.
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9.2 Recomendaciones

Ampliar el campo de accién a otras frutas y vegetales que presentan exceso de
produccion, no solo a nivel de Colombia, sino ampliando a otros paises, como los
de la cuenca mediterréanea.

Fortalecer el disefio de una metodologia que permita identificar y predecir qué
sustratos fermentan y cudles no, tratando de evitar los ensayos experimentales.
Analizar en profundidad la posible mejora que experimentaria el proceso
fermentativo, la vida util del producto y la viabilidad de las bacterias, con otros
cultivos o cepas nativas, asi como con la concentracion inicial inoculada.

Realizar estudios de vida util empleando otros envases mas compatibles con el
medio ambiente que puedan favorecer la conservacion de los productos
fermentados.

Fortalecer el modelamiento del proceso y profundizar el conocimiento relacionado
con las rutas metabdlicas que siguen los diferentes microorganismos, tanto en los
cultivos simples como en los mixtos.

Encontrar correlaciones entre la evaluacion del color realizada en las diferentes

pulpas y la actividad antirradicalaria.
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ANEXO A. Analisis estadistico de
ordenamiento. Conveniencia vs Utilidad

Los métodos de ordenamiento permiten organizar una serie de muestras considerando de forma
simultdnea mas de un criterio. El fundamento del este método consiste en combinar los diferentes
criterios en un indice de ordenamiento global, con el fin de tener un indicador Unico que permita
realizar la clasificacion. Para ello se definen las funciones de conveniencia y utilidad.

Se define una funcién de valor parcial; es decir, una funcién de transformacion t, para cada criterio
con el fin de estandarizar las funciones de valor parcial que transforman los valores de los criterios
a la misma escala. Normalmente, las mejores y las peores condiciones deben definirse para cada
criterio. Esto se puede hacer tomando simplemente la mejor y la peor de las alternativas
disponibles, o de forma general, como las mejores y las peores condiciones posibles en contextos
similares.

Para este proposito, se pueden utilizar diferentes tipos de funciones, las mas comunes son
lineales, sigmoideas, logaritmicas, exponenciales, de pasos, normales, parabdlicas, de Laplace,
triangulares y de caja. Cada criterio se transforma independientemente en una utilidad /
conveniencia tj por una funcién arbitraria que transforma el valor real fj de cada i-th alternativa
para el criterio j-th en un valor entre 0 y 1. Una vez que se ha definido el tipo de funcién y su
tendencia para cada criterio, se calcula la utilidad/conveniencia general de cada i-ésima
alternativa. La mejor alternativa sera la que tenga el maximo valor de conveniencia y utilidad.

Se definen la utilidad (U') y la conveniencia (Dj) como:

P

Uizzwi'tij OSUlgl
=

D=ty t,” 0<D; <1

Dénde:

U: valor de utilidad de la i-ésima alternativa o tratamiento.
p: nimero de variables.

w: el peso o valor asignado por el analista a cada criterio.
t: valor obtenido en la funcion de transformacion.

Se puede observar que la conveniencia general se calcula mas severamente que la utilidad: de
hecho, si un elemento es deficiente con respecto a un criterio, su conveniencia general sera
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deficiente. Si cualquier Di deseable es igual a 0, la conveniencia global ser& cero, mientras que si
el Di sera igual a uno solo si todos los deseables tienen el valor maximo de uno.

Una vez que se ha calculado la utilidad general U; o la conveniencia Di para cada alternativa,
todas las alternativas se pueden clasificar totalmente segin sus valores U o D y el elemento con
la U o D mas alta se puede seleccionar como el mejor, si su valor es considerado aceptable. La
tabla A-1 desarrollada por Harrington (1965) presenta una escala para los diferentes valores de
conveniencia. Las funciones de utilidad y conveniencia se ven afectadas por la arbitrariedad
relacionada con la seleccidn previa de las funciones de valor parcial y los limites superior e inferior
correspondientes.

Tabla A-1. Definicién cualitativa de la escala de deseabilidad segun Harrington
Escala Valor de conveniencia

1,00 El mejor

1.00 — 0.80 | Aceptable y excelente

0.80 — 0.63 | Aceptable y Bueno

0.63 — 0.40 | Aceptable pero pobre

0.40 — 0.30 | En el limite

0.30 — 0.00 | Inaceptable
0.00 Completamente inaceptable

Fuente bibliografica: (Pavan, M., & Worth, 2008)



ANEXO B. Rectas de calibracion de los
métodos analiticos empleados.

Rectas de HPLC

Los tiempos de retencion obtenidos para cada compuesto asi como las rectas de calibracién se
presentan en la Tabla 1A.

Tabla 1A. Tiempos de retencién y rectas de calibracion para la deteccion y cuantificacion de
carbohidratos.

Carbohidrato retzllsgi]gr? (drﬁin) Recta de calibracién’ C%?f;;;ggae(g%
Sacarosa 8.5 y = 8.6216x10° x 0.9975
Glucosa 10.3 y =5.5263x10° x 0.9995
Fructosa 13.2 y = 4.4109x10° x 0.9998

Los tiempos de retencion obtenidos para cada compuesto asi como las rectas de calibracion que
se emplearon para la cuantificacién se presentan en la Tabla 2A.

Tabla 2A. Tiempos de retencién y rectas de calibracion para la deteccion y cuantificacion
de acidos organicos.

Ac,id.o Tiempo de. retencion Recta de calibracién® Coeficie_:r)te de
organico (min) correlacion (R?)
Oxalico 6.0-8.0 y =1.4537x107 x + 1.3010x107? 0.9939
Citrico 85-95 y =1.4838x10° x + 1.5168x10°3 0.9965
Tartarico 9.0-10.0 y =1.0491x10° x + 1.2733x10°3 0.9999
Malico® 10.0-11.0y14.0-15.5 | y=8.0690x10" x + 5.7036x10* 0.9984
Ascorbico 11.0-115 y = 1.2261x107 x + 7.4443x10* 0.9967
Succinico 13.0-135 y = 2.3008x10° x + 2.6985x103 0.9976
LActico® 12.0-13.0y 13.0-15.0 | y=1.8698x10° x + 3.0124x10°3 0.9979
Propionico 19.5-20.0 y =2.9616x10° x + 1.2019x10°3 0.9968
Maleico 75-85
Acético 16.0-17.0

7y: concentracion en (g/L); x: area de integracion.
8 y: concentracion en (g/L); x: area de integracion.
% Del andlisis resultan dos picos correspondientes a los isomeros Dy L
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Rectas de antioxidantes

Las rectas de calibracion empleadas para las técnicas analiticas para la determinacién de la
actividad antirradicalaria se presentan en la Tabla 3A.

Tabla 3A. Rectas de calibracion para la determinacién de actividad antirradicalaria.

L. Patrén de . L. Coeficiente de
Técnica . Recta de calibracién -, >
referencia correlacion (R9)
Folin Ciocalteu | Acido gélico y =1.3529 x + 7.7824x10° 0.9978
DPPH Trolox y= 8.9403x10*x + 5.6103x103 0.9932
ABTS Trolox y = 2.3516x103 x - 2.5829x102 0.9962
FRAP Trolox y = 3.5816x103 x - 1.7705x1072 0.9952
ORAC Trolox y =2.8788x10" x - 6.9676 0.9975




ANEXO C. Resultados de caracterizacion de
mezclas

Caracterizacion de pulpas rojas

Las pulpas rojas se obtuvieron a partir de la mezcla de pulpa de remolacha con pulpas de tres
frutas: guayaba, fresa o mora, en diferentes proporciones (ver Tabla 3-8). Los resultados de la
caracterizacion de estas pulpas en las propiedades fisicoquimicas empleadas como variables de
respuesta se presentaron anteriormente. Se observan valores de pH bajos para las frutas y alto
para la remolacha, mientras que los valores para la acidez titulable es mayor para la fresa y la
mora. Los valores para los sélidos solubles y los totales son mayores para la fresa y similares en
la remolacha y la mora. A pesar de que en la guayaba se tiene el mayor valor de sélidos totales,
se tiene el menor valor de sdlidos solubles.

Determinacién instrumental del color en las mezclas

La figura C-1 presenta los resultados de la determinacion del color para las mezclas de guayaba y
fresa con remolacha.
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Coordenadas en el sistema CIELAB: L*(x), a*(0), b*(4).

Figura C-1. Caracterizacion instrumental del color para las mezclas de pulpas de (A) guayaba — remolacha y
(B) fresa - remolacha
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El comportamiento del color en estas dos mezclas es similar, ya que la principal diferencia se
presenta en la coordenada L*, mostrando una mayor luminosidad en la pulpa de guayaba. En las
dos mezclas se observa un comportamiento lineal con respecto a la proporcion de pulpa de
remolacha. Por lo tanto, puede decirse que esta hortaliza tiene una mayor influencia sobre el color

de la mezcla, y que una pequefia adicion de su pulpa puede modificar considerablemente el color
de la mezcla.

Las diferencias absolutas de color (AE) de cada una de las mezclas obtenidas, tomando como
referencia la pulpa de fruta (fresa o guayaba) o de remolacha, se presentan en la Figura C-2. En
todos los casos la tendencia es lineal.

Al tener como referencia la pulpa de fruta (fresa o0 guayaba) las pendientes son positivas, mientras
que al calcularlas en relacion con la pulpa de remolacha, son negativas. Las diferencias de color
son mayores para las mezclas con guayaba que cuando se emplea fresa. Considerando que la
tendencia lineal llega hasta la pulpa de remolacha podria afirmarse que ésta tiene una mayor
influencia en el color de la mezcla que la pulpa de fruta (ya sea de guayaba o de fresa).
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AE entre mezclas con fresa y: fresa (#); remolacha ().

Figura C-2. Diferencias de color en las mezclas en relacion con el color de la pulpa de guayaba, fresa o
remolacha

En la Figura C-3 se presentan los resultados en coordenadas radiales en funcién del porcentaje
de hortaliza, lo que permite evaluar los cambios en la cromaticidad. De nuevo hay una fuerte
linealidad (0.92<R?<0.99). Para la tonalidad o matiz (h) la pendiente es positiva, mientras que para
la saturacién o chroma (C*) la pendiente es negativa.

En todos los casos los valores de las coordenadas de color para las mezclas con guayaba son
superiores que cuando se emplea fresa. Cabe destacar que los puntos que no pertenecen a las
mezclas (pulpas de frutas o remolacha puras) no hacen parte de la tendencia lineal de las
mezclas. En el caso de las pulpas de fresa y de guayaba los valores de la tonalidad y saturacion
son muy similares, mientras que en el caso de la pulpa de remolacha la diferencia es mayor.
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Figura C-3. Propiedades del color en las mezclas pulpas de frutas y remolacha

La Figura C-4 presenta las coordenadas para la determinacioén de color de la mezcla de mora y
remolacha. Se observa que el comportamiento del color para las tres coordenadas tiende a la
linealidad. La influencia de la adicion de pulpa de remolacha sobre del color de las mezclas no es
tan determinante en comparacién con el comportamiento anteriormente descrito para las mezclas
con guayaba y fresa, ya que para la pulpa de mora la luminosidad (L*) es menor y su color rojo es
mayor (mayor valor para la coordenada cromatica a*, rojo/verde).
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Figura C-4. Caracterizacion instrumental del color en pulpa de mora y remolacha.

También se calcularon las diferencias absolutas de color entre las mezclas y las pulpas de mora y
remolacha, asi como las propiedades de cromaticidad en funcién del porcentaje de remolacha.
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Los resultados se presentan en la Figura C-5. Las diferencias de color tienen una tendencia lineal
(A). Sin embargo, las diferencias son mayores en comparacién con la pulpa de mora (minimo 30)
y tienen pendiente positiva, mientras que en relacion con la pulpa de remolacha el
comportamiento es opuesto (maximo 20).

En la cromaticidad (Figura C-5 (B)) se observa una tendencia lineal que excluye a las pulpas de
mora y de remolacha (puras). La tonalidad (h) aumenta con la adicion de remolacha (pendiente
positiva), mientras que la saturacion (C*) disminuye (pendiente negativa). En el caso de la pulpa
de mora los valores para estas propiedades son muy similares (alrededor de 35) y en el caso de la
pulpa de remolacha la diferencia es mayor.
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Figura C-5 (A) Diferencias de color en las mezclas de mora - remolacha en relacién con el color de la pulpa
de mora o remolacha. (B) Propiedades del color en las mezclas de mora — remolacha.

Caracterizacion de pHy acidez titulable de las mezclas

Al mezclar pulpas de frutas y hortalizas es posible que se presenten interacciones entre los
compuestos de cada una de ellas. Las principales variaciones que se pueden observar en la
caracterizacion de las pulpas (pH, acidez titulable, sélidos solubles y totales) estan relacionadas
con la composicion de &cidos organicos y carbohidratos. Si no se presenta ninguna interaccién, se
espera un comportamiento lineal para estas propiedades; es decir, el cambio en las
caracteristicas de la pulpa de fruta debe ser proporcional a la cantidad de pulpa de hortaliza
adicionada. Sin embargo, se espera linealidad para la concentraciéon de (H*) en la solucion. Por lo
tanto, al considerar el pH, el comportamiento de los valores determinados no sera lineal.

Caracterizacién de solidos solubles y totales de las mezclas

En la Figura C-7 se presenta la determinacion de los sdlidos solubles y los sélidos totales para las
pulpas rojas en funcion de la proporcion de remolacha en la mezcla. En las dos propiedades el
comportamiento tiende a la linealidad. Para los solidos solubles se observa una pendiente positiva
en la guayaba, mientras que en fresa y mora la pendiente es negativa. Este comportamiento
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depende considerablemente de la concentracion de sélidos solubles que tiene la pulpa de
remolacha. Las pendientes negativas, indican que las pulpas de frutas aportan méas sdlidos
solubles o totales que la pulpa de remolacha.
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Figura C-7. Caracterizacion de mezclas de pulpas rojas (A) sélidos solubles y (B) solidos totales.

Al analizar las dos gréficas simultaneamente se hace evidente que el hecho de tener una mayor
cantidad de sdlidos totales no implica que mayores valores de sélidos solubles. Por ejemplo, la
pulpa de guayaba tiene una mayor cantidad de soélidos totales y una menor cantidad de solidos
solubles, respecto a las de fresa y mora. Esto se debe a que al determinar la cantidad de sélidos
totales también se incluyen todos los componentes de la pulpa (fibras, proteinas, &cidos, pectinas,
etc.) diferentes del agua, sean o no solubles.

Cabe destacar que las sustancias solubles en el sustrato se encuentran mas disponibles para el
aprovechamiento de los microorganismos, por lo que el potencial para la fermentacion es mayor al
aumentar los sdlidos solubles. A pesar de que la influencia de los solidos totales es menor,
también tiene efecto sobre el potencial fermentativo.

Caracterizacion de carbohidratos

Se realiz6 una caracterizacion del contenido de algunos carbohidratos (sacarosa, glucosa y
fructosa) presentes en remolacha, guayaba y en las diferentes mezclas obtenidas a partir de estas
dos pulpas. Los resultados caracterizacion se presentan en la Figura C-8.

Se observa un comportamiento lineal para los tres carbohidratos evaluados determinado por la
proporcién de la remolacha presente en la mezcla. Esta tendencia permite comprobar que no se
presenta hidrélisis de la sacarosa (detallada en la Figura C-9) por la acciéon de los acidos
presentes en la fruta, posiblemente debido a que no se realiza ningan tratamiento térmico que le
proporcione la suficiente energia de activacién al sistema para efectuar la reaccién. Por lo tanto,
se mantiene el equilibrio entre los carbohidratos de las pulpas antes y después de realizar la
mezcla.
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Figura C-8. Determinacidon del contenido de carbohidratos en la mezcla de guayaba y remolacha.

CH20H 20H OH

CHZOH
+ H20
CH,0H CH20H

Figura C-9. Esquema de la hidrdlisis de la sacarosa en glucosa y fructosa.

Considerando que la principal fuente de energia en los organismos vivos es la glucosa (la cual se
metaboliza y sintetiza por diferentes rutas metabdlicas como la glucdlisis, glucogénesis,
glucogendlisis y gluconeogénesis) se esperaria que bacterias lacticas crezcan y se mantengan
viables en las pulpas con un mayor contenido de glucosa y sacarosa, ya que poseen una fuente
de carbono més disponible.

Caracterizacion de acidos organicos

Se realizé una identificacion y cuantificacién de los principales acidos organicos presentes en las
pulpas de remolacha, guayaba y en la mezcla seleccionada (40% de pulpa de guayaba y 60% de
pulpa de remolacha). Los resultados experimentales obtenidos para cada una de las pulpas se
reportan en la Tabla C-2.

La cantidad de &cidos organicos encontrados en la mezcla se encuentra en el intervalo esperado,
considerando que la mezcla es producto de la combinacién de las otras dos. Se consultaron
algunas fuentes bibliograficas con el fin de establecer la concordancia con los resultados
obtenidos, los resultados se presentan en Tabla C-3.

De acuerdo con los resultados reportados en las Tabla C-2 y la Tabla C-3, el contenido de acidos
organicos en la pulpa de remolacha presenta una gran variabilidad que depende de diversos
factores: de la especie o variedad especifica del fruto (origen botanico), del método de cultivo, del
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origen geografico, del grado de madurez y de los métodos de conservacion empleados (en
especial los tratamientos térmicos, que pueden degradar algunos compuestos, por ejemplo, la
vitamina C que es muy termo labil).

Tabla C-2. Contenido de acidos orgéanicos identificados en las pulpas rojas.

i Contenido (% p/p)
Acido Orgéanico
Remolacha | Guayaba | Mezcla

Oxalico 0,007 0,015 0,008
Citrico 0,014 0,102 0,037
Malico 0,030 0,009
Ascorbico 0,004 0,002
Succinico 0,021 0,143 0,110

Una situacién similar se observa en los resultados de la caracterizacion de la guayaba. Se ha
encontrado una gran variacion en la composicion de los carbohidratos y acidos organicos con la
variedad cultivada, con las condiciones de almacenamiento (por ejemplo, el empleo de lactato de
calcio) y con el grado de madurez. (Charles et al., 2006; Soares et al., 2007; Bavec et al., 2010;
Wruss et al., 2015; Javed et al., 2016; Vasconcellos et al., 2016).

Tabla C-3. Contenido de acidos organicos en remolacha y guayaba.

AN Acido citrico A(,:'.do A(,:'d(.) Otr0§ aqdos Referencia
Vegetal malico ascorbico organicos
304,44 £ 62,16 1,63 £ 0,07 Siguimico: ®  al
mg/k Ik 25,03 + 8,19 (g/k avec etal,
(mg/kg) (9/kg) (9/kg) 2010)
0,030% 0,163% 2,503%
Oxadlico:
Remolacha 525 + 65,4 (Mg/L) (Wruss et al.,
0,053% 2015)
3,67 £ 0,09 8,57 £0,15 1,68 +0,11
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (Vasconcellos et
0,034% 0,080% 0,016% al )
106 178 Tartarico:
374 (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) 0,787 (mg/100g) (Jav2e0d gt al.,
0,374% 0,106% 0,178% 0,001% 16)
Glicdlico: (Charles et al.
0, 0, 0, !
Guayaba 0,73% 0,23% 0,40% 0.10% 2006)
168,36
L (mg/100g) (Soares et al.,
0,168% 2007)

Ademds de estos factores de variacién, es importante considerar la naturaleza quimica de los
acidos identificados, sus disociaciones y los posibles equilibrios que presentan, en especial debido
a su reconocida accion antimicrobiana. Para ello se consideraron el pH de las pulpas y las
constantes de disociacion de los principales acidos identificados, en este caso los acidos citrico,
malico y succinico.
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La representacion de la concentracién de cada una de las especies en funcién del pH de la Figura
C-10 permite identificar las especies predominantes en solucién del acido citrico a diferentes pH.
Sin embargo, no es posible corroborar experimentalmente esta informacion con las técnicas
aplicadas para el presente proyecto. En la Figura C-11 se presentan los esquemas para la
disociacion de los acidos malico y succinico, que se encuentran presentes en todas las pulpas.
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Figura C-10 Esquema de la disociacion del acido citrico.
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Figura C-11. Esquema de la disociacion de los acidos malico (A) y succinico (B).

Cuando el pH de la pulpa es mayor el equilibrio de los acidos organicos (en este caso el acido
citrico) se desplaza hacia la derecha, por lo que el grado de disociacion aumenta y su
comportamiento es similar al de los acidos fuertes. En el caso de la pulpa de guayaba, dado que
el pH es inferior, el grado de disociacion es menor y se pueden encontrar tres especies en
solucion. El pH de la mezcla coincide con el pKa, por lo que en esta pulpa se encontraran dos
especies del acido en una misma proporcion.
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El mismo analisis puede hacerse para los acidos malico y succinico (Figura C-11), que son
diproticos. Para la pulpa de remolacha se observan dos especies en solucion, donde la méas
abundante es la mas disociada (75%). Para las pulpas de guayaba y para la mezcla se presentan
tres especies diferentes en solucién, donde la méas abundante es la parcialmente disociada, [AH].
Al tener mayor cantidad de especies no disociadas los microorganismos seran mas sensibles al
medio, por lo que tendran mayor probabilidad para mantenerse y multiplicase en la mezclay en la
pulpa de remolacha, respectivamente.

Caracterizacion de pulpas amarillas

Para la obtencién de las mezclas de pulpas amarillas se emplearon pulpas de zanahoria o
ahuyama en combinacién con una pulpa de fruta: uchuva, maracuya o mango, en diferentes
proporciones. Los resultados de la caracterizacién se presentaron anteriormente.

Caracterizacion de carbohidratos

Se realiz6 la caracterizacion del contenido de carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) para
las pulpas de mango, ahuyama y las mezclas obtenidas a partir de estas dos pulpas en diferentes
proporciones. Para las cuantificaciones se emplearon las rectas de calibracién y los tiempos de
retencion presentados en el ANEXO B. Los resultados se presentan en la Figura C-20.

Se observa una tendencia lineal para los tres carbohidratos cuantificados con una pendiente
negativa, ya que el contenido presente en la pulpa de mango es mayor que en la ahuyama. Sin
embargo, la tendencia para la glucosa es practicamente horizontal, debido a que su contenido es
similar en el mango y la ahuyama, por lo que, al aumentar la proporcién de ahuyama en la mezcla
el contenido de glucosa permanece practicamente constante.
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Figura C-20. Determinacion del contenido de carbohidratos en la mezcla de mango y ahuyama.

Para todas las mezclas evaluadas el contenido de sacarosa es mayor que el encontrado para
glucosa y fructosa. Considerando que en todos los casos el comportamiento para los tres
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carbohidratos es lineal, puede decirse que no se presenta hidrélisis de la sacarosa, por lo que se
mantiene el equilibrio de los carbohidratos antes y después de realizar la mezcla.

Se espera que las bacterias acido lacticas crezcan y se mantengan viables en las pulpas con un
alto contenido de glucosa y sacarosa, por tratarse de fuentes de carbono que pueden
metabolizarse mas facilmente, por lo que, la pulpa de mango y de ahuyama se consideran un
buen sustrato para la fermentacion lactica.

Caracterizacion de acidos organicos

Se realiz6 la caracterizacién de los acidos organicos presentes en la pulpa de mango, ahuyama y
en la mezcla seleccionada para la etapa de fermentacion (80% mango y 20% ahuyama). Para el
analisis se emplearon los resultados presentados previamente en el ANEXO B. La evaluacién
experimental del contenido de &cidos organicos en las diferentes pulpas (ahuyama, mango y
mezcla) se muestran en la Tabla C-5, mientras que la Tabla C-6 relne algunas fuentes
bibliograficas consultadas para comparar los resultados obtenidos experimentalmente para las
pulpas de ahuyama y mango.

Tabla C-5. Cuantificacion de acidos orgéanicos identificados en las pulpas amarillas.

- . Contenido (% p/p)
Acido Orgéanico

Ahuyama | Mango | Mezcla
Oxalico 0,006 0,006 0,005
Citrico 0,014 0,018 0,023
Malico 0,017 0,013 0,009
Tartarico 0,007 0,007
Succinico 0,006 1,191 0,953

Se observa que a pesar de tratarse de la misma especie de ahuyama (Cucurbita maxima) los
valores para los acidos organicos varian de manera importante dependiendo de la variedad
cultivada, la madurez del fruto, del tiempo y condiciones de almacenamiento y del procesamiento.
Los acidos organicos encontrados para el mango también varian con el cultivo y con el estado de
maduracion. Debido a que se trata de un fruto climatérico, la dinamica del contenido de acidos
organicos y carbohidratos presentes en el fruto ha sido objeto de diversos estudios, encontrando
una alta dependencia de las condiciones de almacenamiento (temperatura, tiempo, atmésfera),
con la dindmica de las enzimas presentes en el fruto y con el aumento en el contenido de
carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) y acidos organicos (en especial el &cido citrico y
malico). (Medlicott, A.P. and Thompson, 1985; Galvis et al., 2002; Hossain et al., 2014; Singh et
al., 2015)

El contenido de acido succinico es superior al encontrado para el citrico y el malico, lo cual puede
deberse al alto estado de madurez de los frutos utilizados, el método de cultivo (suplementos en
los suelos, control de plagas, etc.) y condiciones de almacenamiento poscosecha. Estas Ultimas
pueden ocasionar modificaciones en la actividad enzimatica de los frutos, las que a su vez
cambian las caracteristicas fisicoquimicas de la pulpa obtenida luego del procesamiento. Otros
aspectos que pueden modificar el contenido de los &cidos organicos en los frutos estan
relacionados con las fumigaciones y los productos empleados en el momento de la produccion.
(Cruz et al., 2012; Khan et al., 2016; Razzaq et al., 2016)
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Tabla C-6. Contenido de 4cidos organicos en ahuyama y mango.

Frutao Agl(_:lo Am_do A(EIQO Otro§ a_udos Referencia
Vegetal oxalico citrico malico organicos
2’0(19 /ig)’m 4’3(2/1[(:)'00 Fumarico (Nawirska-Olszanska
0.201% 0.431% 0,39 + 0,09 (g/kg) et al., 2014)
Ascorbico .
1,68 + 0,11 (mg/100g) ffohp‘:: e 58%&
124,2 + 13,3 (mg/kg) B
554,13 891,7 succinico
' ) 3,94 (mg/100
Ahuyama | 14100g) | (mg/100g) (mg/100g)
Fumarico
L 6,84 (mg/1009) (Priecina and Karklina,
Ascorbico 2015)%0
0,033% 0,054% 1827,59 (mg/100g)
Tartarico:
1542,56 (mg/100g)
3532  Lg 3 (mg/100g) Succini
(mg/100g) | ©° \MY2PHQ 43 ‘E&“,”{S‘S ) (Askar et al., 1982)
0,353% 0,078% = (MGILoYg
0,5% 0,1% Succinico (Galvis et al., 2002)
Mango 0,4%
7,29+0,3 626,16 £ 0,5 | 168,20 £0,5 Ascorbico
mg/100 mg/100 mg/100 35,33 £ 0,5 (mg/100
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) ( 9/1009) (Cano et al., 1004)
0,007% 0,626% 0,168% Quinico
52,44 + 0,7(mg/100g)

Para la mezcla de mango (80%) y ahuyama (20%) el acido presente en una mayor proporcién es
el succinico, seguido por el citrico y el mélico. Respecto a la proporcion de los &cidos encontrados
en la mezcla y su relacién con el contenido en las pulpas puras, el contenido de acido citrico es
mayor que el encontrado en la pulpa de mango y en la de ahuyama, mientras que para el acido
malico el contenido es inferior que el de las pulpas sin mezclar. Estas variaciones pueden
considerarse como frecuentes, ya que la mezcla se obtiene a partir de pulpas cuyo contenido
varia ampliamente, tal como se discutié previamente.

Teniendo en cuenta los principales acidos organicos encontrados en las pulpas amarillas se
consideré el efecto de su disociacion, tal como se detall6 en la Tabla 1-2. La Figura C-21 y la Figura
C-22 muestran los esquemas para la disociacion del acido succinico, citrico y malico,
respectivamente. Considerando que la mezcla tiene una alta proporcion de pulpa de mango
(80%), es de esperar que su valor de pH sea muy cercano.

Adicionalmente, la cantidad de acido succinico es alta en relacién con los otros acidos presentes
en las pulpas, especialmente en el mango y la mezcla, por lo que sera el que més influya en las
bacterias que se inoculardn posteriormente. Por tratarse de un acido diprético puede verse que en
la pulpa de ahuyama se encuentran dos especies, y la de mayor cantidad es la que esta
completamente disociada, [A]. En la pulpa de mango y en la mezcla se encuentran tres especies,

10 Unidades de los resultados expresadas como: mg/100g de materia seca. Identifica y cuantifica
otros acidos organicos.
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y la de mayor proporcién es la que se encuentra parcialmente disociada [AH], para las otras el
contenido es bajo (menor del 50 y 10%). Considerando que al tener mayor grado de disociacion
en los acidos en solucion su comportamiento sera similar al de un acido fuerte, las bacterias
inoculadas tendran un mayor potencial para mantenerse y crecer en las pulpas de ahuyama,
mezcla y mango respectivamente.
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Figura C-21. Esquema de la disociacion del acido succinico.
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Figura C-22. Esquema de la disociacion de los acidos citrico (A) y malico (B).

Caracterizacion de pulpas verdes

Las pulpas verdes se obtuvieron a partir de la mezcla de pulpas de espinaca o guatila con una
pulpa de fruta (lulo o feijoa), en diferentes proporciones de acuerdo con el detalle especificado
anteriormente. Los resultados de la caracterizaciéon de las pulpas antes de la mezcla se
presentaron previamente.
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Caracterizaciéon del color de las mezclas

Se realiz6 la determinacion instrumental de color para las mezclas obtenidas a partir de espinaca
con feijoa o lulo. Durante el ensayo experimental se observd un cambio considerable en el color
de las mezclas, pasando de verde a marrén. Con el fin de ilustrar este cambio se presenta la
Figura C-23, en donde pueden verse dos mezclas de feijoa (50%) — espinaca (50%). El envase de
la izquierda de la fotografia contiene la mezcla obtenida en el momento, mientas que en el de la
derecha han pasado 3h.

— ==, P

Figura C-23. Variacion de color para pulpas de feijoa y espinaca de acuerdo con el tiempo de mezclado.
Izquierda (t = Oh), derecha (t = 3h).

Debido a esta diferencia, la caracterizacién instrumental de color se realiz6 en dos momentos (t =
Oh y t = 3h), con el fin de evaluar si se presentan o no cambios relevantes en las coordenadas L*,
a*, b*. Los resultados se presentan en la Figura C-24. Se evidencia que la principal diferencia,
luego de diferentes tiempos de mezcla, se presenta para la coordenada a*, que va del rojo al
verde, tanto en las mezclas con pulpa de feijoa como con lulo.

En general, se observan tendencias lineales inversamente proporcionales a la cantidad de
espinaca en la mezcla, para la luminosidad (L*) y para la coordenada b*, en especial si se
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Coordenadas en el sistema CIELAB: L*(®), a*(l), b*(4) a t = Oh; L*(X), a*(X), b*(X) at = 3h.

Figura C-24. Caracterizacion instrumental de color en las mezclas de pulpas de feijoa (A) y lulo (B) con
espinaca en diferentes tiempos.
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Por lo tanto, ya que no hay diferencias para b* (azul — amarillo) ni para la luminosidad (L*), se
concluye que la adicién de la fruta (feijoa o lulo) afecta a los compuestos responsables del color
verde en la espinaca. Por esta razon, al cabo de un tiempo de realizar la mezcla, la pulpa pasa de
color verde a marrén (tonos menos verdes y mas rojos) lo que puede afectar la aceptabilidad de
esta pulpa.

Se calcularon las diferencias absolutas de color entre las muestras considerando los cambios
presentados. Los resultados se muestran en la Figura C-25.
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Mezclas con: lulo at=0h (4)y t=3h (®); feijjoaat=0h (X)yt=3h (m).

Figura C-25 Diferencias de color en las mezclas de fruta (feijoa o lulo) y espinaca en relacion con la pulpa de
espinaca (A) y en relacion con la pulpa de fruta (B).

Al tomar como referencia la pulpa de espinaca (A), se observan tendencias lineales
proporcionales a la cantidad de espinaca en las mezclas, con pendientes negativas. Las
diferencias son mayores para las mezclas con feijoa que con lulo y aumentan cuando el tiempo de
la mezcla es mayor, a pesar de que al comparar las pulpas de frutas (puras) el comportamiento es
opuesto; es decir, la diferencia de color con la pulpa de lulo es mayor que con feijoa.

Si se tiene como referencia el color de la pulpa de fruta (B) también se observan tendencias
lineales con pendientes positivas proporcionales con la cantidad de espinaca en la mezcla. Las
diferencias son mayores en las pulpas con lulo y aumentan cuando la pulpa es fresca. Para las
diferencias de color en las pulpas con feijoa no se presentan cambios importantes si la mezcla es
fresca o no.

Con el fin de comparar las diferencias absolutas de color debidas Unicamente al tiempo de mezcla
se presenta la Figura C-26. Se observan pequefas diferencias para las pulpas puras (feijoa, lulo y
espinaca, 0% y 100%, respectivamente), donde los valores son cercanos a 1. Sin embargo al
realizar la mezcla las diferencias aumentan hasta un maximo cercano a 8 en la mezcla con 60%
de pulpa de espinaca.
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Mezcla de pulpas de feijoa (x) y de lulo (A) con pulpa de espinaca.
Figura C-26. Diferencia de color para las mezclas de pulpas de feijoa y lulo con espinaca

Se realizé la transformacion de las coordenadas a coordenadas radiales para evaluar la
cromaticidad de las mezclas los resultados se presentan en la Figura C-28. En general, no se
observan diferencias relevantes al comparar las mezclas obtenidas a partir de feijoa (A) o lulo (B)
las Unicas diferencias se presentan en las pulpas de frutas sin mezcla (0%). Se presentan
tendencias lineales para todos los atributos, proporcionales a la cantidad de hortaliza en la
mezcla.
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Figura C-28. Propiedades del color de mezclas de pulpas de feijoa (A) o lulo (B) con espinaca.

En el caso de la saturacion (C*) no se observa una diferencia si la mezcla ha sido obtenida en
diferentes tiempos y las pendientes, aunque negativas, son muy pequefias, por lo que el cambio
percibido es pequefio. Para la tonalidad o matiz (h) se observan pendientes positivas y se
presentan cambios importantes con el tiempo: se tienen valores negativos las mezclas obtenidas
en el momento, que pasan a ser positivos luego de 3 horas de realizada la mezcla. Se resalta una
excepcidn a este comportamiento para la mezcla con 80% de pulpa de espinaca, cuyo valor
permanece negativo después de las 3 horas, debido a que el valor de a* también es negativo. Los
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valores para la tonalidad de las frutas (feijoa y lulo) son positivos, mientras que para la espinaca
son negativos y permanecen muy cercanos antes y después de las 3 horas.

Por otra parte también se evalud la obtencién de mezclas de feijoa o lulo con guatila como
hortaliza. La Figura C-29 muestra los resultados obtenidos. No se realizaron determinaciones de
color para diferentes tiempos luego del mezclado considerando que no se observaron cambios
notables en el color de las pulpas luego de realizar el mezclado.
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Figura C-29. Caracterizacion instrumental de color en mezclas de pulpas de feijoa y lulo con guatila

Debido a que las pulpas de feijoa y guatila tienen colores similares, la tendencia del
comportamiento del color para las tres coordenadas en la mezclas es lineal, casi horizontal. En el
caso de la mezcla empleando pulpa de lulo se observa tendencias lineales proporcionales a la
cantidad de guatila adicionada: la luminosidad (L*) tiene una pendiente positiva muy pequefia, de
manera que permanece casi constante, mientras que las coordenadas a* y b* disminuyen al
aumentar la proporcion de guatila, en la mezcla; es decir, se observan tonos mas rojos y amarillos
y menos verdes y azules a medida que la mezcla tiene una proporcion mayor de guatila.

Con el fin de confirmar las variaciones en el color tomando como referencia las pulpas de fruta
(feijoa o lulo) y la guatila, se calcularon las diferencias absolutas y las coordenadas radiales,
cuyos resultados se muestran en la Figura C-30.

Para las diferencias de color (A) se observan tendencias lineales en todos los casos, con
pendientes negativas cuando se toma como referencia la guatila y positivas cuando la referencia
es la fruta (lulo o feijoa). Se perciben mayores valores (y con una pendiente mas acentuada) para
las mezclas con lulo que con feijoa, incluso, las diferencias entre las mezclas y la guatila son casi
constantes a medida que se adiciona la guatila. Por lo tanto, y considerando que la tendencia
lineal puede ampliarse hasta las diferencias para las pulpas de frutas (0%), se puede decir que en
este caso la pulpa de fruta influye mas sobre el color de la mezcla que la pulpa de hortaliza.
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Figura C-30 (A) Diferencias de color en las mezclas de guatila en relacién con la pulpa de fruta (feijoa o lulo)
o de hortaliza. (B) Propiedades del color en las mezclas de guatila.

Para la evaluacién de la cromaticidad (B) se puede ver que la variacién de las propiedades, tanto
saturacién (C*) como tonalidad (h), es muy pequefia con la adiciéon de la pulpa de guatila, sin
embargo tienden a la linealidad con pendientes positivas para la tonalidad y negativas para la
saturacion. Cabe resaltar que la tonalidad para la pulpa de feijoa y para la mezcla con el 20% de
guatila es positiva, mientras que para las otras mezclas y la guatila incluida, es negativa. Esto se
debe a que los valores de la coordenada a* son negativos, lo que indica que la tonalidad verde en
estas pulpas es mayor en comparacioén con las otras.

Caracterizacion de solidos solubles y totales de las mezclas

En la Figura C-32 se presentan los resultados de la caracterizacion de solidos solubles y totales
para las pulpas verdes.
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Figura C-32. Caracterizacion de sélidos solubles (A) y sélidos totales (B) de mezclas de pulpas verdes.
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Para los sélidos solubles se observan tendencias lineales con pendientes negativas para todas las
mezclas. Si el porcentaje de la pulpa de hortaliza es menor del 50% la fruta influye
mayoritariamente en la cantidad de solidos solubles de la mezcla, sin embargo, cuando el
porcentaje de la hortaliza es superior es ésta la que determina los soélidos solubles en la mezcla;
es decir, antes del 50% no se observa una diferencia relevante si se emplea espinaca o guatila y
cuando el porcentaje de hortaliza en la mezcla aumenta no se evidencia una diferencia al emplear
pulpa de feijoa o de lulo en la mezcla.

Al observar los resultados para los solidos totales el comportamiento no es el mismo, la diferencia
observada al emplear diferentes hortalizas ya no se presenta; es decir, los sélidos totales en las
pulpas verdes dependen de la fruta empleada (feijoa o lulo). Por lo tanto, se pueden ver valores se
sdlidos totales mayores para las mezclas con feijoa que para las mezclas con lulo. Sin embargo,
se siguen evidenciando tendencias lineales con pendientes negativas, tal como ocurre en los
sdlidos solubles

Caracterizacién de carbohidratos

Posteriormente se realiz6 la cuantificacion de carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) para
las pulpas de feijoa, espinaca y las mezclas obtenidas a partir de estas dos pulpas en diferentes
proporciones. Para ello se emplearon los resultados presentados previamente en el ANEXO B.

Los resultados experimentales se presentan en la Figura C-33. Se observan tendencias lineales,
con pendientes negativas, debido a que el contenido de todos los carbohidratos es mayor en la
feijoa que en la espinaca.
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Figura C-33. Determinacién del contenido de carbohidratos en la mezcla de feijoa y espinaca.

En la pulpa de feijoa el contenido de sacarosa es mayor, seguido por la fructosa y la glucosa. Este
comportamiento se mantiene para todas las mezclas. En el caso de la pulpa de espinaca el
contenido de los tres carbohidratos es muy bajo y similar entre si (alrededor de 0,1%). Con estos
resultados no se evidencia una hidrélisis de la sacarosa presente en las mezclas, ya que el
contenido es proporcional a la cantidad de espinaca presente en la pulpa.
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Caracterizacién de acidos organicos

Se determinaron los acidos organicos presentes en las pulpas de feijoa, espinaca y en la mezcla
seleccionada (40% de pulpa de feijoa y 60% de pulpa de espinaca). Para la deteccion y
cuantificacion de los acidos se emplearon los resultados reportados previamente. Los resultados
de los ensayos experimentales se muestran en la Tabla C-8. La Tabla C-9 permite realizar una
comparacion de los resultados obtenidos con algunas fuentes bibliograficas previas.

Tabla C-8. Cuantificacion de acidos organicos identificados en las pulpas verdes

o ; Contenido (% p/p)
Acido Organico
Espinaca | Feijoa Mezcla
Oxalico 0,105% 0,059% 0,203%
Citrico 0,004% 0,625% 0,310%
Malico Malico 0,374% 0,049%
Succinico Succinico | 0,313% 0,213%
Malonico Malonico
Otros acidos encontrados | Acético Acético Tartarico 0,177%
Propiénico

Tabla C-9. Contenido de acidos organicos en espinaca y feijoa.

Fruta o Acido Acido

- Acido citrico 1 Otros acidos organicos Referencia
Vegetal oxalico malico
Acético: 16,1 (neq/qg)
704.4 50,0 (ueqg/g) 76,6 (ueqg/g) Formico: 19,2 (neq/g)
(e ' ) Fumérico: 27,8 (ueq/q) (Linetal., 1971)1
Khea’g Lactico: 9,0 (neqg/qg)
Succinico: 20,7 (ueq/q)
6700 400 (mg/kg) Pirdvico
Espinaca (mg/kg) Succinico (Wang et al., 2009)
0,670% 0,040% Fumarico
Ascorbico:
900 (no/g) e 25,75 + 6,12 (mg/100g) (Koh et al., 2012)
385,9
’ 12,0 (mg/100 —-
(mg/100g) (mg/100g) (m 1/3;80 ) (Askar et al., 1982)
0,386% 0,012 S
1430,6 —
1607,0 1(223 /101072)’3 Ascérbico (Vit. C): (Rodriguez et al.,
(mg/100g) 9/2th 16,0 — 16,4 (mg/100g) 1992)
Feijoa 2,0% 1,0% Quinico : 0,5% (Harman, 1987)
0,39+0,12 13,65 £ 1,56 0,55+0,18
(g/kg) (g/kg) (g/kg) ey
0,039% 1,365% 0,055%

El principal 4cido organico encontrado en la espinaca es el acido oxalico (90%). Se prefieren las
variedades de espinaca que poseen menor contenido de &cido oxalico porque su consumo se

11 Unidades de los resultados expresadas en base seca.
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asocia con la formacién de célculos en los rifiones. Sin embargo, al igual que las otras hortalizas
su composicion varia considerablemente con la variedad del cultivo empleado, el método
(organico o convencional), la radiaciéon, los nutrientes que recibe y las condiciones de
procesamiento, entre otros. (Liu et al., 2015; Gent, 2016; Shi et al., 2016; Siener et al., 2016;
Zhang et al., 2016)

En el caso de la feijoa el contenido de acidos organicos la variacion presentada en relacién con
las fuentes bibliograficas consultadas se debe principalmente al procesamiento al que han sido
sometidos los frutos y a su grado de madurez.

Tal como en el caso de las pulpas rojas y amarillas, las pulpas verdes son producto de una
mezcla muy especifica, razén por la cual, no se encuentran reportes en la literatura para realizar

la comparacion.

Se consider6 el efecto de la disociacion de los principales acidos organicos encontrados en las
pulpas verdes, los cuales se esquematizan en la Figura C-34.
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Figura C-34. Esquema de la disociacion de los principales acidos orgénicos en las pulpas verdes. Acidos:
citrico (A), oxdlico (B), succinico (C) y malico (D)
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A pesar de que el porcentaje de pulpa de espinaca en la mezcla es del 60%, el valor de la mezcla
se encuentra mas cercano a la pulpa de feijoa, tal como se discuti6 previamente. Esto es
importante ya que a menores valores de pH la disociacion de los acidos en las pulpas es menor,
por lo que su actividad antimicrobiana es superior.

Teniendo en cuenta lo anterior, el comportamiento de la mezcla sera similar al de la pulpa de
feijoa. Puede verse que para el pH de la feijoa (3,42) se encuentran tres especies del acido citrico
en solucién, dos del oxdlico, del succinico y del malico. En cada caso la especie que se encuentra
en mayor proporcién esta presente en diferentes grados de disociacion (para el citrico es la [AH2],
en el oxdlico es [AH], en el succinico las dos especies estan al 50% porque el pH coincide con el
pKay en el malico [AH2]), sin embargo, en ningun caso predomina la especie disociada.

En la pulpa de espinaca el comportamiento es opuesto (solo para el acido oxalico las especies se
encuentran cerca del 50%), ya que en todos los casos la especie en solucidon predominante es la
gue se encuentra totalmente disociada, por ello su comportamiento tiende a parecerse al de un
acido fuerte y su accion antimicrobiana es menor. Por lo tanto se espera que al inocular las
bacterias lacticas tengan una mayor probabilidad de mantenerse y crecer en la pulpa de espinaca.






ANEXO D. Resultados de la evaluaciéon de
operaciones preliminares

Neutralizacion

* Neutralizacién de pulpas rojas

En la Figura D-1 se presentan los resultados de la evaluacion de la neutralizacion de las frutas
rojas (mora, fresa y guayaba). Inicialmente se considerd la neutralizacion de las pulpas teniendo
como Unica variable de respuesta el aumento de pH. Sin embargo, el cambio en el color fue
evidente, razoén por la cual se consider6 éste como variable de respuesta. Se detalla el
comportamiento de las dos variables (pH en la Figura D-1(A) y color en la Figura D-1(B)), frente a
la adicion del hidréxido de sodio.
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pH: pulpa de mora (A); pulpa de fresa (0); pulpa de guayaba (X).
Coordenadas en el sistema CIELAB: Pulpa de mora: L*(A), a*(A), b*(x). Pulpa de fresa: L*(®@),
a*(0), b*(x). Pulpa de guayaba: L*(m), a*([3), b*(x).

Figura D-1. Comportamiento del pH (A) y de las coordenadas del color (B) en la neutralizacion de
las pulpas rojas.

Al adicionar el hidroxido se sodio se observa un aumento en el pH, el cual tiene un
comportamiento diferente para cada pulpa. En el caso de la guayaba, luego de la adicion de 2mL
de hidréxido, el pH esta por encima de 6, mientras que para la fresa se necesitaron mas de 4mL y
la mora alcanz6 dicho valor. Considerando que la pulpa de guayaba tiene valores de pH mas altos
para un mismo volumen de NaOH, puede decirse que se neutraliza con una mayor facilidad.
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Se presentan cambios importantes en el color de todas las pulpas con la neutralizaciéon. En la
mora, la luminosidad (L*) aumenta proporcionalmente con la adicién de hidroxido de sodio,
mientras que las coordenadas a* y b* disminuyen con una tendencia inversamente proporcional.
En el caso de la pulpa de fresa el cambio en las coordenadas del color no es lineal con la
neutralizacion: inicialmente se observa un descenso importante para a* y b* y un aumento en L*
(un 8% con respecto al valor inicial) hasta la adicion de 4mL. Posteriormente los valores de a* y b*
se estabilizan y el cambio es menos relevante, mientras que L* disminuye. En la pulpa de
guayaba los cambios de a* y b* son menos importantes en comparacion con las otras pulpas,
pero la luminosidad (L*) baja de forma notable después de los 2mL de NaOH.

Considerando el cambio en el color con el aumento del pH, pueden verse las diferencias
presentes en el proceso de neutralizacién entre las frutas. Por ejemplo, el pH en la mora pasa de
3,5 a 5,5 al adicionar un 20% v/p de hidroxido (6mL de solucion en 30g de pulpa). Sin embargo, la
luminosidad (L*) aument6 cerca del 29% del valor inicial y las coordenadas (a*) y (b*) bajaron
aproximadamente un 35% y 100%, respectivamente. Para la fresa, se puede decir que el valor de
6,0 en el pH es un “punto de inflexién” para el comportamiento de todas las coordenadas del color.

Los resultados obtenidos para la pulpa de guayaba muestran que con la adicién de un 7% (v/p) de
la solucién de hidroxido (2mL en 30g de muestra) el pH alcanza un valor de 6 sin una variacion
relevante en las coordenadas de color: la luminosidad (L*) ha disminuido en 3% respecto al valor
inicial, mientras que (a*) y (b*) han aumentado en un 2%. Posteriormente, con la adicién de 1mL
mas de hidroxido se tienen los mayores cambios, tanto en el color como en el pH, que llega hasta
8,5 aproximadamente. Dados los resultados obtenidos para esta fruta, se decide adicionar el
hidréxido en alicuotas inferiores (0,4 mL en lugar de 1,0mL). Los resultados se muestran en la
Figura D-2, en donde se aprecia un aumento de pH proporcional al volumen de NaOH adicionado
y pequefias variaciones para las coordenadas de color.
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Coordenadas en el sistema CIELAB. Pulpa de guayaba: L*(m), a*(0d), b*(x).

Figura D-2. Comportamiento del pH (A) y de las coordenadas del color (B) en la neutralizacion de
guayaba. Variacion del color en funcion del pH (C).

Las diferencias absolutas obtenidas por el proceso de neutralizacion de las pulpas, asi como los
atributos de color, se calcularon mediante las ecuaciones (3.1), (3.2) y (3.3). Los resultados (antes
y después de la neutralizacion) se presentan en la Tabla 6-1.
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De acuerdo con estos resultados, las diferencias absolutas del color son significativas para todas
las frutas rojas. Tal como se discuti6 anteriormente los valores para la mora y la fresa son
similares (cercanos a 20), mientras que para la guayaba la diferencia es sustancialmente menor.
Al evaluar el cambio del color en coordenadas radiales (luminosidad L*, tonalidad h* y saturacion
C*) se presenta un comportamiento similar: la saturacién disminuye en todos los casos, mientras
que la luminosidad y la tonalidad no presentan una tendencia establecida. El analisis estadistico
demuestra que las diferencias presentadas en el color con el cambio del pH son significativas, a
pesar de que para la guayaba son menores.

* Neutralizacion de pulpas amarillas.

En la Figura D-3 se presentan los resultados para la evaluacion de la neutralizacion en pulpas
amarillas (mango, uchuva y maracuya). En la Figura D-3(A) puede verse que el mango destaca en
comparacion con la uchuva y el maracuyd, ya que luego de la adicién de 1mL de NaOH el pH
aumentoé a casi 6,5. Para la uchuva y el maracuyd, después de adicionar 6mL de la solucion de
hidroxido, el pH fue de 5,5 y 4,0 respectivamente. El cambio del color con la adicion de NaOH es
baja (Figura D-3(B)), en especial para la uchuva y el maracuyd, en donde se resalta por la
similitud para las tres coordenadas. El cambio en las coordenadas del color es pequefio, también
lo es el aumento en el pH, especialmente en el maracuya. En el caso de la uchuva, aunque el
color permanecié estable se requiere una cantidad alta de NaOH para aumentar el pH de la pulpa
hasta 5,6 (20% v/p).
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pH: pulpa de mango (A); pulpa de uchuva (0); pulpa de maracuya (x).
Coordenadas en el sistema CIELAB. Pulpa de mango: L*(A), a*(4), b*(X). Pulpa de uchuva: L*(e),
a*(0), b*(X). Pulpa de maracuya: L*(m), a*[@), b*(X).

Figura D-3. pH (A) y coordenadas del color (B) en la neutralizacién de las pulpas amarillas.

Con el fin de visualizar de una forma mas detallada el cambio de color del mango frente a la
adicion de hidroxido de sodio, fue necesario hacer una neutralizacién adicional, agregando
volimenes de solucion mas pequefios (0,2mL en cada adicion, frente a 1mL en los casos
anteriores). Los resultados se presentan en la Figura D-4 donde se puede ver un aumento del pH
con la adicién de hidroxido de sodio (A), acompafado de pequefios cambios en las coordenadas
del color (B). Se presenta un descenso lineal de la luminosidad al aumentar el pH. La coordenada
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a* permanece practicamente horizontal (con pequefias oscilaciones), mientras que la coordenada
b* disminuye con la neutralizacion, lo cual indica una reduccion del color amarillo de la pulpa.
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Coordenadas en el sistema CIELAB. Pulpa de mango: L*(A), a*@), b*(x).
Figura D-4. pH (A) y coordenadas del color (B) en la neutralizaciéon de mango.

Con estos resultados se calcularon los atributos y las diferencias absolutas de color que se
reportan en la Tabla 6-2.Las diferencias encontradas en las propiedades de color al neutralizar las
pulpas de frutas son significativas: en todos los casos la luminosidad disminuye, mientras que
tanto la tonalidad como la saturacion varian sin un patrén fijo.

Las diferencias absolutas de color también son significativas en todos los casos, siendo mayores
para las pulpas de uchuva, mango y maracuyd, respectivamente. Para la neutralizacién del mango
se necesitd una décima parte del volumen de NaOH que en las pulpas de maracuya y uchuva
(0,6mL frente a 6,0mL), lo cual hace que este proceso sea mas viable para el acondicionamiento
de la pulpa previo a la fermentacion.

Se resalta que para la pulpa de maracuyd, la diferencia absoluta de color es baja en comparacion
con el mango y la uchuva. Sin embargo, el pH no se incrementa a pesar de la adicién del
hidréxido (20% v/p), por lo que puede decirse que no hay cambios en las variables de respuesta
después de la neutralizacién evaluada bajo las condiciones establecidas.

» Neutralizacién de pulpas verdes

En la Figura D-5 se presentan los resultados para la evaluacién de la neutralizacién en pulpas
verdes (feijoa y lulo). Es importante resaltar que para ningln caso se alcanz6 un pH mayor de 4,7
después de la adicibn maxima de hidroxido de sodio (6mL NaOH 1N en 30g pulpa) (Figura D-5
(A)), por lo que la neutralizacion de éstas pulpas requieren cantidades mayores del agente
neutralizante, debido a que su acidez es alta. Al igual que el comportamiento observado
anteriormente en el maracuya, no se observa una alteracién importante del color de las pulpas
(Figura D-5 (B)).
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Figura D-5. pH (A) y coordenadas del color (B) en la neutralizacion de las pulpas verdes.

Se resalta que el comportamiento, tanto para el pH como para todas las coordenadas de color (L*,
a* y b*) es similar en las dos pulpas y practicamente constante con la adicidon de la solucion de
hidréxido, en el rango de pH estudiado; es decir, al aumentar el pH las coordenadas permanecen
alrededor de los mismos valores. La Unica diferencia importante se encuentra para la pulpa de
feijoa, en la que el valor de a* pasa de 0,25 a 1,57 y considerando que corresponde a la
coordenada que va de verde a rojo, este aumento afecta significativamente el color de la pulpa.
Para confirmar este comportamiento se calcularon las diferencias absolutas y los atributos de
color entes y después de la neutralizacion (ver Tabla 6-3).

A pesar de ser bajas, las diferencias absolutas (AE) y las encontradas en las propiedades del
color (luminosidad, tonalidad y saturacidén) son significativas. Esto se debe a que, incluso son una
adicion de 20% (v/p) de solucidn de hidroxido de sodio (en relacion con el peso de la pulpa inicial),
el cambio en el pH es bajo, tal como se discutié previamente.

Adicionalmente, se compararon los valores obtenidos para el pH en funciéon del volumen de
hidroxido de sodio adicionado, Unicamente para las pulpas cuyo pH final fue mayor de 6,0
(mango, guayaba y fresa). Los resultados se presentan en la Figura D- 6.

En todos los casos los resultados se ajustan a una tendencia exponencial y las constantes de la
base son similares al pH inicial de la pulpa. La principal diferencia entre las pulpas esta en la
constante que multiplica a la x (volumen de NaOH), siendo mayor para el mango y menor para la
fresa, por ello se puede decir que este parametro esta asociado con la “facilidad” en que se
neutraliza la pulpa y con la acidez titulable (a mayores valores de acidez, menores valores de éste
parametro). Por esta razon, ésta constante puede estar asociada con la naturaleza de los acidos
presentes en las frutas y sus diferentes sistemas de equilibrio (disociacion).
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Figura D-6. Neutralizacion de mango, guayaba y fresa. pH frente al volumen de hidréxido de
sodio.

» Evaluacién de la fermentacion con pulpas neutralizadas.

Considerando que el principal objetivo de la neutralizacion es mejorar las condiciones del sustrato
para favorecer la viabilidad de las bacterias lacticas inoculadas, se realizaron ensayos de
fermentacion con pulpas de fresa, uchuva y lulo neutralizadas. Se esperaba un descenso del pH
de las pulpas después de la incubacion. Sin embargo, el pH de las pulpas antes y después es el
mismo. El conteo de bacterias lacticas después de la incubacion es cero en todos los casos
debido a que los microorganismos inoculados no sobrevivieron a las condiciones de los sustratos.

El deterioro presentado en las propiedades sensoriales (olor, sabor y color) después de la
neutralizacion, fue mayor después de la incubacion. Debido a estos resultados se evalud el
carbonato de calcio como agente neutralizante en ensayos experimentales. Los resultados fueron
similares en relacion con el deterioro de las propiedades sensoriales.

Cabe resaltar que muchos de los compuestos con actividad antioxidante son los que le
proporcionan el color (antocianinas, carotenoides y/o clorofilas), por lo que se consideré el posible
deterioro de las propiedades bioactivas. Algunos estudios han relacionado la actividad
antirradicalaria de diversos compuestos con el aumento del pH del medio en el que se encuentra.
Los hallazgos muestran cambios en los mecanismos de accion y disminucion de la actividad.
(Nicoli et al., 1999; Friedman and Jurgens, 2000; Lemanska et al., 2001; Wu et al., 2018).

En resumen, se descartd la neutralizaciébn como un tratamiento previo a la fermentacion. Se
observé un deterioro significativo del color y de otras propiedades que no fueron valoradas
instrumentalmente como el aroma y el sabor. Adicionalmente, no se obtuvo mantenimiento ni
crecimiento de las bacterias inoculadas y las propiedades bioactivas (como la actividad
antioxidante) pueden verse reducidas.
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Acondicionamiento de los cultivos
» Fermentacion de pulpas de frutas

Una vez se descarté la etapa de neutralizacion como un proceso de adecuacion del sustrato, se
continué con la evaluacion del acondicionamiento del cultivo en bebidas de soya y avena. El
objetivo de esta etapa previa a la incubacién, es favorecer el ajuste de las bacterias lacticas
inoculadas a las nuevas condiciones del sustrato. Este proceso se realizé6 en las condiciones
establecidas previamente, Debido a la naturaleza del proceso fermentativo se esperaba un
descenso en el pH y los sélidos solubles acompafiado de un aumento en la acidez titulable y
crecimiento bacteriano.

Los resultados obtenidos para el pH y la acidez titulable se presentan en la Figura D-6 y para los
sélidos solubles y el crecimiento bacteriano en la Figura D-7.
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Figura D-7 pH y acidez titulable durante la fermentacion lactica de pulpa de frutas, con y sin
acondicionamiento del cultivo.

Se observan tendencias horizontales para el pH, la acidez titulable y los sélidos solubles en las
pulpas de guayaba y feijoa a lo largo del tiempo de fermentacién y ya que no se observo ni
crecimiento ni mantenimiento microbiano de las bacterias inoculadas, se considera que no
sobrevivieron a las condiciones de los sustratos.

El analisis estadistico permiti6 comparar los cuatro tipos de sustratos: (1) la pulpa pura (sin
acondicionamiento), (2) la pulpa con acondicionamiento en agua, (3) la pulpa con
acondicionamiento en avena y (4) la pulpa con acondicionamiento en soya, antes y después de 24
horas de incubacion y una muestra que se incub0 sin inéculo (control). Los resultados para la
guayaba se reportan en la Tabla D-5, donde puede observarse que no hay las diferencias
significativas en los sélidos solubles (°Brix) ni en la acidez titulable.

Al comparar el pH de las muestras iniciales (t=0) y después de 24h de incubacion, solo hay
diferencias significativas en la pulpa pura (pH = 4,036). Sin embargo, esta diferencia se descarta
cuando se comparan las dos muestras incubadas: con y sin indculo (contral), por lo que, la
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diferencia inicial se debe Unicamente al proceso de incubacion, no por accién de las bacterias

inoculadas.
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Figura D-5. Sdlidos solubles y crecimiento bacteriano durante la fermentacion lactica de pulpa de
frutas, con y sin acondicionamiento del cultivo.

Tabla D-5. Propiedades fisicoquimicas antes y después de la incubacion de guayaba, cony sin
acondicionamiento del cultivo.

] Tiempo — Acidez titulable
Tratamiento incubacion (h) Brix pH (megq. acido / g pulpa)

0 8,3+0,9? 4,036 + 0,0842 0,089 + 0,0072

Guayaba (Gy) sin a bc
acondicionamiento 24 8609 3,917+0,024 0,090 + 0,005%
24 (Control) | 8,0+1,2% | 3,911 +0,051% 0,087 + 0,0122
0 7,5+1,2% | 3,920 £ 0,063 0,079 + 0,0112

Guayaba-Agua a c
(Gy-H20) 24 7,2+0,9 3,905 £ 0,032 0,077 £ 0,010
24 (Control) 7,2+1,22 3,910 + 0,046° 0,075 + 0,0142
0 8,9+0,22 4,025 +0,0152 0,083 = 0,0002
O ) 24 8,9+0,2° | 4,010%0,021% 0,082 + 0,001
24 (Control) 8,9+0,1* | 3,993 + 0,003%c 0,083 + 0,0002
0 74+0,1% | 4,031+ 0,025 0,079 + 0,0017
s Ve 24 7,4+01° | 3,986+0010% | 0,082 +0,000°
24 (Control) 7,4+0,12 4,067 + 0,0042 0,075 + 0,000

Los valores medios + SD (n=2) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Se presenta un descenso significativo en el pH de la pulpa inicial (t = 0) cuando el cultivo se ha
acondicionado previamente en agua. Después de la incubacion, la principal diferencia se
encuentra entre las pulpas con acondicionamiento previo en avena y agua. Sin embargo, con
respecto a las muestras control, las principales diferencias se observan entre las pulpas con
acondicionamiento en agua y soya. Si se relacionan las variaciones en el pH (3,9 - 4,1) con la
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conservacion de la pulpa o la percepcioén organoléptica, las diferencias serdn poco significativas, a
pesar de los resultados del andlisis estadistico.

Los resultados para el analisis de la fermentacion de la pulpa de feijoa se presentan en la Tabla
D-6. Se observan diferencias significativas en todas las propiedades valoradas. Cabe destacar
que, en general, las muestras con acondicionamiento del cultivo en bebida de soya difieren
significativamente de las demas, sin embargo, no se observan diferencias entre las muestras
incubadas (t = 24h) y sin incubar (t = 0).

Tabla D-6. Propiedades fisicoquimicas antes y después de la incubacion de feijoa, con y sin
acondicionamiento del cultivo.

Tratamiento |in parian | B s (e, Gcido | o pulbe)
o 0 12,8+1,0® | 3,732 0,044 0,240 + 0,0417
acoFr?(ljJic():?o%F;)msi‘g]nto 24 12,6 0,770 | 3,644 +0,039° 0,243 £ 0,032°
24 (Control) | 13,0£0,3* | 3,634 0,025 0,254 + 0,008°
] 0 11,4+1,1%¢ | 3,639+ 0,062° 0,238 + 0,026°
FEE”F(J)aHfg)“a 24 112+1,09 | 3570+ 0,033 0,235 + 0,022°
24 (Control) | 11,1+0,8% | 3,559 +0,000¢ 0,233 £ 0,019°
] 0 12,7£0,1%° | 3,642 % 0,004° 0,260 £ 0,000°
Fe”(c,’:?_'ﬁ‘\‘/’f na 24 12,6 £0,4% | 3,651 +0,008" 0,263 + 0,002
24 (Control) | 12,9+01% | 3,615+ 0,015 0,263 £ 0,002°
) 0 91+01° | 3,800 0,001 0,163 + 0.001°
Fe”(OF?-_g)Oya 24 91+01° | 3,7320,000° 0,164 + 0,001
24 (Control) 9,1+0,0° 3,764 + 0,002 0,165 + 0,001°

Los valores medios + SD (n=2) que no comparten una letra, en la misma columna, son

significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Para los sdlidos solubles no se observan diferencias significativas de las muestras que fueron
incubadas y las que no. Tampoco se observan diferencias significativas debidas a al
acondicionamiento en avena o agua, entre las muestras iniciales (t=0), ni entre las muestras
incubadas (t=24h). Sin embargo, se observa un descenso significativo en los sélidos solubles de
las muestras control debido a la adicion de agua proveniente del acondicionamiento del cultivo.

El comportamiento encontrado para el pH es igual que el obtenido para las otras propiedades
cuando realiza el acondicionamiento en soya o avena, pero cuando se evalla esta propiedad en
la pulpa pura o con adicién de agua se encuentra un descenso significativo en las muestras antes
y después de 24h de incubacion. A pesar de ello, al comparar las muestras incubadas con y sin
inéculo (control) la diferencia encontrada ya no es significativa. Excluyendo las muestras
acondicionadas en soya, se observa que el acondicionamiento en agua y avena produce un
descenso significativo en el pH de la feijoa. Si se relaciona la variacion del pH (entre 3,6 y 3,7) con
la conservacién de la pulpa o la percepcién organoléptica, no hay diferencias pese a que el
analisis estadistico indique lo contrario.

En consecuencia, y ya que el conteo de bacterias lacticas fue nulo para todas las muestras
evaluadas, se concluye que no hubo fermentacién lactica en las pulpas de guayaba y feijoa.
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Para la pulpa de mango se observo descenso en el pH y aumento en la acidez titulable (Figura D-
7) obtenido principalmente por el mantenimiento y crecimiento de las bacterias incubadas (Figura

D-8). Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla D-7.

Tabla D-7. Propiedades fisicoquimicas antes y después de la incubacion de mango, con y sin
acondicionamiento del cultivo.

Tratamiento inchi)zrgi%z ") oBrix oH (mgfigceizgtf_cllasllﬁpa)
_ 0 109+1,6° | 4,226 +0,039° 0,030 + 0,006
aggig?gc%g%izwto 24 10,8+1,7% | 3,8530,043° 0,053 + 0.0125
24 (Control) | 10,8+1,6% | 4,278+0,027° 0,030 + 0,007
0 11,0+1,1% | 4,208 + 0,185 0,029 £ 0,009°
M?Gg?éi\g?a 24 105+£1,9% | 3,797 £0,116° 0,053 + 0,011"
24 (Control) | 10,7+1,8* | 4,153 +0,165% 0,029 + 0,008"
0 127+1,4% | 4,225%0,049° 0,030 + 0,001
Ma(nl\g/l]g:ﬁx;ana 24 125+2,12 | 3,771 +0,016° 0,106 + 0,0032
24 (Control) 12,4+2,12 4,221 + 0,014 0,030 + 0,001¢
0 105+1,9% | 4,432 +0,120° 0,032 + 0,008
Ma?l\%g:gfya 24 10,4£2,0* | 3907+0,178" 0,072 0,020
24 (Control) 10,4 +1,9% 4,436 +0,1242 0,032 + 0,008¢

Los valores medios + SD (n=3) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

Las diferencias presentadas en los sélidos solubles (°Brix) no son significativas y las desviaciones
de los datos son altas en comparacién con las obtenidas para las pulpas de guayaba y feijoa. Ya
gue se tiene crecimiento de las bacterias inoculadas, se esperaba un descenso en esta propiedad,
en especial, si se considera como una medida indirecta de los carbohidratos solubles (fuentes de
carbono), que son los componentes que mas inciden en la medida.

A pesar de ello, pueden presentarse dos fendmenos que compensan el consumo de los azlcares
ya que afectan el indice de refraccion de la luz: el primero la hidrdlisis de la sacarosa en glucosa y
fructosa, considerando que las bacterias consumen preferentemente el primero, la fructosa se
acumula en el medio influyendo en la medida; y el segundo la produccién de &cidos orgénicos.
Este comportamiento también puede sugerir que las bacterias inoculadas prefieren una fuente de
carbono diferente de la sacarosa, glucosa o fructosa, que no afecte significativamente el indice de
refraccion. Para poder confirmar o negar estas afirmaciones es importante realizar andlisis
especificos que permitan aclarar la variacion de algunos carbohidratos (sacarosa, glucosa y
fructosa).

No se observa una diferencia significativa entre los valores de pH en las muestras iniciales y en
los controles para ninguna de las pulpas. Sin embargo, el descenso producido por el crecimiento
bacteriano es significativo después de 24h de incubacion. Bajo las condiciones en las que se
realizaron los ensayos, es de destacar que no se presenta una diferencia significativa en los
valores de pH de las pulpas, cuando se fermentan con o sin acondicionamiento del cultivo en
agua, soya o avena.
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Para los valores de la acidez titulable no se observan diferencias al comparar las muestras
iniciales con los controles, lo cual indica que el proceso de incubacion no afecta el valor de la
acidez si la pulpa no ha sido inoculada. Cuando la pulpa se inocula, el aumento de acidez es
significativo especialmente en las muestras con acondicionamiento previo del cultivo.

Se tiene un aumento aproximado del 16% de la acidez titulable en la pulpa pura (con adicion
directa de cultivo), frente a las pulpas con acondicionamiento en agua (82%), en soya (125%) y en
avena (257%). Por lo tanto, si se evalla la fermentacion lactica considerando el aumento de
acidez (produccion de 4&cido lactico) se puede decir que el rendimiento aumenta
considerablemente cuando se realiza el acondicionamiento previo del cultivo.

Se observa un crecimiento de las bacterias inoculadas durante el tiempo de fermentacion
evaluado (ver Figura D-9), después de 24h de fermentacion el conteo de bacterias lacticas llega a
1 x 10® UFC/g, cumpliendo con los niveles minimos establecidos en un alimento con probiéticos
para tener una actividad funcional en el consumidor (1x10° UFC/g).

A pesar de que la concentracion de bacterias inicial es diferente, al cabo de 24h de fermentacion
es igual para todas las muestras. En consecuencia, desde el punto de vista del crecimiento
microbiano, el acondicionamiento previo del cultivo en agua, bebida de avena o bebida de soya no
implica un cambio en el rendimiento del proceso.

1E+9
1E+8
1E+7
1E+6

1E+5

Bacterias acido lacticas (UFC/g)

1E+3

1E+2
0 8 16 24
Tiempo de fermentacién (h)

Sustratos: Mg sin acondicionamiento (), Mg-S (m), Mg-H20 (A), Mg-Av (e)

Figura D-9. Crecimiento bacteriano durante la fermentacién de pulpa de mango cony sin
acondicionamiento del cultivo.

En las ocho primeras horas de fermentacion se observa un crecimiento rapido de las bacterias en
las pulpas con acondicionamiento en agua y soya, que continla en las ocho horas siguientes,
pero con una velocidad menor. En la pulpa con acondicionamiento en avena la velocidad de
crecimiento durante las primeras ocho horas es menor a la observada para las otras pulpas; en
las siguientes ocho horas de incubacion, esta velocidad aumenta significativamente y
practicamente es nula en las Ultimas ocho horas de proceso. Para la pulpa sin acondicionamiento
previo se observa un aumento en la velocidad de crecimiento con el tiempo de fermentacién y a
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pesar de que el conteo de bacterias es menor a las 8 y 16 horas de proceso, se puede ver que
luego de 24h de incubacidn alcanza al de las otras muestras.

En conclusion y de acuerdo con los resultados obtenidos, solo la pulpa de mango funcioné
adecuadamente como sustrato para las bacterias acido lacticas inoculadas (Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus).

El acondicionamiento en sustancias prebiéticas como la bebida de soya y de avena, favorecio la
acidificacién de las pulpas. Sin embargo, su influencia sobre la velocidad del crecimiento
bacteriano es pequefia y puede deberse a la dilucidon, considerando que se observa un
comportamiento similar al acondicionar el cultivo en agua.

Se obtuvo una alta viabilidad de microorganismos al cabo de 24 horas de fermentacion para todas
las pulpas de mango (con y sin acondicionamiento previo). Por lo tanto es recomendable continuar
los ensayos de fermentacion con adicion directa del cultivo en la pulpa pura o con
acondicionamiento en agua.

* Fermentacion de pulpas de hortalizas

Debido a que la acidez titulable y el pH de las pulpas de hortalizas son favorables para el
crecimiento de las bacterias lacticas, no se considerd la neutralizacion. Al igual que para las
pulpas de frutas se evaluo la influencia del acondicionamiento del cultivo en ingredientes con
caracteristicas prebiéticas (bebidas de soya o avena) empleando como variables de respuesta pH,
acidez titulable, solidos solubles y bacterias acido lacticas. Posteriormente se evalud la
fermentacion bajo las mismas condiciones pero empleando diferentes cultivos. Los resultados
obtenidos para el pH y la acidez de las pulpas de hortalizas se presentan en la Figura D-10 y en la
Figura D-11 los sélidos solubles y el conteo de bacterias lacticas.
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Figura D-10 pH y acidez titulable durante la fermentacién lactica de hortalizas, con y sin
acondicionamiento del cultivo
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Figura D-11 Sdlidos solubles y conteo de bacterias lacticas durante la fermentacion de hortalizas,
con y sin acondicionamiento del cultivo.

En general, el comportamiento de las variables es el esperado de acuerdo con la naturaleza del
proceso fermentativo: se presenta un descenso en el pH y un aumento de acidez titulable. A pesar
de que esta pauta se presenta en todas las pulpas de hortalizas, es mas notable en las pulpas de
remolacha y ahuyama. Se esperaba un descenso en los solidos solubles, pero permanecen
constantes a lo largo de toda la fermentacién para todas las pulpas, posiblemente debido que el
consumo de los carbohidratos disponibles es compensado con una hidrélisis de la sacarosa
presente en la pulpa y la produccion de acido lactico de forma simultdnea. Para todas las pulpas
se observé un crecimiento de las bacterias inoculadas durante las seis horas en las que se realiz6
la fermentacion.

= Resultados para la pulpa de remolacha
Para comparar los resultados de la evaluacion del acondicionamiento, en la Tabla D-8 se
presentan los resultados obtenidos para las propiedades fisicoquimicas antes y después de la
incubacion.

Se confirma que no hay diferencias significativas en los soélidos solubles para ninguna de las
pulpas. Se observa un descenso significativo en el pH antes y después de la fermentacion, pero
no entre la muestra inicial y el control (pulpa incubada por 6h, pero sin inoculaciéon de bacterias
lacticas). Tampoco existe una diferencia significativa del pH entre las muestras que se
fermentaron sin o con el acondicionamiento del cultivo en otros ingredientes (agua, bebida de
avena o soya).

Después de la fermentacion se presenta un aumento significativo en la acidez titulable de las
pulpas con excepcion de la muestra fermentada con acondicionamiento previo en avena. Para la
pulpa sin acondicionamiento es aproximadamente del 50% y para las pulpas acondicionadas en
agua es del 55%, en soya del 72% y en avena del 38%. No se evidencia una diferencia
significativa al comparar la acidez de las pulpas al inicio de la fermentacion con el control. En
ningun caso el acondicionamiento del cultivo produjo un cambio significativo en las diferentes
variables valoradas.
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Tabla D-8. Propiedades fisicoquimicas antes y después de la incubacion de remolacha, con y sin
acondicionamiento del cultivo.

Tratamiento |incipacion | B PH (meq. oido /g pulpa)

Remolacha sin 0 8,6+1,6° | 55320,046% 0,027 + 0,004
acondicionamiento 6 8,3+1,6 | 4,595+0,216° 0,040 + 0,011%

(Rm) 6 (Control) | 8,6+15% | 55460035 | 0029+ 0,004
0 8,9+0,12 | 5399+ 0,021 0,026 + 0,001°

Rengglri?:?&)A)gua 6 90403 | 4438+0057° | 0,040 +0,002%°
6 (Control) | 9,2+0,5% | 5,466 + 0,236 0,026 + 0,001

0 92+0,3% | 5309+0,186° | 0,028 + 0,002

Rem?glr%r_]://;\vena 6 9,4+0,1% | 4545+0,192° | 0,039 + 0,005
6 (Control) | 9,3+0,2% | 5544 +0,075 0,027 + 0,003¢
0 80+1,2° | 5557+0,170% 0,025 + 0,005°
Remczglr%rgswa 6 78+12% | 4473+0,136° 0,044 £ 0,009
6 (Control) 7,8+1,5% | 5,608 +0,098° 0,026 + 0,003¢

Los valores medios + SD (n=3) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

En cuanto al crecimiento bacteriano el conteo aumenta en los mismos 6rdenes de magnitud en
todos los casos, pasando aproximadamente de 102 UFC/g a 107 UFC/g al final de las seis horas de
fermentacion. No se observa un efecto del acondicionamiento previo sobre el conteo
microbiolégico (ver detalle posteriormente en la Tabla D-11).

» Resultados para la pulpa de ahuyama
Los resultados para la evaluacién del acondicionamiento en pulpa de ahuyama se presentan en la
Tabla D-9. No se hay diferencias significativas al comparar los sélidos solubles de las diferentes
muestras antes y después de la fermentacién. En relacién con la pulpa sin acondicionamiento, se
presenta un descenso significativo en los sélidos solubles de las muestras a las que se les
adicion6 el cultivo acondicionado en agua. Para el pH las diferencias significativas se deben
Unicamente al proceso de fermentacién y no al acondicionamiento en agua, avena o soya.

En cuanto a la acidez titulable se presenta un aumento en todas las muestras incubadas. No
obstante, este incremento es significativo Unicamente cuando se produce la fermentacion de las
pulpas. No hay diferencias significativas cuando se fermenta la pulpa sin y con acondicionamiento
en bebida de soya, pero el desarrollo de acidez es significativamente menor cuando se
acondiciona el cultivo en agua o avena. Se encontré un aumento en la acidez titulable del 222%
en la ahuyama sin acondicionamiento previo del cultivo, 145% cuando se acondiciona en agua,
108% en avena y 260% en soya. Por esta razén se puede decir que la produccion de acido lactico
tiene un mayor rendimiento cuando se acondiciona previamente el cultivo en bebida de soya.

Con la fermentacién se percibe un aumento en el conteo bacteriano, pasando aproximadamente
de 10%0 10*UFC/g a 107 0 108 UFC/g, por lo que no se considera que el acondicionamiento previo
influya de forma importante sobre las bacterias lacticas inoculadas (ver mas adelante en la Tabla
D-11).
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Tabla D-9. Propiedades fisicoquimicas antes y después de la incubacion de ahuyama, con y sin
acondicionamiento del cultivo.

= incJtl)ngi%(r)l (hy| BiX P (meAqC.Igﬁizdt(I)u/JgI;a;llﬁpa)
Ahuyama sin 0 5,9+0,82 | 5,687 +0,4942 0,015 + 0,005°¢
acondicionamiento 6 59+0,8% | 4,198 + 0,131 0,050 + 0,0022
(AY) 6 (Control) | 59+0,8%® | 5545 +0,6224 0,017 £ 0,007¢
0 4,2 +0,1° | 5,342 +0,1532 0,017 + 0,001¢
Ahlg?/r_nli-é\)gua 6 41+0,2° | 4,179 +0,186° 0,043 + 0,003
6 (Control) 3,9+0,2° 5,483 +0,0132 0,015 + 0,002¢
0 5,1+ 0,4%¢ | 5346 +0,1122 0,017 £ 0,001°
Ah”ﬁ?ﬁ;@"e”a 6 4,7+0,3% | 4,158 + 0,151 0,036 + 0,003
6 (Control) 4,5 +0,13¢ | 5719 + 0,3482 0,014 + 0,000¢
0 5,5+ 0,9%c | 5971 +0,3302 0,014 + 0,004°
Ahu{im_fg)soya 6 5,8 +0,8% | 4,121 + 0,064 0,051 + 0,0072
d 6 (Control) 5,4 +1,1%¢ | 5483 +0,885% 0,018 + 0,007°¢

Los valores medios + SD (n=3) que

no comparten una letra, en la misma columna, son

significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

» Resultados para la pulpa de espinaca

En la Tabla D- 10 se presentan los resultados obtenidos para la fermentacién de pulpa de

espinaca después del acondicionamiento del cultivo en agua, bebida de avena o de soya.

Tabla D-10. Propiedades fisicoquimicas antes y después de la incubacion de espinaca, cony sin
acondicionamiento del cultivo.

Tiempo S Acidez titulable
- incubacion (h) e B (meq. &cido /g pulpa)
Espinaca sin 0 3,0+0,1® | 6,139 +0,186% 0,019 + 0,002°
acondicionamiento 6 2,8+0,2% | 5499 +0,326% 0,028 + 0,0112
ontro 90, , +0, 0,019 + 0,001
(Es) 6 (C ) 2,9+0,1% | 6,099 + 0,275% , ,001°
. 0 2,8+0,1° | 5,994 +0,013% 0,018 + 0,000°
Esfz'é‘s_"ki'g?“a 6 20+02% | 5457 +0,022¢ 0,022 + 0,001
6 (Control) 2,9+0,2% | 6,002+0,012%® 0,018 + 0,000°
. 0 2,9+0,4% | 5892 +0,074bcd 0,018 + 0,002P
ESp'E‘é‘Sﬁ@"e”a 6 3,0+0,4%® | 5508+ 0,081 0,021 + 0,003%
6 (Control) 2,9+0,4% | 5969 +0,073" 0,017 + 0,002°
_ 0 3,3+0,3% | 6,206 +0,073% 0,020 + 0,00220
ESP'?E""SC_aS')SOVa 6 3,2+05% | 5874+ 0,397 0,026 + 0,001
6 (Control) 3,4+0,22 6,456 + 0,2332 0,020 + 0,001%®

Los valores medios £+ SD (n=3) que no comparten una letra, en la misma columna, son

significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.
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Se observan diferencias significativas Unicamente en dos muestras, ya que corresponden al valor
maximo y minimo, respectivamente: el control de la pulpa con acondicionamiento en bebida de
soya y la muestra inicial del acondicionamiento con agua. Sin embargo, en ningln caso se
observan diferencias antes y después de la incubacion.

Para el pH no hay diferencias significativas entre las muestras iniciales y los controles. Después
de la fermentacion, el pH desciende en todas las pulpas, pero solo es significativo para la pulpa
sin y con acondicionamiento en agua. Tampoco se observan cambios significativos al comparar
las muestras fermentadas (6h de proceso), con y sin el acondicionamiento del cultivo (ya sea en
agua, avena o soya), aunque estos resultados pueden deberse a las altas desviaciones que
tienen algunas muestras.

En relacion con los resultados obtenidos para la acidez titulable, solo se presenta un aumento
significativo al comparar la pulpa pura (sin acondicionamiento) inicial y el control con la pulpa
luego de la fermentacion (6h). Con la fermentacién se obtuvo un aumento del 50% en la acidez de
la pulpa sin acondicionamiento, del 20% en la pulpa acondicionada en gua, del 26% en soya y del
18% en avena. Por lo tanto, no se observa influencia del acondicionamiento del cultivo.

Se destaca que los valores de solidos solubles en la pulpa de espinaca son mas bajos en relacién
con los valorados para las pulpas de remolacha y de ahuyama. Esto puede afectar la
disponibilidad de fuentes de carbono y, a su vez, el crecimiento microbiano, dando como
resultado, menores valores de acidez titulable y en consecuencia, valores de pH elevados
después de la fermentacion, lo cual puede dificultar su conservacion.

En la Tabla D-11 se presenta el detalle del conteo microbiano obtenido y permite comparar los
resultados para las diferentes pulpas con y sin acondicionamiento.

Tabla D-11. Detalle del conteo bacteriano de las pulpas de hortalizas fermentadas con y sin
acondicionamiento previo del cultivo.

Acondicionamiento inIL%n;Ei%g?h) ReTFgrl]?)cha Ah(ug;)ma Es;()llzr;?ca
Sin 0 30x10° | 34x10° | 1,2x10*
acondicionamiento 3 2,2 x10° 2,7 x 104 2,3 x10°
(adicion directa) 6 35x107 | 25x107 | 1,4x 107
0 8,5 x 103 5,8 x 10* 1,7 x 108

Agua 3 4,4 x 10° 2,3 x 108 1,6 x 10*

6 3,5 x 107 1,1x108 2,8 x 108

0 5,9 x10° 3,1 x10* 9,1 x 108

Bebida de avena 3 3,8x10° 4,5 x 10° 4,5 x 10*
6 3,4 x 107 1,2x108 3,1 x 108

0 2,1 x10* 5,0 x 103 2,2 x 10°

Bebida de soya 3 6,9 x 10° 1,1 x10° 3,5x10°
6 1,4 x 107 2,7 x 107 3,4 x 10°
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Solo en la pulpa sin tratamiento se alcanza el mismo nivel del crecimiento microbiano que en las
pulpas de remolacha y ahuyama, lo cual concuerda con los resultados discutidos previamente. No
se obtuvo crecimiento en ninguno de los controles, por lo que no se incluyen en la tabla. En todos
los casos el nivel de concentracién de las bacterias lacticas al final del proceso fue mayor que el
minimo requerido (1x10® UFC/g) para que se considere como un alimento funcional debido a la
viabilidad de las bacterias lacticas.

En resumen, todas las pulpas de las hortalizas evaluadas funcionan adecuadamente como
sustrato para el mantenimiento y crecimiento de las bacterias acido lacticas inoculadas
(Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus). Bajo las condiciones del ensayo realizado, no se observd una influencia
importante del acondicionamiento del cultivo en diferentes sustancias con actividad prebiética, ya
que, se presentan cambios en algunas variables fisicoquimicas (para algunas pulpas), pero no
sobre el crecimiento de las bacterias lacticas inoculadas. Por lo tanto, es aconsejable realizar la
fermentacion con adicion directa del cultivo en la pulpa pura o acondicionamiento previo en agua.







ANEXO E. Resultados de fermentacion de
hortalizas empleando otros cultivos.

Se realizaron fermentaciones con los cultivos mixtos 1 y 2. Los resultados se presentan en Tabla
E-1 y permiten comparar las propiedades de las pulpas antes y después de la fermentacion.

Tabla E-1. Propiedades fisicoquimicas y conteo bacteriano antes y después de la incubacion de
hortalizas, con diferentes cultivos.

Tiempo Acidez titulable | Conteo
Mezcla | Cultivo |incubacién °Brix pH (meq. acido /g |bacteriano

(h) pulpa) (UFClg)
Mixto 1 0 9,9+0,3% | 6,200 +0,034® | 0,019 +0,002% | 1,6 x 10*

ixto
6 9,4+0,6% | 5,453 +0,151° 0,054 +0,027°¢ | 3,2x 108

Remolacha

Mixto 2 0 9,8+0,6 | 5943 +0,231° 0,029 +0,003% | 2,4 x10*

ixto
6 9,1+0,6% | 5,235+0,110° 0,079 £0,009° | 6,9 x 10°
Mixto 1 0 6,7+0,3" | 6,332+0,094% | 0,036 +0,003° | 3,5x10*

ixto
6 6,3+0,1° | 4,697 +0,125¢ 0,141 +0,013% | 3,5x 107

Ahuyama

N 0 6,5+0,4° | 6,170+0,106® | 0,040 +0,002¢¢ | 3,2 x 10*

ixto
6 6,1+0,1° | 4,714+0,132¢ | 0,135+0,009% | 3,0 x 107
Mixto 1 0 2,9+0,1° | 6,015 +0,154° 0,017 +0,001° | 1,5x10°

ixto
_ 6 2,8+0,2° | 5,331+0,126° 0,026 +0,001% | 4,2 x 106

Espinaca

Mixto 2 0 3,1+0,2° | 6,152 +0,145® 0,018 +0,001® | 3,1x10*

ixto
6 3,0£0,1° | 5,436 +0,147¢ 0,024 +0,003% | 2,7 x 107

Los valores medios £+ SD (n=2) que no comparten una letra, en la misma columna, son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95%.

No se presentaron cambios en los sdlidos solubles pero se presenté mantenimiento y crecimiento
microbiano que se refleja a través de los indicadores de fermentacién: un descenso significativo
en el pH acompafiado de un aumento en la acidez titulable. Sin embargo, no se observan
diferencias significativas debidas al empleo de uno u otro cultivo.

Debido a este comportamiento se puede decir que bajo las condiciones de fermentacion de las
pulpas de hortalizas (remolacha, ahuyama y espinaca) la mayor actividad bacteriana estd dada
por las cepas mas frecuentemente empleadas en la produccién de yogurt (Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus) y que la actividad de las cepas
restantes (Lactobacillus delbrueckii subps. lactis, Lactobacillus acidophilus y/o Bifidobacterium
lactis) no produce un cambio importante sobre las variables de respuesta valoradas.




ANEXO F. Analisis sensorial

Para las pruebas descriptivas fue necesario realizar un entrenamiento a los jueces considerando
los siguientes atributos:

- Apariencia: este término se refiere a las caracteristicas que pueden verse a simple vista; es
decir, si presenta particulas extrafias, semillas, residuos de cascaras, manchas blancas o de
colores oscuros, mohos o cualquier otra anomalia. Asi pues, se valora que la apariencia de la
muestra es defectuosa cuando se ven varias de las rarezas mencionadas. En caso de no contener
ninguna de ellas y de ser agradable visiblemente, es considerada como adecuada.

- Consistencia: este término se relaciona con la viscosidad y la resistencia a fluir de la muestra. Es
considerada liquida si es similar a la densidad de un zumo y densa si es espesa como un pudin o
natilla.

- Intensidad de color naranja: este término se refiere a la intensidad de color naranja (color
caracteristico de las muestras utilizadas). Asi pues, se puntuard segin la siguiente escala de
colores (Figura F-1), siendo el amarillo (situado a la izquierda) de muy baja intensidad de naranja,
y el naranja (situado a la derecha) el de mas alta intensidad.

Figura F-1. Escala de color naranja

- Olor caracteristico: este término se refiere a la sensacién percibida mediante el olfato. Si se nota
la presencia de productos quimicos u otros olores desagradables, y no se identifica ningdn olor
caracteristico de hortalizas y / o frutas conocidas, se considera de olor frutal ausente. Si el olor es
claramente caracteristico de alguna hortaliza y / o fruta, y no se percibe la presencia de otros
olores extrafos, se considera de olor frutal intenso.

- Sabor &cido: este término se refiere a la sensacion de acidez que produce la muestra en el
paladar. Para poder cuantificar la intensidad de sabor &cido, debe probar en primer lugar, la
muestra "prueba acida", la cual es considerada de intenso sabor 4cido. Posteriormente pruebe la
pulpa en cuestién y sitte la linea vertical segun crea.

- Sabor dulce: este término se refiere a la sensacion de dulzor que produce la muestra en el
paladar. Para poder cuantificar la intensidad de sabor, debe probar en primer lugar, la muestra
"prueba dulce", la cual es considerada de intenso sabor dulce. Posteriormente pruebe la pulpa
cuestion y sitle la linea vertical segun crea conveniente.
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- Sabor caracteristico: este término se refiere a la sensacion percibida mediante el gusto. Si se
nota la presencia de productos quimicos u otros sabores desagradables, y no se identifica ningin
sabor caracteristico de hortalizas y / o frutas conocidas, se considera de sabor caracteristico
ausente. Si el sabor es claramente caracteristico de alguna hortaliza y / o fruta, y no se percibe la
presencia de otros sabores extrafios, se considera de sabor caracteristico intenso.

- Textura: este término hace referencia a la estructura de la muestra que se percibe en la boca. Se
considera muy aspero si se detectan grumos, filamentos u otros elementos. Se considera suave si
la pulpa es fina, sin presencia de grumos ni filamentos.

N mostra:
Aparenca ! !
Molt dolenta Molt bona
Consisténcia ! !
Liquida Densa
Intensitat color ! !
taronja Molt baixa Molt alta
Olor caracteristic ! !
Absent Intens
Sabor acid ! !
Absent Intens
| |
Sabor dolg i T
Absent Intens
Sabor caracteristic ! !
Absent Intens
Textura ! !
Molt aspre Molt suau




ANEXO G. Resultados exploratorios con nariz
electronica

De acuerdo con los resultados obtenidos para la evaluacion sensorial empleando el panel
de panelistas y el panel de expertos de las mezclas amarillas fermentadas y sin
fermentar, se observaron diferencias en cuanto a la deteccién de compuestos especificos
relacionados especialmente con el aroma de la muestra.

Se considerd entonces el empleo de la nariz electronica como una técnica instrumental
gue ayudara a la deteccién de las diferencias. Se empled una nariz electronica portatil
comercial Airsense Analytics GmbH PEN3 (Schwerin, Alemania), compuesto por diez
sensores de Oxidos metalicos (MOS). La muestra fue de 3g y se emplearon viales de
20mL y se realizé por duplicado (A y B). Los resultados se presentan a continuacion.

En esta grafica se presentan los promedios de las respuestas de los sensores para las
pulpas Ay B, observandose las intensidades para cada producto.

0.00450
0.00400
0.00350
0.00300
0.00250

0.00200 m Pulpa A
0.00150 W Pulpa B
0.00100 I

0.00050 I I

W1C W5S W3C WeS W5C W1S W1wW W2S W2W W3S

Promedio conductancia (S/So)

Sensor

El andlisis de los residuos Hotelling's T2 y Q residuals muestra que en general las
muestras tienen un comportamiento uniforme, sin la presencia de outliers. No obstante,
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se observa la presencia de un dato anémalo (B5-5), el cual, a partir del grafico de score
plot se puede observar que esta ubicado en un cuadrante diferente a las muestras de la
pulpa B a tiempos similares de tratamiento. Esto puede indicar que el andlisis realizado
para esta muestra puede tener un error experimental alto.
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El analisis de score plot y loading plot (gréaficos siguientes) muestra que la pulpa A tiene
una varianza intraclase reducida en comparacion a la pulpa B. Evidentemente, la
ubicacioén de los resultados de las pulpas Ay B en cuadrantes diferentes permite inferir la
diferencia en el perfil aromético entre ambos productos. Mientras que para la pulpa A no
parece haber diferencias en el tiempo para el perfil aroméatico (considerando que todos
los puntos se ubican en el mismo cuadrante), si aparenta haber diferencias en el perfil
para la pulpa B con a lo largo del tiempo.

La evaluacion de la informacién con respecto al loading plot permite inferir que los
sensores que mas influencia tienen para la pulpa A son W3C, W5C y WI1C que
identifican: compuestos aromaticos (W1C y W3C), compuestos aromaticos y alifaticos
(W5C). Entre tanto, para la pulpa B, los tres tiempos iniciales (1, 2 y 3) son descritos por
el mismo conjunto de sensores que para la pulpa A, mientras que los tiempos posteriores
(4 al 7, descartando el tiempo 5 por lo mencionado anteriormente) son descritos por los
sensores W1S, W3S y W5S que corresponden con: hidrocarburos de cadena corta
(W1S), compuestos alifaticos de cadena corta (W3S) y compuestos nitrogenados (W5S).
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Dados estos resultados y teniendo en cuenta la amplia variabilidad entre las muestras A
y B, debe realizarse mas ensayos, los cuales pueden complementarse con cromatografia
de gases para identificar aquellos compuestos responsables en las diferencias
encontradas por el panel de expertos.

Estos analisis podrian contribuir a identificar compuestos producidos por el metabolismo
bacteriano durante la fermentacion lactica.






ANEXO H. Escala de color normas NTC

Las normas técnicas colombianas consultadas para la determinacién de las caracteristicas de
calidad, contemplan escalas de color especificas para las frutas frescas de acuerdo con su grado
de maduracion, las cuales se recopilan en la Tabla I-1.

Tabla I-1. Guia de color para las frutas frescas de acuerdo con su estado de madurez.
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