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RESUMEN DEL CONTENIDO: (M&ximo 250 palabras)

La industria hortofructicola ha avanzado en el mundo, igualmente el auge de los productos
desarrollados a partir de frutas y hortalizas sin conservantes; ha aumentado los estandares
hacia los alimentos méas saludables, con mayores nutrientes con beneficios sisteméaticos y
sin conservantes 0 componentes quimicos; el copoazu es un fruto con alto contenido de
compuestos activos, producido en la Amazonia, su cadena productiva tiene el propdsito de
generar nuevos productos a base de este con valor agregado y que cumpla los estandares
del consumidor basados en la seguridad alimentaria. El objetivo de esta tesis fue
desarrollar un cremogenado a base de Copoazu (Theobroma grandiflorum) con adicion de
probiodtico y prebidtico. Se utilizd la metodologia de superficie de respuesta, con un disefio
central compuesto, cara centrada (a=1) (20 experimentos), variables independientes
(inulina, biomasa, tiempo de homogenizacion) y las variables dependientes actividad de
agua (aw), humedad (Xw), pH, solidos solubles, potencial Z (ZP), tamafio de particula
(D10, Dso, Dgp), viscosidad (i) y Log UFC/g; para posterior evaluacion de la estabilidad del
cremogenado a base de copoazu con insercion de probiético durante el almacenamiento
(temperatura: 6+2°C, tiempo = 0, 1,2,3,45Y 6 meses, se evaluaron las variables

Vigilada Mineducacion
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestién de Calidad. La copia o impresion diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.



http://www.usco.edu.co/

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
GESTION SERVICIOS BIBLIOTECARIOS
DESCRIPCION DE LA TESIS Y/O TRABAJOS DE GRADO
AP-BIB-FO-07  [VEEeIN VIGENCIA 2014

@ @ Do
TEEU

CODIGO

dependientes actividad de agua (aw), humedad (Xw), °Brix, pH, acidez, potencial zeta (),
tamafio de particula (D10, D50 y D90), viscosidad (w), y andlisis de infrarrojo.

Para las pulpas se observo una tendencia positive general con respecto a la contaminacion
microbiana de muestras con Salmonella y Listeria, no se detectaron en las muestras
evaluadas, ademas el recuento de aerobios mesdfilos totales se encontraron debajo del
limite de referencia. La aparicion de coliformes totales apesar de estar dentro del limite
destacO la necesidad de una accion correctiva. Los resultados de las pulpas frescas
analizadas mostraron que en general los recuentos mas altos se asocian a las materias
primas sin tratamiento, asi mismo los recuentos mas bajos se asociaron a las pulpas
congeladas con tratamiento. En la evaluacién de estabilidad del producto vs tiempo
mostraron resultados favorables para un producto durante tres meses para dos
tratamientos planteados.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

The fruit and vegetable industry has advanced in the world, likewise the rise of products
developed from fruits and vegetables without preservatives; it has raised the standards
towards healthier foods, with higher nutrients with systematic benefits and without
preservatives or chemical components; copoazu is a Amazon fruit with a high content of
active compounds, its production chain has the purpose of generating new products base
don this with added value and that meets consumer standards based on in food safety. The
objective of this thesis was develop a cream based on copoazt (Theobroma grandiflorum)
with the addition of probiotic and prebiotic. The response surface methodology was used
with a central compound design, centered face (a=1) (20 experiments), independent
variables (inulina 2-4%), biomass (2-2,5%), homogenization time (5 — 10 minutes)) and the
depend variables, water activity (aw), humidity (X.), pH, solubles solids, Z potential (ZP),
particle size (D10, Dso, Dgo), Viscosidad (u), and log CFU/ g; for subsequent evaluation of the
stability of the copozu — based cremogenate with probiotic and prebiotic insertion during
storage (temperature: 6 £ 2° C, time= 0,1,2,3,4,5 and 6 months, the variables dependent
and infrared analysis.

For the pulps, a general positive trend was observed with respect to the microbial
contamination of samples with Salmonella and Listeria, they were not detected in the
evaluated samples, in addition the total mesophilic aerobic count was below the reference
limit. The appearance of total coliforms despite being within the limit highlighted the need
for corrective action. The results of the fresh pulps analyzed showed that in general the
highest counts are associated with raw materials without treatment, likewise the lowest
counts were associated with frozen pulps with treatmen. The experimental optimization
provided the following results in two different analyzes, the interaction of the factors with the
dependent variable Log CFU/ g of probiotic growth and the factors with the ten dependet
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variables; the first optimization was Biomass 2%, inulin 4%, and homogenization time 5
minutes, and the second Biomass 2%, inulin 4% and homogenization time 10 minutes,
reliable models with a low difference between the theoretical value and the experimental
value. In the evaluation of product stability vs time, they showed favorable results for a
product during three months for two proposed treatments; likewise, the viability of the
probiotic was evaluated over time and the respective sensory analysis, conferring the
product the category of aceptable in storage for three months.

The analysis of this study allowed a more conscious look to support the production of
native fruits with quality, and focus on improvements and emerging critical problems. The
cremogenated product produced, in additon to being an alternative and agro industrial
development, strengthens the productive chains of the Amazon region and even of
Colombia regarding the food matrix.
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RESUMEN

La industria hortofructicola ha avanzado en Colombia y en el mundo durante los ultimos
afos, en busqueda del bienestar del individuo, igualmente el auge de los productos
desarrollados a partir de frutas y hortalizas sin conservantes; siendo una oportunidad
para las empresas de generar nuevos productos. El cambio del pensamiento de los
consumidores hacia lo ingerido, ha aumentado los estandares hacia los alimentos mas
saludables, con mayores nutrientes con beneficios sistematicos y sin conservantes o
componentes quimicos; lo que genera el incremento al desarrollo, el copoazu es un
fruto con alto contenido de compuestos activos, producido en la Amazonia, su cadena
productiva tiene el propdsito de generar nuevos productos a base de este con valor
agregado y que cumpla los estandares del consumidor basados en la seguridad
alimentaria. El objetivo de esta tesis fue evaluar la calidad microbidlogica y
fisicoquimica de la pulpa de copoazu fresca y congelado en la zona Amazonica, durante
tres meses (Florencia — Caqueta — Colombia), determinar la contaminacion microbiana
y presencia de bacterias potencialmente patdgenos; fueron probados para mesofilos,
recuento de mohos y levaduras, recuento E.coli, deteccibn de Salmonella spp y
deteccidn de Listeria spp. Asi mismo se propuso disefiar y desarrollar un cremogenado
a base de Copoazu (Theobroma grandiflorum) con adicién de probidtico y prebidtico. Se
utilizé la metodologia de superficie de respuesta con un disefio central compuesto, cara
centrada (a=1) (20 experimentos), variables independientes (inulina (2-4%), biomasa (2
- 2.5%), tiempo de homogenizacion (5 - 10minutos)) y las variables dependientes
actividad de agua (aw), humedad (Xw), pH, solidos solubles, potencial Z (ZP), tamafio
de particula (D10, Dso, De0), viscosidad (u) y Log UFC/g; para posterior evaluacién de la
estabilidad del cremogenado a base de copoazu con insercion de probidtico durante el
almacenamiento (temperatura: 6£2°C, tiempo = 0, 1,2,3,4,5,Y 6 meses, se evaluaron
las variables dependientes actividad de agua (aw), humedad (Xw), °Brix, pH, acidez,
potencial zeta (C), tamafo de particula (D10, D50 y D90), viscosidad (u), y analisis de
infrarrojo.

Para las pulpas se observd una tendencia positive general con respecto a la
contaminacion microbiana de muestras con Salmonella y Listeria, no se detectaron en
las muestras evaluadas, ademas el recuento de aerobios mesdfilos totales se
encontraron debajo del limite de referencia. La aparicién de coliformes totales apesar
de estar dentro del limite destacé la necesidad de una accion correctiva. Los resultados
de las pulpas frescas analizadas mostraron que en general los recuentos mas altos se
asocian a las materias primas sin tratamiento, asi mismo los recuentos mas bajos se
asociaron a las pulpas congeladas con tratamiento. La optimizacion experimental
proporcioné los siguientes resultados en dos analisis diferentes, la interaccion de los
factores con la variable dependiente Log UFC/g de crecimiento probidtico y los factores
con las diez variables dependientes; la primera optimizacion fue Biomasa de 2%, Inulina
4%, y tiempo de homogenizacion 5 minutos, y la segunda Biomasa 2%, Inulina 4% y
tiempo de homogenizaciéon 10 minutos, modelos confiables con una diferencia baja



entre el valor tedrico y valor experimental. En la evaluacion de estabilidad del producto
vs tiempo mostraron resultados favorables para un producto durante tres meses para
dos tratamientos planteados; igualmente se evaluo la viabilidad del probiético durante el
tiempo y el andlisis sensorial respectivo, confiriendo al producto la categoria de
aceptable en el almacenamiento por tres meses.

El andlisis de este estudio permiti6 una mirada mas consciente para apoyar la
produccion de frutos nativos con calidad, y enfocar las mejoras y los problemas criticos
emergentes. El producto de cremogenado elaborado ademas de ser una alternativa y
desarrollo agroindustrial, fortalece las cadenas productivas de la regibn Amazébnica e
incluso de Colombia al respecto de la matriz alimentaria.

Palabras clave: Alimentos funcionales, probiotico, copoazu, Theobroma grandiflorum,
cremogenados, indicadores microbiolégicos de contaminacion y de calidad,
microbiologia de alimentos, disefio de mezcla, superficie respuesta, propiedades
fisicoquimicas de estabilidad, control de calidad.



ABSTRACT

The fruit and vegetable industry has advanced in Colombia and in the world in recent
years, in search of the well-being of the individual, likewise the rise of products
developed from fruits and vegetables without preservatives; being an opportunity for
companies to generate new products. The change in consumer thinking towards what is
ingested has raised the standards towards healthier foods, with higher nutrients with
systematic benefits and without preservatives or chemical components; what generates
the increase in development, copoazu is a Amazon fruit with a high content of active
compounds, its production chain has the purpose of generating new products base don
this with added value and that meets consumer standards based on in food safety. The
objective of this thesis was to evaluate the microbiological and physicochemical quality
of the fresh and frozen copozu pulp in the Amazon region, for three months (Florencia —
Caqueta — Colombia), to determine the microbial contamination and the presence of
potentially pathogenic bacteria; were tested for mesophiles, yeast and mold count, E.coli
count, detection of Salmonella spp and Listeria spp. Likewise, it was proposed to design
and develop a cream based on copoazu (Theobroma grandiflorum) with the addition of
probiotic and prebiotic. The response surface methodology was used with a central
compound design, centered face (a=1) (20 experiments), independent variables (inulina
2-4%), biomass (2-2,5%), homogenization time (5 — 10 minutes)) and the depend
variables, water activity (aw), humidity (Xw), pH, solubles solids, Z potential (ZP), particle
size (D1o, Dso, Deo), viscosidad (u), and log CFU/ g; for subsequent evaluation of the
stability of the copozu — based cremogenate with probiotic and prebiotic insertion during
storage (temperature: 6 + 2° C, time=0,1,2,3,4,5 and 6 months, the variables dependent
and infrared analysis.

For the pulps, a general positive trend was observed with respect to the microbial
contamination of samples with Salmonella and Listeria, they were not detected in the
evaluated samples, in addition the total mesophilic aerobic count was below the
reference limit. The appearance of total coliforms despite being within the limit
highlighted the need for corrective action. The results of the fresh pulps analyzed
showed that in general the highest counts are associated with raw materials without
treatment, likewise the lowest counts were associated with frozen pulps with treatmen.
The experimental optimization provided the following results in two different analyzes,
the interaction of the factors with the dependent variable Log CFU/ g of probiotic growth
and the factors with the ten dependet variables; the first optimization was Biomass 2%,
inulin 4%, and homogenization time 5 minutes, and the second Biomass 2%, inulin 4%
and homogenization time 10 minutes, reliable models with a low difference between
the theoretical value and the experimental value. In the evaluation of product stability vs
time, they showed favorable results for a product during three months for two proposed
treatments; likewise, the viability of the probiotic was evaluated over time and the
respective sensory analysis, conferring the product the category of aceptable in storage
for three months.



The analysis of this study allowed a more conscious look to support the production of
native fruits with quality, and focus on improvements and emerging critical problems.
The cremogenated product produced, in additon to being an alternative and agro
industrial development, strengthens the productive chains of the Amazon regién and
even of Colombia regarding the food matrix.

Keywords: Funcional foods, probiotic, copoazu, Theobroma grandiflorum,
cremogenates, microbiological indicators of contamination and quality, mix design,
responsive surface, physicochemical stability properties, quality control



INTRODUCCION

El departamento del Caqueta hace parte de la region Amazonica Colombiana, posee
una gran biodiversidad de flora, dentro de las cuales presenta frutos comestibles
altamente promisorios; estos pueden constituirse en alternativas agropecuarias de alto
impacto socio econdémico para la region, en la cual predominan factores limitantes,
como deficientes sistemas de comercializacion, altos costos de insumos, variaciones
estacionales de precios en las cosechas e ineficiente manejo de poscosecha de los
productos perecederos (Barrera et al, 1996). Adicionalmente, es necesario estimular el
consumo de fruta en nuestra poblacién, el cual es minimo (45,8 kg percapita), en
comparacion a lo recomendado por la FAO (59,8Kg, 400 g/diario percapita) (FAO,
2018).

Una de las especies con mejores caracteristicas sensoriales de olor y sabor, es el
Copoazu, conocido comunmente como el “cacao silvestre”, estas caracteristicas lo
hacen valioso para el autoconsumo, con un gran potencial econdmico para el desarrollo
de agroindustrias regionales (plantas procesadoras), dentro de modelos de explotacion
agricola acordes con las condiciones socio econdmicas y ecoldgicas de la Amazonia
colombiana (Barrera et al, 1996).

La Amazonia Colombiana posee una biodiversidad natural reinante propia de la region,
ofrece otras especies de cacao, entre las que se encuentran el Copoazu (T.
grandiflorum), y Maraco (T. bicolor), cacaos amazonicos con un alto potencial como
materia prima de la industria de los chocolates (Hernandez, 2006).

El copoazu es una especie nativa de la Amazonia, un fruto que posee una relacion de
pulpa y de semillas, de 2 a 1, asi que se puede aprovechar la pulpa, caso contrario al
cacao (Theobroma cacao), el cual sélo se pude aprovechar la semilla. La pulpa del
Copoazu es de color blanco, con altos contenidos de fosforo, pectina y contenidos
medios de calcio y vitamina C, es aprovechada para la elaboracion de sorbetes,
néctares, yogures, mermeladas y licores; al igual la semilla puede ser utilizada para la
fabricacion de varios productos de uso cosmético y producto alimentario como el
chocolate (Rojas et al, 1996; Criollo et al, 2010).

Por otro lado, esta planta de la Familia Malvaceae, perteneciente al género Theobroma,
ha sido comercializada e industrializada especialmente su semilla para obtener
cupulate, el cual es un producto similar al chocolate derivado del cacao (Theobroma
cacao) con caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales muy similares; asi el Copoazu
ha sido llamado cacao amazonico (SPTB, 1999).

Este fruto amazdnico posee algunos beneficios como el aporte de acidos grasos
insaturados y antioxidantes; en el proceso de elaboracién de chocolate y de cupulate,
se asocian los mismos parametros, variables y puntos criticos, al igual que la
fermentacion, secado, tostado, molienda de los granos y molturacion, esto se debe en



gran medida a la semejanza botanica y de composicion entre el cacao y el copoazu
(Nazaré et al, 1990; Fedecacao, 2004).

La fermentacion en los granos del cacao y copoazl se convierte en el principal proceso
de beneficio; durante este proceso cualquier tipo de cambios ocurridos son
fundamentales por la presencia de agentes precursores del aroma y sabores tipicos
gue le dan la calidad al producto de cacao (Fedecacao, 2004).

La fermentacion de cacao en Colombia, tiene estudios muy profundos, de larga
duracion, llegando a conclusiones concretas de las condiciones propicias para una
Optima fermentacion. Por otro lado, el proceso fermentacién en el Copoazu, ha
generado que los centros de investigaciones amazonicos en los ultimos afios, junto con
universidades, realicen investigaciones en este proceso, sobresaliendo el trabajo de
grado realizado por Hernandez y Ledn en el 2003, donde se evalud las etapas de
fermentacion y secado del proceso de beneficio de semillas de copoazu (Theobroma
grandiflorum Wild ExSpreng Schum) a nivel de laboratorio simulando condiciones de la
regibn amazonica. Este trabajo describi6 tiempos, numeros de volteos,
caracterizaciones fisicas y quimicas del grano en la fermentacion. Es una investigacion
pionera en generar conocimiento sobre el proceso de beneficio del copoazu y por lo
tanto un aporte valioso para la industrializacion del grano del cacao amazénico (Criollo
et al, 2010).

El copoazl por ostentar propiedades sensoriales Unicas, al igual que poseer pulpa,
puede ser aprovechado como suplemento alimenticio de diferentes tipos como por
ejemplo la elaboracion de cremogenados, estos a su vez son productos generados de
la transformacion de las frutas frescas, producto no fermentado que se obtienen por
molturacion, tamizado o ultrahomogenizacién de la parte comestible, sin eliminar la
fraccion acuosa que constituye el zumo (Heldman, 2003; Bonat, 2016).

La generacion de matrices a base de copoaziu como helados, jugos, néctares,
mermeladas, puede ser considerada como un desarrollo tecnol6égico importante para la
Amazonia, puesto que se logra en el procesado, el mantenimiento de las caracteristicas
nutricionales y sensoriales iniciales de las frutas de origen, reduciendo costos y
volumen de almacenamiento (Salamanca et al, 2008; Reyes et al, 2007); siendo la
elaboracion de un nuevo producto a base de esta materia prima. El objetivo de este
trabajo es el desarrollo de un cremogenado a base de copoazu, teniendo en cuenta
caracteristicas de calidad microbioldgica y fisicas en el procesado; el copoazu al tener
en su composicion acidos organicos y antioxidantes lo hacen un alimento funcional, al
adicionar un probiotico se esta ampliando sus caracteristicas funcionales en quien lo
consume. Lo anterior debido a la importancia de la elaboracion y de la generacion de
desarrollo de nuevos productos a base de materias primas de la region con potencial
funcional, que puedan prevenir y mejorar enfermedades o el estado de salud y



conociendo que los esfuerzos de los probidticos se ha fundamentado en el sector lacteo
el desarrollo de un producto funcional a base de fruta abrira la mente del desarrollo de
nuevas tecnologias en el sector hortifruticola.



OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un cremogenado de copoazu (Theobroma grandiflorum) adicionado con
probidtico y prebidtico.

Objetivos especificos

» Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas de la pulpa
de copoazu.

» Optimizar experimentalmente la formulacién y el proceso de obtencion de
un cremogenado de copoazu adicionado con probidtico y prebidticos.

» Determinar la estabilidad fisicoquimica del cremogenado con probiético y
prebiotico durante el almacenamiento.



CAPITULO |
1 Theobroma spp IMPORTANCIA EN LA AGROINDUSTRIA
1.1 ANTECEDENTES

El género Theobroma es tropical, distribuido a través del hemisferio entre 18°N y 15°S,
palabra derivada del griego Theo: Dios y Broma: Alimento, es decir, alimento de dioses
(Rusconi, 2010; Batista, 2009). Se han descrito 22 especies, dentro de las cuales se
encuentra la mas utilizada en la industria chocolatera Theobroma cacao, de las 22
especies doce han sido descritas y de estas 9 son nativas de la Amazonia. Este género
tiene un alto potencial econémico en la regibn Amazodnica y uso sostenible para
beneficio del mundo. Dentro de las especies nativas se encuentra el Theobroma
grandiflorum (Copoazu), que se destaca por su pulpa aromética y cremosa, Theobroma
bicolor (Maraco), y Theobroma subincanum (Macambillo) (Cardona, 2013; Sterling,
2014).

Estas especies son consideradas promisorias porque todas las partes de su fruta tienen
diferentes potenciales de uso llamativos, entre la industria cosmética y alimentaria
(Cardona, 2013). La mayoria de los arboles son medianos y se encuentran en suelos
relativamente fértiles, sus hojas son oblongas con peciolos cortos (Sterling, 2014).

En cuanto al Theobroma grandiflorum su nombre significa “Flores Grandes”
(Hernandez, 2010), el cual es el mas usado comercialmente después del cacao; tiene
algunos carbohidratos de alto peso molecular como homogalacturano que representa
2% de la pulpa seca y almidon con alto contenido de amilosa que representa 13% de
pulpa seca desgrasada con un 71 % de amilosa (Souza, 1999; Cardona, 2013).

En Colombia, las investigaciones en Theobroma se han incrementado desde el afio
2010. En el departamento del Caqueta, en la zona de San José del Guaviare se han
realizado ensayos agrondmicos con cacao tradicional y copoazu y se han elaborado
estudios de mercadeo del fruto. Igualmente, en el departamento del Guaviare, se han
realizado estudios en el crecimiento y cosecha de este fruto (Herndndez, 2012). La
Universidad Nacional ha reportado en su gran mayoria estudios referentes al
procesamiento tanto de la fruta como de la semilla; por otro lado, la Universidad de los
Andes ha reportado sobre compuestos volatiles de la pulpa (Hernandez, 2010); Brasil
se ha enfocado en aspectos como variedad, condiciones ecoldgicas y practicas
agronomicas; ademas del cultivo, las operaciones de postcosecha y valor nutritivo del
fruto, la caracterizacién del almidén de la pulpa y las fracciones pécticas en las mismas.
Adicionalmente, las caracteristicas fisicoquimicas de los acidos grasos extraidos de la
semilla y el mejoramiento genético del cultivo; otros paises que han sobresalido son
Ecuador y Portugal en tecnologia de postcosecha (Hernandez, 2010; Venturieri, 2011).
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Este apartado del presente documento nos permite indagar en uno de los géneros de
mayor actividad biotecnoldgica; se pretende observar desde sus generalidades hasta
sus potenciales usos agroindustriales.

Historia del uso del cacao

Este tema se centra en el origen del estudio de la naturaleza dinamica y auténoma,
para este caso el naturalista sueco Linneo, al que le debemos la clasificacion de los
seres vivos especialmente para nuestro tema tratado, fue quien denominé al arbol o tipo
en estudio como el género Theobroma, “La comida de los dioses” debido a que los
aztecas creian que el arbol del cacao era de origen divino y que su bebida conferia
discrecion y sabiduria (Batista, 2009). La palabra grandiflorum, correspondiente a la
especie, es de origen tupi y significa “cacao grande” (Hernandez, 2010).

El copoazu es considerado un cacao silvestre, los primeros en cultivar cacao fueron los
olmecas, estos lo ensefaron a los mayas que lo sembraron en la peninsula de Yucatan
y lo vendian a los aztecas, los cuales tostaban y molian sus semillas, haciendo una
bebida, que se servia en las ceremonias religiosas, estas bebidas eran condimentadas
con ingredientes como flores aromaticas, vainilla, chile, miel silvestre y achiote (Nisao,
2007). Adicionalmente los aztecas empleaban los granos del cacao como moneda
(Kilian, 1955).

El primer encuentro europeo con el cacao tuvo lugar cuando Cristébal Colon durante su
cuarto y ultimo viaje, se topd con una gran canoa comercial maya que llevaba entre su
carga granos de cacao, pero fue por Hernan Cortes que llegd a Espafia junto a sus
instrumentos de elaboracion en 1528 y fue asi como los embajadores religiosos
espafioles fueron los primeros en difundir el uso del chocolate en el Viejo Mundo; lo
cual provocé un proceso de integracion en que aportd el cacao y vainilla, se le afiadio
leche y azlcar, el medio oriente las almendras y por ultimo la lejana india la canela.
Durante un par de siglos el cacao era utilizado exclusivamente para la fabricacion de
chocolate como bebida, ya en 1842, John Cadbury, de Inglaterra, fabricd “el chocolate
para comer” y pronto se difundié por el resto de Europa y fue asi como incrementaba la
importancia del cacao y demas especies del mismo género (Kilian, 1955).

1.2 Caracteristicas taxondmicas y propagacion del Theobroma grandiflorum

La clasificacion botanica del Theobroma grandiflorum, es reportada por Souza (1999)
como sigue: Clase Magnoliosidae, subclase Caryophyllidae, orden Malvales, Familia
Sterculiaceae, genero Theobroma, especie grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum, es
una planta originaria de la Amazonia oriental brasilera (FAO, 1994).
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El copoazu es una planta lefiosa que puede crecer hasta 18 m, es de ciclo perenne, sus
ramas son verticiladas, de color oscuro con ramas terminales tomentosas, posee hojas
simples y alternas, enteras, tienen haz verde brillante, envés tomentos y gris; céliz con
5 pétalos verde palido, tomentoso estrellado en la cara inferior, blancos en haz con una
mancha roja en la base; cinco pétalos blancos (Rojas, 1996). Las flores del copoazu
son hermafroditas, pero presenta barreras anatomicas extremadamente eficientes que
evitan el acceso directo de los granos de polen, de anteras al estigma (Alves, 2003). El
fruto es una capsula indehiscente, perfumados con olor agradable, liso elipsoide de 25
cm de largo por 12 cm de ancho, de color café cobrizo, semillas envueltas en un arilo
acido y dulce; la cascara es dura, recubierta por pilosidades color café rojizo, el color de
la pulpa es amarillo crema, la semilla posee una grasa aromatica similar a la manteca
de cacao (Hernandez, 2000).

Segun lo publicado por Melgarejo 2006, se presenta 3 variedades cultivadas en la
Amazonia: Redondo, el cual es comun en la Amazonia, es un fruto con tamafo
mediano, con un peso de 1,5 Kg; Mamorana, fruto grande, elongado que termina en
punta, con un peso 2,5-4 Kg; y Mamau, fruto sin semilla (partenocarpico) con un peso
2,3 Kg.

La propagacion se puede realizar por método sexual, asexual también llamada
vegetativa o por acodo aéreo. Varios autores coinciden en que el método se escoge de
acuerdo a los intereses que se tengan. En el método sexual las semillas deben ser
grandes, pesadas, tomadas de plantas con buena produccion, frutos grandes, libres de
enfermedades y sembradas en los tres primeros dias; para mejores resultados a dichas
semillas se les debe retirar toda la pulpa y secar en condiciones de sombra, antes de
ser sembradas. Existen dos formas de realizar la siembra: ponerla a germinar en
semillero para posteriormente pasarla a bolsa o ponerla en la bolsa directamente, bajo
estas condiciones el tiempo de germinacion sera entre 6 y 8 dias con un porcentaje de
rendimiento del 80 a 98 % (Gutiérrez, 2005). En el Centro de investigaciones Macagual
el porcentaje de germinacién fue de 80% para 2001 y en sus publicaciones aseguran
que en Brasil se ha reportado hasta 98% (Castafieda, 2001). Pasados 5 0 6 meses
deben ser plantados en el sitio definitivo, realizando hoyos de 30 x 30 cm y 40 cm de
profundidad, generalmente con 5 m de distancia entre una y otra. Para un mejor
resultado se agrega aproximadamente 1 Kg de materia seca al hoyo (Rojas, 1996).

El método asexual es el mas recomendado por varios autores, con este se obtienen en
tiempo mas corto plantas con mayor resistencia y tolerancia a enfermedades como
escoba de bruja, Crinipellis perniciosa, con frutos con mayor porcentaje de frutas o sin
semillas. Para este método se pueden utilizar tipos de injertos: de pua o yema terminal
y de yema o escudo, se debe tener especial cuidado al escoger el injerto, este debe
proceder de ramas con crecimiento vertical, para mejor desarrollo de la planta, en caso
de escogerse una de crecimiento horizontal, debera ser tutoreada en un semillero hasta
gue adquiera un habito de crecimiento vertical (Medrano, 2010; Rojas, 1996).
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Por dltimo, el codo aéreo sirve para multiplicar plantas seleccionadas con
caracteristicas deseables que son dificiles de obtener por método sexual, por la alta
alogamia de la especie (Melgarejo, 2006; Gutiérrez, 2005). Tiene las ventajas de ser de
bajo costo y muy facil de realizar. Este método no supera el método asexual y los
resultados no han sido muy positivos pero si variables (Gutiérrez, 2005).

1.3 Composicion fisicoquimica

La composicion porcentual en materia seca, de la semilla de copoazu reportada por
Castro (2010), son proteina 20%, grasas 50,8%, carbohidratos 15,9%, fibras 9,6%,
cenizas 3,7%.

La pulpa de copoazu tiene un alto contenido de carbohidratos, fibra, proteina, potasio y
magnesio y bajo contenido de sodio (Cardona, 2013). Tiene un valor nutricional de
100g, en acidez 2,15%, pH 3,3, humedad 89%, aminoacidos 21,9%, extracto etéreo
0,53 %, cenizas 0,67%, solidos totales 11%, azucares reductores 3%, pectina 90 %,
fosforo 10%, calcio 40 %, vitamina C 23,1 %.

1.4 Distribucién y cosecha

El Copoazu se atribuye a la Amazonia Nororiental como centro de distribucién. Es
ampliamente conocido y cultivado en la region occidental de la hoya amazonica
(Manaos-Brasil, Leticia-Colombia, Iquitos-Peru y areas fronterizas de Colombia-Brasil-
Venezuela y Colombia-Brasil-Pert). En el caso de Colombia la semilla se trajo por
Manaos Brasil al Putumayo y de alli se ha venido extendiendo hasta el Caqueta
(Melgarejo, 2006).

Durante su maduracién no presenta cambios caracteristicos que sirvan para identificar
el momento oportuno en el que deban ser cosechados, por lo que el tiempo es un buen
indicativo; sin embargo, este varia segun la localidad, para el departamento del
Caqueta se ha registrado que este es de 13045 dias. En el municipio de San José del
Guaviare se ha reportado que el tiempo al que se deben cosechar los frutos es de 240
dias (Hernandez, 2010).

1.5 Usos generales y agroindustriales

El fruto del Theobroma grandiflorum tiene cualidades nutritivas, y diferentes usos; de la
almendra se extrae un licor similar al del cacao, con alto porcentaje de acidos grasos
insaturados (lindleo y oleico), tiene un sabor suave y agradable, ha sido catalogado
como notas frutales semejante a los cacaos finos (Criollo, 2010). El fruto del copoazu es
totalmente aprovechado, es fuente considerable de grasas, proteinas y carbohidratos,
la pulpa se puede consumir fresca y se usa para elaboracién de jugos, dulces, cremas,
compotas, sorbetes, licores, mermeladas, néctares incluso yogurt, batidos, helados,
dulces y hasta pasteles y galletas. La semilla para la fabricacién de chocolate blanco,
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tiene un alto contenido de proteinas. La cascara en descomposicion es utilizada como
abono organico (Castafieda, 2001).

Para la produccion del deshidratado de copoazl se puede realizar congelado o
después de despulpado, las condiciones del proceso para deshidratado reportadas por
Medrano (2010), fueron temperatura de secado 60°C, durante 6 horas, resultando un
producto con actividad de agua 0,49, una humedad 14,72%, pH de 2,75, con un indice
de oscurecimiento de 64,72.

1.6 Otros estudios y usos agroindustriales

Ademas de los usos ya mencionados, varios autores han buscado innovar utilizando
frutos amazonicos, para la creacion de bebidas, para lo que se han realizado estudios
de los métodos de clarificacién de jugos de Copoazu, utilizando enzimas pectoliticas, y
amiloliticas (amilasa) o la mezcla de enzimas (100 ppm cada una, 43°C, 60 min), las
cuales se inactivan por calentamiento 90°C, 5 min. También se reportan evaluaciones
con adicibn de 0,15 g/L de gelatina con 5 min de agitacion seguido de 12 h
sedimentacion y la separacion final del producto de floculacion (centrifugacion 14000
rom a 4°C durante 30 min) (Cardona, 2013). Igualmente lo reportado por Sandhya
(2016) donde indica, el uso de inoculos en el grano de copozd aumenta los valores
caracteristicos de sus componentes bioactivo.
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Se ha evaluado el contenido polifendlico y la actividad antioxidante de diferentes
etapas de procesamiento del grano del Theobroma grandiflorum, en 3 zonas del
relieve del departamento del Caqueta, vega, lomerio y montafia, encontrando que
los granos fermentados presentan el mayor contenido polifendlico y la mayor
actividad antioxidante; mientras que en los granos secos Yy tostados se obtiene una
pérdida entre el 39 - 45%, con respecto a la actividad antioxidante determinada en
los granos fermentados, de cada zona geografica (Galeano, 2012; Hue, 2016).

En comparacion con el cacao, el licor producido por el copoazu aunque es
semejante, posee caracteristicas mejores en cuanto a porcentaje de acidos grasos
insaturados. Otra diferencia se establece en el desarrollo de su punto maximo de
temperatura, en cuanto al cacao esta entre el segundo y el tercer dia, mientras
gue en el copoazu esta entre el sexto y el séptimo dia.

La influencia del grosor de la cascarilla, elevada acidez y exceso de mucilago,
afecta el normal desarrollo de la fermentacion y se presenta la germinacion del
grano que afecta la calidad sensorial del producto terminado (Criollo, 2010).

El copoazu a diferencia del cacao, produce una almendra cuyo grosor de
cascarilla se encuentra alrededor de los 0,54 mm, superiores a las del cacao de
linea con espesor de 0,26 mm. La diferencia del grosor de la cascarilla implica que
el trabajo con la almendra de copoazu requiera de un mejor desarrollo en la etapa
de fermentacién y niveles de acidez superiores, que logren traspasar la cascarilla
llegando al interior del grano, donde se desarrollan los precursores de aroma y
sabor del cacao (Criollo, 2010).

El copoazu aunque no originario de Colombia, es un fruto que nace y se desarrolla
con facilidad en los suelos Amazonicos, a pesar de su facilidad y su cotidianidad
actual, es un fruto poco explotado por lo que son mas relevantes los estudios
realizados en Brazil. Sin embargo, en los Ultimos afios se han visto estudios de
maestria y doctorado de investigadores Colombianos que destacan la importancia
de antioxidantes, polifenoles y otros compuestos de este fruto Amazonico; en esta
revisién se alcanza a visualizar algunos de los estudios avanzados (Herrera, 2013;
Castro, 2010; Hernandez, 2010; Medrano, 2010).

El tema de uso agroindustrial lo mueve el interés de innovar en una comunidad
especifica, “Caqueta”, donde ha ido avanzando en sus propuestas de
emprendimiento aunque poco notorias en el pais en general. El copoazu se
caracteriza por sus reportes en alto contenido de antioxidantes. Por otro lado, en
su produccion del deshidratado a diferencia de otras frutas como el borojo se
puede realizar congelado o después de despulpado (Medrano, 2010).
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2 ALIMENTOS FUNCIONALES
2.1 ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL

El buen vivir no es para muchos un concepto que tenga relevancia con el comer
sano o saludable, hoy por hoy se debate la industria en generar placer o salud con
los alimentos (lllanes, 2015). Los alimentos fundamentan su relevancia en la
cotidianidad de la humanidad, por la necesidad fisiologica; sin embargo para los
interesados en el tema los alimentos presentan su importancia por sus
componentes, y por ejercer efectos fisicos y psicolégicos beneficiosos, por la
presencia de sustancias que son adicionales a los componentes nutricionales
basicos conocidos (Olagnero et al., 2007); la investigacién en nutricion recupera
importancia hoy, asi mismo los alimentos funcionales, frente a las enfermedades
relacionadas con los hébitos alimenticios, como diabetes, cancer, fallas cardiacas,
enfermedades cardiovasculares en general, alergias, hipertension, sobre peso y
obesidad (lllanes, 2015; Ezzati et al., 2005). La relacion o efectos de estas
enfermedades no tiene poblacion objeto de edad certera, y ademas se vive mayor
incremento en paises en via de desarrollo que aunque se presenta en los paises
desarrollados, se observa mayor accesibilidad a alimentos mas saludables (Ezzati
et al., 2005).

La industria alimentaria es un campo importante en la economia mundial, la Unién
Europea realiza gran parte de la transformacion de materias primas agricolas y
suministro de alimentos. Aunque en innovaciébn y nuevos productos es
considerado un tema de baja investigacion; ha recuperado fortaleza en las
industrias alimentarias mediante el cambio y ofrecimiento de conocimiento de los
alimentos a la poblacién; asi aumenta entonces la innovacion para satisfacer las
expectativas del consumidor. Por otro lado, la industria alimentaria ha enfrentado
varios problemas técnicos y cambios econdémicos en la sociedad, por lo que las
empresas se han llevado a repensar y conocer mas sobre alimentos de estilo de
vida saludable (Bigliardi, 2013).

El impacto de la ciencia y la tecnologia e innovacion se ha reflejado en varios
campos sin ser la alimentacion la excepcion, por lo que los especialistas en
nutricién han generado un auge de la creacion de nuevos productos en aras de un
futuro mas saludable, fundamentados en los alimentos funcionales y nutracéutico
(Guzman, 2009; Annunziata, 2011; Valenzuela, 2014). En general los alimentos
funcionales se definen cuando contiene cualquier componente que afecte de
manera especifica y positiva al consumidor, como en la reduccion de riesgo de
enfermedades, en el bienestar, en mantener una buena salud, en su estado
psicolégico (Olagnero et al., 2007; Alvarez et al., 2021).
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Definir un tipo de alimento no es tan facil como los no expertos creerian; en los
ultimos afos se busca establecer las diferencias entre tipos de alimentos como los
funcionales y los nutracéuticos y su distincion entre los medicamentos; sin
embargo, los entes gubernamentales son los encargados de evitar la agresion del
mercado, el vender por vender, protegiendo sus intereses. De manera general, en
el caso de los alimentos funcionales debe cumplir un requisito especifico, contener
un componente activo que ayude a la funcionalidad de los organismos de
cualquier ser, animal o humano. El alimento funcional a diferencia del alimento
nutracéutico debe tener apariencia de alimento, mientras que el alimento
nutracéutico puede tener componentes aislados de alimentos pero que su
presentacion o venta puede ser mediante capsulas, comprimidos, en polvo, liquido
en fin, a manera de ejemplo para alimentos funcional (AF) puede ser una leche
con adicion de acidos grasos omega-3 de origen marino, o con adiciéon de
fitoesteroles, o &cido linoleico; por lo contrario un alimento nutracéutico se
representa con capsulas o comprimidos que contengan omega 3, fitoesteroles o
acido linoleico (Luengo, 2007, Valenzuela, 2014).

Cada tipo de alimento funcional o producto nutracéutico se deben tratar con sus
diferencias dadas a la ingesta diaria recomendada, en el caso de los
nutracéuticos, debe ser mas controlada a razén de su concentracion de los
componentes. Los estudios se iniciaron en Japon en los afios setenta, se dieron
por el envejecimiento progresivo de la poblacion, y de diferentes enfermedades
cronicas como osteoporosis, anemia, estrefiimiento, disfunciones
cardiovasculares, iniciando con investigaciones en la liberaciébn de células en
animales; aunque se tiene reporte que se inici6 en China 100 a.C ya que, el
continente Asiatico cuentan con la tradiciébn de atribuir propiedades curativas o
terapéuticas a los alimentos y a las hierbas como un saber popular (Al-sheraji et
al., 2013); utilizado en la Dinastia Este Han, aproximadamente hacia el afio 100
a.C. Otro término muy parecido, alimentos especiales, se utiliz6 en trabajos
medicos en la Dinastia Song en el afio 1000 (Goetzke et al., 2014). El concepto de
alimentos funcionales como lo conocemos hoy, fue generado en el afio 1980 en
Japon, aquel alimento que se consume de forma normal y sirve para mejorar la
salud, como por ejemplo contenidos de minerales, vitaminas o la presencia de
fibra. Por lo contrario, un producto nutracéutico se defini6 como un suplemento
dietario que no se encuentra en una matriz no alimenticia, tomado de un alimento
una sustancia natural bioactiva concentrada (Luengo, 2007; Pérez, 2006;
Valenzuela, 2014). En el occidente tampoco es considerado un concepto nuevo,
dado que el alimento esta intimamente ligado a una salud 6ptima. En el siglo XVI
A.C Hipdcrates médico griego dejo un legado “que el alimento sea tu medicina y la
medicina sea tu alimento”. Situandonos en el siglo XXI, esta filosofia del “alimento
como medicina” es la base del paradigma de los alimentos funcionales (Olmedilla,
2013).
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Estos alimentos se desarrollaron especificamente para dar mejor calidad de vida,
y reducir los riesgos para varias enfermedades denominados alimentos FOSHU,
por la abreviatura en ingles de “Food with Specific Health Uses”, aqui se aprueba
que se mencionen los efectos fisioldgicos en los consumidores (lllanes, 2015),
dentro de los cuales se encuentra los prebidticos, probioticos, antioxidantes,
acidos grasos en general (Valenzuela, 2014; Alvidrez et al., 2002; lllanes, 2015).

De otro lado, el concepto de nutracéutico fue incorporado por el Dr. Stephen de
Felice, director de la Fundacion de medicina Innovativa en el afio 1989, enfocado
en alimentos con la capacidad de fortalecer la salud, para la prevencion de
enfermedades y mejora de funciones fisiolégicas del organismo; en ese mismo
afio el Dr. Herbert Pierson, director del Programa de Alimentos Diseflados del
Instituto Nacional del Cancer los denomino alimentos disefiados a aquellos que
contienen naturalmente o que son enriquecidos con componentes quimicos,
biol6gicamente activos (Pérez, 2006; Valenzuela, 2014).

Histéricamente, la nutricion ha tenido una evolucion de la siguiente manera, para
el siglo XVIII se habl6é de alimentacion como energia, para el siglo XIX se tenia en
cuenta los principios inmediatos, para inicios del siglo XX se fundamenté en las
vitaminas, y durante el siglo XX se genera el término de dieta equilibrada, dieta
mediterranea, como fruto de los nuevos sistemas de produccion y los
requerimientos de los mercados internacionales y para el siglo XXI se define el
concepto de “alimento sano”, aquel alimento libre de riesgo para la salud y que
conserva su capacidad nutricional, su atractivo a los sentidos, su pureza y su
frescura, se pasa a otro concepto mas actual de alimento funcional a alimentos
funcionales y nutracéuticos (Mensink et al., 2003).

La interrelaciéon de disciplinas como la Biologia Molecular, la Biotecnologia, la
Informatica, entre otras, con la Nutricion, permite a las industrias alimentarias el
desarrollo de nuevos productos con funciones adicionales a las del alimento
original (Richardson et al., 2003). Surge entonces a partir de estos nuevos
enfoques, otros conceptos para identificar caracteristicas particulares dentro de
estos alimentos novedosos (Riccardi, 2004). El tema de funcionalidad hoy en dia
es la principal estrategia para la creaciéon de nuevos productos alimenticios
(Jiménez, 2004).

En Europa y Norte América, el concepto de alimento funcional aparece
recientemente gracias a la evidencia cientifica de la relacién existente entre salud
y dieta. Hasta los primeros afios de la década de los 80, los estudios fueron
enfocados principalmente hacia las enfermedades por falta de nutrientes, a partir
de ese momento los estudios se enfocaron a descrubir el potencial preventivo de
los alimentos (Araya et al., 2003). Por lo que resulta importante la reglamentacion
sobre estos alimentos, y esto depende de cada pais, por ejemplo en la Union
Europea se basa en la seguridad de consumo, mientras que en Estados Unidos se
enfoca en los efectos (El Sohaimy, 2012).
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Actualmente, America Latina es un potencial en la produccién y consumo de
alimentos funcionales, ya que cuenta con grandes recursos naturales, amplia
biodiversidad de flora y fauna asociada a gran variedad de plantas y frutos
comestibles, con potenciales y efectos beneficiosos para la salud. Es
responsabilidad de los gobiernos disefiar las politicas para fomentar la
investigacién cientifica y la produccién de nuevos alimentos o componentes
alimenticios con propiedades funcionales, teniendo en cuenta que podrian ser una
importante alternativa para contribuir a mejorar la calidad de vida de la poblacion
(Marreno, 2015; Sarmiento, 2003).

Colombia no cuenta con un mercado especializado en esta nueva tendencia del
consumidor; en los ultimos afios se han generado cambios en la dinamica de la
industria alimentaria, donde estimula la creacion de nuevos productos y
tecnologias (Lajolo, 2002). El mercado de los alimentos funcionales, es un negocio
muy atractivo no solo por efectos sobre la salud, sino por los margenes de
rentabilidad que maneja, alrededor del 60% (Seddon, 2002).

Algunas empresas colombianas en el sector de lacteos invierten tiempo y dinero
para ser las pioneras a nivel nacional con los alimentos beneficos para la salud.
Una en particular es el caso de Alpina con la marca Yox en el 2007 y
seguidamente de Regeneris, los cuales son productos que cuentan con
propiedades funcionales ayudando a la digestion y al tracto intestinal (Juarez,
2007).

Alimentos funcionales en el departamento del Caqueta

El departamento del Caquetd cuenta con diversas empresas en el sector de
elaboraciéon de alimentos siendo una de mayor concentracion la industria lactea,
en donde tiempos atras se elaboraban productos en su totalidad con sabores o
ingredientes artificiales, en la actualidad contamos con la tendencia de apuntar a
alimentos funcionales los cuales van dirigidos al mejoramiento de la salud o a la
reduccion de las carencias de alimentacion que se tienen en el departamento. Los
consumidores caquetefios estan aumentando la inclinaciéon por los alimentos
actualmente sofisticados, donde el contacto con el exterior ha creado al
consumidor ser mas conscistente al momento de comprar productos bajos en
grasa, de alto contenido vitaminico y la nueva tendencia de alimentos con
propiedades probidticas las cuales tiene la capacidad de ayudar en mejorar la
digestion de los consumidores, lo cual ha generado un cambio en el negocio de
los alimentos. Las empresas inician con la generacion y elaboracion de productos
funcionales tales como Yogurth con adicion de probioticos donde se tiene especial
cuidado en el tema de calidad y presentacion de los productos.
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2.2 Conceptos de ALIMENTOS FUNCIONALES

Existen diferentes conceptos de alimentos funcionales para “todo aquel alimento
semejante en apariencia fisica al alimento convencional, consumido como parte de
la dieta diaria, pero capaz de producir demostrados efectos metabdlicos o
fisiolégicos, utiles en el mantenimiento de una buena salud fisica y mental, en la
reduccion del riesgo de enfermedades cronico-degenerativas; ademas de sus
funciones nutricionales basicas” IFIC (Consejo Internacional de Informacion sobre
Alimentos, 2006). Por otro lado, aunque no se ha definido para la Union Europea,
la EUFIC en el proyecto FUFOSE lo definio; “alimento funcional, puede ser un
alimento natural, un alimento al que se ha afiadido un componente, o un alimento
al que se le ha quitado un componente mediante medios tecnoldgicos o biolégicos.
También puede tratarse de un alimento en el que se ha modificado la naturaleza
de uno o mas de sus componentes, o en el que se ha modificado la
biodisponibilidad de uno o mas de sus componentes, o cualquier combinacion de
estas posibilidades”; el Consejo de Alimentacion y Nutricion de la Academia de
Ciencias de los Estados Unidos los conceptualiza como “alimentos modificados o
que contienen ingredientes que demuestren acciones que incrementan el
bienestar del individuo o que disminuyen los riesgos de enfermedades, mas alla
de la funcion tradicional de los ingredientes que contienen”, o la elaborada por ILSI
(International Life Science Institute) los define como “alimentos que en virtud de la
presencia de componentes fisiolégicamente activos, proveen beneficios para la
salud mas alla de la accion clasica de los nutrientes que contienen” (Valenzuela,
2014).

El efecto positivo de un alimento funcional puede ser tanto en el mantenimiento del
estado de salud como en la reduccion del riesgo de padecer una enfermedad o
generar un aumento de la producciéon debido a mejor aprovechamiento de los
nutrientes (Prentice et al., 2003). Cualquier definicion de alimento funcional debe
converger hacia aquel alimento que tenga un impacto positivo en la salud del
animal y/o humano ya sea previniendo o curando alguna enfermedad, ademas del
valor nutritivo que contiene (Rafter et al., 2004). Su importancia radica en el aporte
de nutrientes al organismo, los cuales se han demostrado en funciones del cuerpo,
proporcionando un mejor estado de salud y bienestar, igualmente estos alimentos
ejercen un papel preventivo debido a que disminuye algunos factores de riesgo
ante ciertas enfermedades el cual debe ser continuo en la ingesta puesto que es
un alimento y no un farmaco (Diplock et al., 1999; Chen, 2011; lllanes, 2015).

Teniendo en cuenta los conceptos anteriormente dados, un concepto mas general
podria definirse de la siguiente manera, los alimentos funcionales pueden ser
naturales o procesados, y deben tener ademas de valor nutritivo normal de un
alimento, ingredientes que favorezcan alguna actividad especifica de funcién
fisiolégica del organismo, que esté relacionado con el papel metabdlico o
fisiol6gico sobre el crecimiento, desarrollo, manutencién y otras funciones
normales del organismo, debe favorecer también el estado fisico y el estado
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mental de una persona. Se refiere con actividades fisiolégicas a la relacién con un
Optimo crecimiento y desarrollo, con el mantenimiento de los sistemas fisioldgicos,
sistema cardiovascular, hepatico, endocrino, ginecolégico, digestivo,
osteoarticular, renal o nervioso; definitivamente son una oportunidad para el
desarrollo de nuevo producto alimenticio o suplemento, para el aporte fisioldgico
del control y prevencion de enfermedades, dentro de estos encontramos los
alimentos que contengan determinados minerales, vitaminas, acidos grasos o fibra
alimentaria, cualquier alimentos que se le adicionen sustancias bioldgicamente
activas, como los fotoquimicos u otros antioxidantes, también dentro de estos
encontramos los probidticos, como por ejemplo microorganismos presentes en
bebidas fermentadas los cuales mejoran la flora y motilidad intestinal y reducen la
presencia de ciertos tipos de Ulcera en el tracto gastrointestinal, alimentos que
pueden coadyudar al optimizar las condiciones del tracto mediante la accién
bactericida y antiinflamatoria, ayuda en lesiones gastricas, y enfermedades
producidas por ejemplo Helicobacter pylori (Luengo, 2007; Pérez, 2006).

Entre los ejemplos que encontramos para alimentos funcionales segun diferentes
autores estan los tomates con alto contenido de licopeno, carotenoide presente en
sandias y pimientos rojos el cual reduce el riesgo de cancer de proéstata, las frutas
y verduras cuyos flavonoides neutralizan los radicales libres oxidantes; algunos
compuestos como los terpenos de los vegetales verdes y granos que funcionan
como antioxidantes, protegiendo a los lipidos, a la sangre y a otros fluidos
corporales; betacarotenos presentes en la zanahoria disminuye el dafio celular,
luteina de los vegetales verdes ayudan a la vision, fibra insoluble como la cdscara
de trigo y otras gramineas minizan el cancer de coldn, el éster estanol de la soja,
trigo y maiz mengua la presencia de colesterol en sangre (Luengo, 2007),
igualmente componentes prebidticos, antioxidantes, acido folico, fitoesteroles,
fitoestrégenos sirve como regulador homestativo de lipidos en sangre (Valenzuela,
2014)

En cuanto a las carnes, el pescado es rico en acidos grasos omega 3, el cual
previene el riesgo de enfermedades cardiovasculares, y es coadyuvante para las
funciones mentales y visuales. Los productos lacteos tienen cantidades de é&cido
linoleico que mejora la composicion de células corporales y reduce el riesgo de
algunos canceres.

2.3 PROBIOTICOS

El término se utilizd por primera vez en 1954 con el cual se hacia referencia a
sustancias necesarias para llevar una vida sana. El concepto mas utilizado es
"microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio para la salud del huésped” dado por un programa en
conjunto con FAO/OMS panel. La propuesta original sefialé que ciertas bacterias
eran benéficas para el ser humano, atribuido a Illya Metchnikoff cuando trabajaba
en el instituto Pasteur a principios del siglo XX (Binns, 2013).
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La palabra “probiético” proviene del latin “pro” que significa “para” y del griego
“Bidtico” que significa “Vida” (Binns, 2013), hace referencia a bacterias que se
aislan del tracto intestinal de animales o humanos, y causan efectos benéficos en
la salud de estos, esencialmente en el sistema inmunoldgico, motivo por lo que se
adicionan a algunos alimentos que se encuentran en el mercado, principalmente
en yogures, pero también en queso, leches fermentadas y no fermentadas, zumos,
batidos, cereales, barras nutritivas, y formula para bebés. Adicionalmente se
comercializan como suplementos dietarios y medicamentos, en este Ultimo caso
se ha recurrido a la encapsulacion de estos con el fin de protegerlos del medio
durante el almacenamiento del producto (Rodriguez, 2012; Sanders, 2007; Lopez,
2010).

Dentro de las caracteristicas fisiologicas de los probidticos las mas relevantes esta
la resistencia a la acidez estomacal y de las secreciones pancreéaticas como son la
bilis y las enzimas digestivas; cuando su ubicacién es a través del intestino,
diferente a si su ubicacion es por ejemplo la boca. En general el microorganismo
debe mostrar beneficio para el consumidor, deben ser no patégenos, no téxicos y
no deben tener efectos colaterales, este debe permanecer durante la vida Gtil del
producto, tener un niamero adecuado para imprimir beneficios de salud; ademas
de ser compatible con la matriz alimentaria para mantener las propiedades
sensoriales deseadas (Sanders, 2007; Kellow et al., 2014).

Lactobacillus casei

La especie Lactobacillus casei corresponde a microorganismos que cumplen
funciones de probioticos, especialmente para fermentacion de leche, y otros
productos, es utilizado también como intensificador y acelerador de sabores de
ciertos quesos que se maduran con bacterias (Velasquez, 2012).

En el ser humano, el efecto beneficioso es la prevencion de la alteracién de la
microbiota intestinal y tiene efectos positivos en la prevencion del cancer de vejiga.
Adicionalmente estimula respuestas inmunoldgicas previniendo infecciones
causadas por la familia Enterobacteriaceae (Rodriguez, 2009).

2.3.1 Consideraciones para un probiético

Para considerar un microorganismo probiético se debe seguir las instrucciones de
la FAO 2006.

Seleccion _de cepas probidticas para su_utilizacibn _en seres Humanos. Se
considera importante no el origen sino la especificidad de la accion, y de mucha
importancia la capacidad de mantenerse vivo en el lugar del destino.

Clasificacion e identificacién _de las distintas cepas. Se recomienda que la
asignacion de nombres se realice conforme al Codigo Internacional de
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Nomenclatura para asegurar la comprension a nivel internacional. Y si existe una
nueva debe ser incluida en la coleccién. La identificacion se puede hacer por
(tipificacion genética) se lleve a cabo utilizando métodos tales como la
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), con ensayos iniciales de fenotipo,
seguidos de la identificacion genética mediante métodos tales como la hibridacion
de ADN con ADN, la determinacion de secuencias del ARN 16S u otros métodos
reconocidos internacionalmente. En el segundo de los casos, deberia utilizarse el
Proyecto de base de datos ribosomica (RDP) para confirmar la identidad
(www.cme.msu.edu/RDP/).

Definicion y medicion de los beneficios de los probiodticos para la salud. Para usar
microorganismo como cualquier otro componente que ingresa al organismo debe
indicar dosificacion y duracién recomendadas por el fabricante o los fabricantes,
la cantidad minima necesaria para la efectividad del probiético, por lo que se
aconseja salga del estudio realizado in vitro e in vivo en animales y en seres
humanos.

Métodos de prueba para establecer los beneficios para la salud que confieren los
microorganismos probidticos.

Los protocolos que se les debe realizar a las bacterias para establecer los
beneficios para salud son:

e Tolerancia al &cido y la bilis (Resistencia a la acidez gastrica y Resistenciaa
los &cidos biliares)

e La produccion de sustancias antimicrobianas

e Capacidad de adherencia a las células del intestino humano. (Adherencia a
mucosas Yy/o a células epiteliales humanas y lineas celulares)

Resistencia a la acidez gastrica. Resistencia a los acidos biliares
Otros protocolos para verificar el posible mecanismo probiético que intervienen en
el control de patdégenos intestinal:

e Produccion de sustancias antimicrobianas. Actividad antimicrobiana contra
potenciales bacterias patégenas)

Exclusion competitiva de la fijacion de patégenos

Competencia por los nutrientes

Modulacion del sistema inmunitario

Capacidad para reducir la adhesion de agentes patdégenos a superficies.
Actividad hidrolasa de sales biliares. Resistencia a espermicidas (aplicable a
probidticos para uso vaginal).

Es permitido adicionar a los productos alimenticios probidticos que contengan [3-
galactosidasa para aliviar los problemas de digestién de la lactosa; sin embargo,
también se observan efectos similares para la salud en el caso de bacterias
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iniciadoras de la fermentacién de la lactosa, por ejemplo L. delbrueckii. ssp.
bulgaricus y S. thermophilus en productos lacteos fermentados.

A pesar que los probiéticos se denominan como bacterias inocuas (GRAS), el
grupo de trabajo del documento FAO y OMS 2006, recomiendan que las cepas
tengan la siguiente caracterizacion:

1. Determinacién de los patrones de resistencia a los antibioticos

2. Evaluacion de ciertas actividades metabdlicas (por ejemplo, producciéon de
D-lactato, desconjugacion de sales biliares)

3. Evaluacion de efectos colaterales durante estudios en seres humanos

4. Supervision epidemiologica de incidentes adversos en los consumidores
(después de la comercializacién)

5. Si la cepa en estudio pertenece a una especie que se sabe que produce
toxinas con efectos sobre mamiferos, debe realizase un ensayo para
determinar la produccion de toxina.

6. Si la cepa en estudio pertenece a una especie con conocido potencial
hemolitico, se requiere la determinacién de la actividad hemolitica. La
evaluacion de la falta de infectividad de una cepa probidtica en animales
inmunocomprometidos agregaria mas confianza en la inocuidad del
probiotico.

2.3.2 Mecanismo de accion en la Probiosis

Investigaciones en humanos y modelos animales han demostrado el beneficio
clinico de cepas probioticas sobre el tratamiento de enfermedades como cancer
de colon (efecto anticancerigeno), enfermedad inflamatoria intestinal, diarrea
(actividad antimicrobiana), complicaciones postoperatorias e intolerancia a la
lactosa debido a su accion sobre células afectadas (Bernal, 2017).

El mecanismo de accion de los Lactobacillus segun Furtado (2013), es
multifactorial y en general de las cepas probitticas, diferente a lo publicado por
Amorocho (2011), donde no todas las cepas de Lactobacillus inhiben a los
patbgenos, esta caracteristica probiética depende de la cepa. Uno de los
principales mecanismos de accion de los probioticos es la generacion de bajo pH
en el medio debido a la produccion de acido lactico a concentraciones de 20-40
mM, y de otros acidos dependiendo del tipo de cepa que actia como un
permeabilizador de la membrana exterior de los patdgenos Gram negativos,
aumentando de esta manera y haciendo mas susceptible a las moléculas
antimicrobianas permitiendo que penetren en las bacterias.

Igualmente, la produccion de otros &cidos organicos, bacteriocinas y el aumento
de la produccion de inmunoglobulina A sobre la mucosa, contribuye como defensa
del hospedador contra la adhesion de patégenos entéricos mejorando la
inmunidad intestinal (Furtado, 2013).
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La accion del pH contra otros microorganismos es tan efectiva como lo reportado
por Amorocho (2011), L. casei (CECT475) y L. acidophilus (903) inhibieron la
cepa de referencia H. pylori NCTC11637 por medio del sobrenadante.

Fernandez, 2017 enumera el mecanismo de accion de los probidticos de la
siguiente manera, teniendo en cuenta que este mecanismo es muy dispar ya que
no todos actian de la misma forma sobre el huésped.

1. Competicion con bacterias nocivas por: Desplazamiento de su sitio de union
al epitelio, inhibicion de su crecimiento y/o muerte mediante la produccion
de compuestos antibacterianos o reduccion del pH.

2. Mejora de la funcion de barrera intestinal.

3. Produccién de nutrientes importantes para la funcion intestinal.

4. Inmunomodulacion.

Igualmente lo describe Furtado (2013), el mecanismo de accién de los probiéticos,
es por la inhibicibn de namero de células viables mediante la producciéon de
compuestos con actividad antimicrobiana, y compitiendo por nutrientes y sitios de
adhesion. También alteran el metabolismo microbiano aumentando o
disminuyendo la actividad enzimatica y estimulando la inmunidad del huésped
mediante el aumento de niveles de anticuerpos y actividad de macréfagos.

Por otro lado, la Organizacion Mundial de Gastroenterologia (2011) sefala el
mecanismo de accién de los probidticos, afectan al ecosistema intestinal
estimulando los mecanismos inmunitarios de la mucosa y estimulando los
mecanismos no inmunitarios a través de antagonismo y competencia con
patdgenos potenciales como se muestra en la Figura 1. Fendmeno que media la
mayoria de los efectos beneficiosos, incluyendo la reduccién de la incidencia y
severidad de la diarrea, uno de los usos mas ampliamente reconocidos de los
probiéticos; asi mismo, reducen el riesgo de cancer de colon en modelos
animales, probablemente debido a su capacidad de suprimir la actividad de ciertas
enzimas bacterianas que pueden aumentar los niveles de pro carcindgenos, pero
esto no ha sido probado en humanos.
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Figura 1. La microbiota normal y los probiéticos interactdan con el organismo
anfitrion en actividades metabdlicas y funciones inmunes, y previenen la
colonizacion de microorganismos oportunistas y patégenos.
(Organizacién Mundial de Gastroenterologia, 2011)

El mecanismo de accion de los probidticos reportado por Guzman (2012), se
resume de manera concreta como mecanismos intraluminales (incrementa la
secrecion mucosa e inhibicion de la adherencia de las bacterias patdgenas,
acidificacion del colon por fermentacion de nutrientes), por mecanismos epiteliales
(incremento de la funcién de barrera del epitelio, disminuye la permeabilidad
favoreciendo el cierre de las uniones intercelulares) y por mecanismo
inmunomoduladores (acciones inmunomoduladoras secrecion de bacteriocinas,
estimula la respuesta mucosa al estrés, inhibicion de la hipersensibilidad visceral).

Se ha presentado el mecanismo de accion por Hessissen 2016 mediante la
competencia de bacterias nocivas por el desplazamiento del su sitio de unién al
epitelio, por la inhibicion de su crecimiento y/o muerte mediante la produccion de
compuestos antibacterianos o reduccion de pH, como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de accion ejercida por las bacterias probiéticas.
(Hessissen, 2016)

Accion antimicrobiana de los microorganismos en los alimentos

Los aditivos antimicrobiales de los alimentos actian sobre ADN, sintesis de
proteinas, actividad enzimatica, pared celular y transporte de nutrientes de
microorganismos. El mecanismo de accién de acidos organicos es dependiente de
pH, de forma que tales compuestos a bajo pH existen en estado no disociado que
permite la permeacion a través de la membrana plasmatica microbiana, de forma
que al entrar a la célula encuentran un pH mayor, lo cual lleva a una acumulacién
intracelular de aniones y protones, posteriormente lleva a ruptura de la membrana,
inhibicibn de reacciones metabdlicas esenciales, estrés potencial sobre la
homeostasis del pH intracelular y acumulacion de aniones téxicos. El peroxido de
hidrogeno es un oxidante que produce radicales libres hidroxilo (OH) los cuales
atacan componentes celulares esenciales (lipidos, proteinas, ADN) donde grupos
sulfidrilo y enlaces dobles expuestos son susceptibles de modificacion quimica. La
sal de mesa puede disminuir la actividad acuosa de los alimentos explicando su
actividad antimicrobiana llevando a acumulacion letal de aminoacidos en
microorganismos aparte de la reduccion de oxigeno en agua, inhibiendo la
supervivencia de organismos aerdbicos (Nair et al., 2019).

En producto fermentando de tubérculo de cassava se han aislado bacterias acido
lacticas (L. casei, L. delbrueckii, L. brevis, L. plantarum, L. pentosus, L. fermentum
y L. acidophilus) que producen sustancias antimicrobianas (bacteriocinas, acido



27

fenil lactico, acido lactico, acido acético, etanol, perdxido de hidrogeno, diacetilo y
reuterina) contra bacterias gram positivas y gram negativas tales como
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Enterococcus faecalis (Adeyemo et al 2018).

La miel de manuka derivada del arbol Leptospermum scoparium presenta
actividad antimicrobial contra bacterias patégenas como Staphylococcus aureus y
Helicobacter pylori. La actividad antimicrobiana se debe a la produccion de
peréxido de hidrogeno producido mediante la enzima glucosa oxidasa, metilglioxal
(compuesto 1,2-dicarbonilico) (Atrott y Henle 2009).

Los compuestos antimicrobiales mas estudiados son los aceites esenciales (AE),
gue son compuestos volatiles que corresponden a metabolitos secundarios
conformados por terpenos y fenil propanoides. Los terpenos o terpenoides son
activos contra bacterias, hongos y protozoos. Con respecto al mecanismo de
accion de los AE se ha sugerido que contienen un gran nimero de componentes
y es probable que sus modos de accion (p. e. sinergias) involucren muchos
objetivos en la célula bacterial. La hidrofobicidad de los AE les permite distribuirse
en los lipidos de la membrana celular y mitocondria, volviéndolas permeables y
conllevando a fuga de contenido celular. Esta actividad de AE se potencia con
bajo pH, baja temperatura y bajos niveles de oxigeno. De otro lado, los
compuestos fendlicos también han mostrado actividad antimicrobial. Algunas de
las moléculas consisten de un simple anillo fenélico sustituido con algunos grupos
hidroxilos como los &cidos cindmico y cafeico. Otros como los flavonoides,
presentan tres anillos fendlicos con muchos grupos hidroxilo como en el extracto
de cascara de mango, observandose que un aumento en la hidroxilacién resulta
en un aumento en la actividad antimicrobiana. El extracto enriquecido en
flavonoides de céscara de fruta citrica mostr6 que la preparacion con enzima
pectinasa 62L eficientemente convirtié glicosidos comunes en sus agliconas del
extracto y su deglicosilacion aumento la actividad antimicrobial contra bacterias
gram negativas del extracto enriquecido en flavonoides (Ayala et al., 2011).

Se han adicionado agentes antimicrobiales tales como acidos organicos (acido
citrico, propidnico, soOrbico, ascorbico), bacteriocinas de fuentes microbiales
(péptidos como nisina, lacticina y natamicina) o enzimas de fuentes animales
(lisozima, lactoferrina) en peliculas o cubiertas comestibles como estrategia para
preservacion de alimentos. Los acidos organicos aumentan la concentracion de
protones disminuyendo el pH externo, afectan la integridad de la membrana
celular e interfieren con el transporte de nutrientes y metabolismo energético. La
aplicacién de peliculas de quitosano conteniendo acido acético o propionico en la
superficie de carne procesada y almacenada por 7 dias a 4 y 10°C inhibe
completamente el crecimiento de Enterobacteriaceae y Serratia liquefaciens. Las
bacteriocinas tienen un efecto sobre la sintesis de peptidoglicano y sobre la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica, promueven la salida de
aminoacidos desde el citoplasma de un numero de bacterias gram positivas,
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disipan el potencial de membrana y gradiente ionico, inhiben la sintesis de ARN,
ADN vy proteinas y alteran el funcionamiento de la membrana citoplasmética. El
uso de nisina con EDTA incrementa el efecto antimicrobiano debido a que el
agente quelante hace la pared celular de microorganismos gram negativos mas
permeable y susceptible a nisina. Combinaciones de nisina con alginato de calcio
en peliculas comestibles redujeron de 1,8 a 4,6 log ufc/ml después de 72 a 96 h de
exposicion a 4°C con Salmonella typhimurium Nar. La lisozima es una enzima
presente en muchos alimentos como leche y huevos y es un agente bactericida
contra bacterias gram positivas. La inactivacion es causada por ruptura del enlace
entre acido N-aceti muramico y N-acetilglucosamina del peptidoglicano
constituyente de la pared celular. Se ha registrado el efecto antimicrobial de
peliculas de quitosano-lisozima contra Pseudomonas fluorescens y Listeria
monocytogenes. Los compuestos fendlicos también se han usado como agentes
antimicrobiales dado que generan cambios irreversibles en la hidrofobicidad de las
membranas, generan aberturas en la membrana celular conllevando a la pérdida
de constituyentes intracelulares, dafian el ADN, se acomplejan con enzimas
(Benbettaieb et al., 2018). También se han usado estos agentes antimicrobianos
en empaques activos tales como polietiieno de baja densidad, polipropileno,
poliamida entre otros (Khaneghah et al., 2018).

La actividad antimicrobial de la leche es atribuida a inmunoglobulinas, lactoferrina,
lactoperoxidasa y lisozima. Adicionalmente, hay una variedad de péptidos
antibacteriales encriptados dentro de la secuencia de proteinas de la leche que
son liberados bajo hidrolisis controlada de la proteina precursora. De la lactoferrina
se han obtenido peptidos como: a) péptidos catidnicos, los cuales interactiian con
las membranas externa y citoplasmatica causando la muerte celular debido a un
mecanismo multigolpe que involucra accién sobre mas de un objetivo i6nico b)
lactoferricinas, cuya actividad antimicrobial estd asociada a una proporcion de
triptéfano/arginina en el péptido (Fadaei, 2012).

Se ha registrado en aceite de linaza que los acidos grasos insaturados y lignano
son los principales metabolitos que exhiben actividad antimicrobial contra un
namero de cepas microbiales incluyendo Streptococcus agalactiae (NCIM 2401),
Micrococcus luteus (ATCC 10240, ITCC9341), Staphylococcus aureus (ITCC8531,
ATCC 29737), Bacillus pumilus (ATCC 14884), Enterococcus faecalis (ATCC
51299), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacillus brevis (ITCC7096), Bacillus cereus
(ATCC 11778) y Escherichia coli (ATCC 8739). Se ha registrado que el
componente fendlico encontrado en linaza induce la desintegracion de ADN
bacterial e inhibe la actividad girasa. La ADN girasa es una enzima bacterial
importante que pertenece a las topoisomerasas las cuales catalizan el
superenrollamiento negativo y dependiente de ATP de ADN circular cerrado de
doble hebra. Se ha sugerido que el &cido linoleico selectivamente inhibe un
componente esencial de la sintesis de acidos grasos bacteriales conocido como
proteina trasnportadora enoil-acil reductasa (Fab I) de forma que se afecta la
produccion de lipidos de la membrana celular (Fadzir et al., 2018).
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El extracto acuso de Allium sativum posee efectiva actividad antibacterial contra
patégenos clinicos resistentes a muchos farmacos y pueden ser probados como
componentes dietarios naturales para manejar resistencia de farmacos a
bacteremia. La alicina y otros compuestos azufrados podria ser los principales
agentes antimicrobiales de A. sativum activos contra un numero de bacterias gram
negativas y gram positivas, tales como Staphylococcus, Salmonella, Vibrio,
Mycobacteria, Proteus spp y Helicobacter pylori (Gupta et al., 2015).

El extracto de acetato de etilo de la baya de Empetrum nigrum L ha mostrado
buena actividad antimicrobiana contra B. atrophaeus (MIC 125 ug/ml), K.
rhizophila (MIC 125 ug/ml), M. luteus (MIC 63 pg/ml), y S. epidermidis (MIC 125
pg/ml) siendo mayor la actividad en bacterias gram positivas comparado con
bacterias gram negativas, lo cual podria explicar dado que las bacterias gram
negativas poseen una pared celular localizada entre las membranas interna y
externa de la célula, mientras que las bacterias gram positivas tienen una pared
celular que constituye la capa externa de la célula; por lo tanto, las bacterias gram
negativas son resistentes al extracto de E. nigrum (Hyun et al., 2018).

Se ha registrado actividad antimicrobial de hongo comestible Agaricus blazei
contra peritonitis e infecciones orales especialmente aquellas causadas por
bacterias gram positivas considerandose que péptidos y proteinas de alto peso
molecular son los responsables de la actividad biolégica. Dado que A. blazei
contiene cantidades significativas de B-glucanos, estos compuestos pueden
estimular la sintesis y secrecion de citoquinas por macréfagos, especialmente
compuestos proinflamatorios.

Las melanoidinas son compuestos de alto peso molecular, de color café y con
contenido de nitrégeno y generados en la fase final de la reaccion de Maillard y
estan presentes en alimentos y subproductos de alimentos mostrando potencial
antimicrobiano. La capacidad de quelacion de metales puede explicar la actividad
antimicrobiana, ya que las melanoidinas pueden atrapar cationes los cuales son
esenciales para el crecimiento y supervivencia de bacterias patdgenas. En
melanoidinas de pan se ha visto inhibicion de enterobacterias en el tracto
gastrointestinal humano en ensayos in vitro, lo cual se asocia a actividad
antiinflamatoria. En melanoidinas de café se ha registrado efecto anticariogénico
debido a la inhibicion de la adhesiéon de Streptococcus mutans, el mayor agente
causal de la caries dental humana, a estructuras de hidroxiapatita (Mesias et al.,
2017).

Propiedades antioxidantes de los microorganismos

Shalaby, et al., 2013, ha identificado el modo de accion de algunos alimentos,
basandose en analisis de deteccion de oxidacion de lipidos y proteinas, ademas
plantean el posible efecto geroprotector de los antioxidantes presentes en
alimentos, con alta eficiencia potencial pero que no iguala la capacidad
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antioxidante de las enzimas antioxidantes naturales de los organismos. Uno de los
inconvenientes grandes del uso de antioxidantes naturales es garantizar su
accion, una vez es aislado y mezclado con otros ingredientes en los alimentos.

Se estima que aproximadamente nueve géneros de bacterias, incluyendo tanto
Gram-positivas como Gram-negativas, producen el compuesto con actividad
antioxidante. Ademas, se reporta que cerca de 750 especies de hongos
filamentosos, algunos actinomicetos y levaduras también sintetizan compuestos
con actividad antioxidante (Gupta, et al., 2015).

Las bacterias gram-positivas como Streptomyces antioxidans MUSC 164T, que es
recuperado del suelo de manglar ubicado en Tanjung Lumpur (Malasia) presenta
actividad antioxidante y neuroprotectora contra el peroxido de hidrogeno, el
analisis quimico revelo que la cepa produce pirazinas y compuestos fendlicos que
podrian explicar la bioactividad (Ser, et al., 2016). Dicha cepa habia sido probada
anteriormente en muestras de manteca.

Zhao, et al., 2013, aislaron cepas del hongo Penicillium thomii Q1 de raices de
pinos de bosques y demostraron que estos tienen la capacidad de sintetizar
compuestos antioxidantes endégenos como los carotenoides y el ascorbato, asi
como algunas enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD) y la
catalasa (CAT); se plantea que la forma de accion antioxidante podria regenerar el
a-tocoferol, que esta involucrado en la eliminacion de los radicales peréxido y el
oxigeno singlete, presentando una mayor accién en presencia de Cu, ya que este
favorece la acumulacion de ascorbato.

Otro estudio, ha publicado que especies como Aspergillus candidus CCRC 31543
presenta dos compuestos antioxidantes importantes uno es el ergosterol, que es el
principal componente de esterol en la membrana del hongo y cuya actividad
antioxidante resulta de la interaccion entre el anillo aromético hidrofobo de los
esteroles y los residuos de fosfolipidos de la membrana celular. Un segundo
compuesto identificado es la terfenilina, un compuesto que presenta actividad
antioxidante superior a la del a-tocoferol gracias a sus tres grupos hidroxilo y un
sustituyente orto-metoxi con respecto al grupo hidroxilo del anillo central (Yen, et
al., 2003).

Algunas células fangicas tienen la capacidad de eliminar radicales Oz,
provenientes de la cercosporina que se genera cuando el hongo parasita una
planta, se cree que la piridoxina producida por cepas CR de Cercospora Kikuchii
apaga la cercosporina excitada mediante la donacion de un electrén, ademas se
ha planteado que podria funcionar como un inhibidor redox de la cercosporina
produciendo ion superéxido que es mas tolerante por las células vivas.
Adicionalmente sugiere que la degradacion oxidativa de las vitaminas B6 puede
ocurrir durante los procesos en los que se produce O2, como el procesamiento y
almacenamiento de alimentos (Bilski, et al., 2000).
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Lentinus edades un hongo ampliamente cultivado en Asia Oriental, principalmente
China reporta presencia de polisacaridos con pesos bajos y moderados presentan
fuerte actividad antioxidante. El mecanismo antioxidante fue propuesto por Yen, et
al, 2008, quien propone que la actividad de algunos polisacaridos puede deberse al
suministro de hidrogeno del mismo, que se combina con radicales y forma un
radical estable para terminar la reaccion de la cadena radical, otra posibilidad es
que el polisacarido puede combinarse con los iones radicales que son necesarios
para la reaccion en cadena del radical; entonces se termina la reaccion.

En los organismos vivos la produccion de ROS depende del estrés oxidativo y de
las condiciones aerodbicas; en el caso de las proteinas se entiende que la
proteccion a la oxidacién se produce principalmente en los aminoacidos que
contienen azufre, ejemplo la cisteina (Cys) y la metionina (Met); entendiéndose
que la oxidacién de la metionina da como resultado un cambio conformacional de
la molécula o una pérdida de la funcién de las proteinas. Corynebacterium
glutamicum, una bacteria Gram-positiva que producen micotiol un compuesto
antioxidante que parece desempefar un papel en la regeneracion de enzimas
antioxidantes, bajo estrés oxidativo (Si, et al., 2015).

Woldegiorgis, et al., 2014 demostraron que extractos del hongo A. campestris
provenientes de Etiopia tenia la mayor actividad antioxidante comparado con otras
especies como P. ostreatus, L. edodes, L. sulphureus, T. clypeatus, T.
microcarpus y T. letestuiy consecuentemente mayor contenido de compuestos
fendlicos totales y flavonoides totales. En los extractos de A. campestris se
encontré acido galico como principal contribuyente, permitiendo obtener la mas
baja concentracion efectiva del extracto para atrapar el 50% de los radicales libres
evaluados.

A partir de levaduras como P. rhodoxyma se sintetizan compuestos de tipo
carotenoide como la astaxantina, que surge a través de la via del mevalonato,
donde el compuesto precursor es el Acetil-Coa que se condensa para formar
mevalonato y posteriormente el primer carotenoide (fitoeno), luego ocurre el
proceso de deshidrogenacion y ciclacion produciendo B-caroteno y posteriormente
la astaxantina. Aun asi, la astaxantina posee atributos Unicos como mayor
polaridad que otros carotenoides y mayor actividad antioxidante principalmente por
la presencia de grupos 3-hidroxilo y 4-ceto en ambos anillos iones terminales
(Schmidt et al., 2011).

En la nutricion humana ya se han incluido algunos alimentos que se consideran
seguros y que contienen microorganismos que potencian algunas propiedades en
el organismo, dichos microorganismos se conocen como probidticos, dentro de los
mas utilizados incluyen Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterococcus
spp., entre otros pero cabe resaltar que dicha funcionalidad depende de la cepa y
no de la especie ya que podrian ser funcionales en otros organismos superiores
pero no en todos (Syngai, et al., 2016). Algunos autores han afirmado que
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microorganismos probidticos con capacidad antioxidante como Bifidobacterium
lactis BSO05, Lactobacillus acidophilus LAO6 y Lactobacillus brevis LBRO1,
Lactobacillus plantarum, L. helveticus, L. acidophilus, Lactobacillus fermentum, L.
casei, L. rhamnosus GG, los cuales tienen la capacidad de producir péptidos
bioactivos contra la peroxidacién de lipidos o acidos grasos, ya demostrado en
leche (Mishra et al., 2005).

Teniendo en cuenta los trabajos enfocados en la implementacion de
microorganismos en procesos industriales, ya sea de tipo fermentativo o incluido
como parte de la receta nutricional, se ha demostrado que todos los
microorganismos sintetizan moléculas antioxidantes, como respuesta a los
diferentes procesos oxidativos en los que se ven involucrados. Se ha difundido en
medios cientificos que la mayoria de compuestos antioxidantes se genera durante
la transformacién de productos alimenticios, debido al estrés oxidativo que tienen
lugar durante la transformacion de alimentos de tipo proteico, lipidico y
glucosidico; tal es el caso de la mayoria de probiéticos usados para alimentacién
humana y animal. A pesar de los trabajos publicados acerca de la capacidad
antioxidante de los microorganismos, es bien sabido que los mecanismos de
defensa antioxidante deben ser profundizados, aun mas cuando se han
demostrado que las moléculas sintetizadas por los microorganismos transforman o
inactivas las diferentes ROS. Hasta el momento solo se podria afirmar que los
antioxidantes sintetizados a partir de microorganismos proviene de algunas
moléculas bioactivas como péptidos y proteinas (la actividad depende solo de la
presencia de algunos aminoacidos), algunos esteroles presentes en la pared
celular, asi como compuestos de tipo carotenoide exclusivo en algunos
microorganismos y enzimas que generan proteccion celular en el microorganismo,
regulando los procesos y permitiendo que los mismos cumplan su actividad
durante el proceso industrial de produccion de alimentos.

2.4 PREBIOTICOS

Los prebidticos son glucidos no digeribles, que estimulan el crecimiento o la
actividad de los microorganismos autdctonos, resultando un beneficio para la
salud (Guillot, 2018). Existe distintas definiciones para este término, en 1995 se
publicd la primera definicion como “un ingrediente alimentario no digerible que
afecta beneficiosamente al hospedador al estimular el crecimiento de un nimero
de especies bacterianas en el colon”, posteriormente la Internacional Asociacion
Cientifica de probidticos y prebidticos (ISAPP) en el afio 2010, defini6 "Un
ingrediente alimenticio fermentado selectivamente que se traduce en cambios
especificos, en la composicion y/o actividad de la microbiota gastrointestinal, por lo
tanto confiriendo beneficios sobre la salud del huésped" (Binns, 2013). Por otro
lado, se ha definido como ingredientes no digeribles de la dieta que afectan de
manera positiva al huésped, estimulando de forma selectiva el crecimiento y/o la
actividad metabdlica de un numero limitado de cepas de bacterias coldnica; se
caracterizan por ser moléculas grandes, que no son digeribles en el tracto
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gastrointestinal por la enzimas digestivas correspondientes, por lo cual en el
intestino grueso es responsabilidad de la microbiota degradarlas (Olagnero et al.,
2007; Barrio, 2006; De las Cagigas et al., 2002; Fuertes, 2019).

Los prebidticos complementan la accion de los probioticos, estos se encargan de
la selectiva estimulacién de la microbiota beneficiosa del huésped, estimulando el
crecimiento y la actividad del microorganismo de interés. Un alimento puede ser
considerado prebidtico si cumple las siguientes caracteristicas: no debe ser
hidrolizado o absorbido en la parte alta del tracto digestivo, debe ser fermentado
selectivamente por una o un numero limitado de bacterias potencialmente
benéficas del colon, por ejemplo bifidobacterias y lactobacilos, debe actuar de
forma benéfica en la microbiota colbnica, al reducir los microorganismos
patégenos e incrementado las especies sacaroliticas (Olagnero et al., 2007).

La demanda mundial de prebidticos se estima en alrededor de 167.000 toneladas
y 390 millones de euros para el afio 2016. Los fructooliogosacaridos (FOS),
inulina, isomalto-oligosacaridos (OMI), polidextrosa, lactulosa y el almidon
resistente se consideran los principales componentes prebidticos. Los
oligosacaridos, tales como los oligosacéaridos de soja (SOS), los galacolisacéaridos
(GOS) vy los xiloligosacaridos (XOS), también se comercializan en Japon como
agentes prebidticos. Las fuentes de estos compuestos son variadas, estan
presentes naturalmente en las frutas, las verduras, el bambd, la miel y la leche,
pueden ser producidos a partir de residuos lignocelulésicos (Figuero, 2019).

2.4.1 Propiedades de un prebibético

No debe ser hidrolizado o absorbido en el tracto gastrointestinal superior.
Resistente al pH gastrico y a la hidrdlisis de las enzimas digestivas.

No absorberse en el intestino delgado.

Debe ser metabolizado por microorganismos intestinales.

Debe estimular selectivamente el crecimiento o actividad intestinal de
bacterias beneficiosas para la salud.

uhwnN e

Estudios demuestran el beneficio del prebiético solo y en conjunto con probidticos,
favoreciendo la ingesta de Lactobacillus y Bifidobacterium en conjunto con buenos
habitos de ejercicio, lograron reducir el estrefiimiento, y su efecto se evidencia sin
consumo hasta 6 semanas posteriores (Amorocho, 2011). Igualmente se han
publicado evidencias cientificas de beneficios de los prebidticos — probidticos en
problemas respiratorios, donde se evidencia la reducciéon en la gravedad de
enfermedades respiratorias en nifios entre 3 a 5 afios.

Entre los beneficios reportados de los prebidticos se encuentra, la estimulacion
del crecimiento de bacterias fermentativas (bifidobacterias y lactobacilos), generan
AGCC (acidos grasos de cadena corta), que producen un descenso del pH
controlando el desarrollo de ciertas especies que tienen efectos perjudiciales para



34

la salud, ejercen un efecto protector frente a infecciones debido a las propiedades
antiadherentes que presentan, favorecen la absorcion de minerales, reducen la
presion arterial, niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos, disminuyen la sintesis
de triglicéridos y acidos grasos en el higado previniendo el riesgo de padecer
diabetes, obesidad y arteroeslerosis como se muestra en la Figura 3, la lactulosa
se utiliza como tratamiento de la encefalopatia portal sistémica (Cerdo, 2019).

Inulina. Es un carbohidrato no digerible que se encuentra en muchos
vegetales, frutas y cereales. A nivel industrial se extrae de la raiz de achioria y es
adicionado en alimentos funcionales. Junto a los (FOS) fructooligosacaridos son
conocidos como fructanos y estan constituidos basicamente por cadenas de
fructosa, se usa junto con sus derivados como espesante, emulsificante,
gelificante, sustituto de azlucares y de grasas (Madrigal, 2007).

La inulina poco se hidroliza en el estbmago e intestino delgado sin formacion de
monosacaridos y se fermenta en el intestino por la microflora, dando como
resultado pequefias cadenas de acidos grasos, acido lactico y gases. La inulina no
incrementa la glicerina; por lo tanto, es utilizada en alimentos para diabéticos,
adicionalmente porque con la ingesta constante disminuye triglicéridos de la
sangre. Otro beneficio que se le atribuye a la inulina es la mejora de absorcion de
calcio, siendo importante para el tratamiento de osteoporosis, fortalece el sistema
inmunoldgico, aumenta la biodisponibilidad de minerales y mejora el metabolismo
de las grasas (Madrigal, 2007).

FOS. Han sido utilizados en la industria alimentaria como prebiéticos y
edulcorantes; varias investigaciones han demostrado que no poseen potencial
toxico, genotoéxico o carcinogénico. Si se exceden las cantidades recomendadas el
anico efecto es diarrea (Mufioz, 2011). Al igual que los demas prebidticos se
fermentan y en el caso de los FOS también lo hacen en la ultima porcién del
intestino grueso en donde existen el mayor niumero de bacterias y se produce
lactato y acidos carboxilicos de cadena corta, en los que se encuentran acido
acético, propilico y butirico, encargados de descender el pH fecal, favoreciendo la
absorcion de calcio y magnesio (Mufioz, 2011).

Oligofructosa. Oligosacaridos de la sacarosa, que se aislan de fuentes vegetales
como la raiz de cebolla y el ajo, tienen algunas caracteristicas de la fibra, y ayuda
a la absorcion del calcio, reducen en sangre el colesterol de tipo LDL y glucosa. La
oligofructuosa disminuye la lipogénesis hepatica, la aterosclerosis, favorece el
crecimiento de microorganismos como el Bifidobacterium, lo cual favorece para
evitar el cancer de colon
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2.4.2 Mecanismo de accion en la prebiosis

El mecanismo de accidn de los prebidticos es afectar a las bacterias intestinales
aumentando el niamero de bacterias anaerobias beneficiosas y disminuyendo la
poblacién de microorganismos potencialmente patdgenos (WGO, 2011).
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Figura 3. Mecanismo de accion de los prebioticos
(Saulnier et al., 2009; Velasquez, 2016)

2.5 COMPONENTES IMPORTANTES EN LOS ALIMENTOS
FUNCIONALES

2.5.1 Fibra dietética. Un bajo consumo de fibra en la dieta se correlaciona con
cancer del colon; son polisacaridos de origen vegetal; los humanos no poseen
enzimas para hidrolizar es decir no hay presencia de alfa glucosidasas, la fibra
insoluble de los alimentos de origen vegetal facilita la digestion dado que
directamente estimula la masticacion, salivacion y secrecién de jugos digestivos,
ayuda al volumen del bolo alimenticio y aumenta el volumen fecal con la
frecuencia de deposicidén, consecuentemente ayuda a mantener los movimientos
peristalticos. La fibra soluble por lo contrario retarda el vaciamiento gastrico
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facilitando de esta manera el retraso de la absorcion de glucosa en el intestino, y
asi aumento de gases por la presencia de bacterias, favoreciendo el transito y
evitando el estrefiimiento.

2.5.2. Antioxidantes

Vitamina C. En el diario vivir todos nos encontramos expuestos a diferentes
oxidantes, como el humo de los carros, la gran contaminacion del entorno y
adicionalmente algunos alimentos los contienen, el organismo a manera de
respuesta libera radicales libres (RL), que aunque gran parte es neutralizado por
antioxidantes biolégicos, otros pueden dafar las membranas y posteriormente
dafiar el ADN celular, provocando envejecimiento, y enfermedades como cancer,
problemas cardiovasculares, es por ello que son tan importantes los antioxidantes
dado que por su estructura quimica inhiben la formacion de radicales libres, para
cuantificar su accion antioxidante en los alimentos se utiliza técnica como ORAC
(Oxygen Radical Absorbing Capacity).

Entre estos encontramos la vitamina C acido ascorbico, compuesto hidrosoluble
inhibidor de los lipidos presentes en el plasma, se encuentra en la frutas como la
guayaba, naranja, limon, y en verduras de hojas verdes; reacciona con los
radicales libres y pasan a ser radicales ascorbilo; que se descomponen para
producir acido ascorbico y acido deshidroascérbico; igualmente captura radicales
libres toxicos como radicales superéxido o hidroxilos y genera tocoferoles a partir
de los radicales tocoferilo; es un regenerador de la vitamina E. Su absorcion es en
el intestino delgado entre el 80-90% esto es cuando se ingiere en baja
concentracion de lo contrario mayor 1g/dia se reduce. Esta vitamina se encuentra
en el plasma en forma reducida, mediante los transportadores de glucosa y otros
transportadores especificos que son mas rapidos que los de la glucosa pero son
inhibidos por estos, son llevados al interior de las células, para ser transportada se
oxida a acido deshidroascorbico, reduciéndose después a ascorbato en el interior
de la célula. El transportador especifico de la vitamina C es mas rapido y eficiente
que el trasportador de la glucosa, que se inhibe por la glucosa y es estimulado por
la insulina. Por este motivo, los diabéticos tienen una mayor concentracion
plasmatica de &cido deshidroascorbico por arriba de lo normal.

Vitamina E o tocoferol, a tocoferol, antioxidante liposoluble que se encuentran en
fuentes de origen vegetal ricas en aceite, en aceites vegetales, germen de trigo,
semillas oleaginosas (nueces, almendras, cacahuates,) y verduras de hoja verde.
Si en el organismo no hay niveles suficientes los radicales libres oxidan los acidos
grasos de la membrana celular por tal razdbn es necesaria para evitar el
envejecimiento prematuro; esta relacionada con otras vitaminas, como el
mejoramiento de la absorcion de la vitamina A, también aumenta su accion
antioxidante en presencia del cinc.
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Su absorcion esta relacionada con los lipidos micelas de la dieta, su funcién esta
ligada a las grasas, y de funciones pancreaticas y biliar normal, en su absorcion es
captado por los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad VLDL por
sus siglas en inglés “very low density lipoprotein”, que estan en la linfa y se
almacena en el higado y en el tejido adiposo, posteriormente la vitamina se vuelve
a unir a la VLDL y a las lipoproteinas de alta densidad HDL por sus siglas en
inglés “high density lipoprotein”, para ser captadas por las células (Guzméan, 2009).

Isoflavonas, estos compuestos estan en algunos vegetales especialmente en la
soya, dentro de este grupo encontramos la daidzeina, la gliciteina y la genisteina;
juegan un papel importante en la disminucién de enfermedades como cancer,
problemas cardiovasculares y sintomas asociados a la menopausia, las
isoflavonas estan en los alimentos en forma conjugada cuando son consumidos
estos compuestos se hidrolizan en el intestino por la accion del B-glucosidasas
generando aglicoles y productos bioactivos como daidzeina y genisteina, los
cuales pueden ser absobidos de mejor manera. Asi mismo, esta relacionado con
el consumo de carbohidratos, dado que hay mayor presencia de equol que tiene
mayor accidén que su precursor la daidzeina (Guzméan, 2009).

Flavonoides y antocianinas. Los flavonoides son pigmentos normales de las
células de color de los alimentos, se conocen aproximadamente 800 flavonoides
dentro de los grupos més importantes estan los flavonoles (canferol, quercetina y
mirecetina), otro grupo son las flavonas (apigenina, luteolina y tricetina)
regularmente se encuentran en el pericarpio igualmente se encuentra en los vinos
por lo que se le atribuye a esta bebida la prevencidbn de los problemas
cardiovasculares, cancer y otros problemas degenerativos.

Carotenos, es un compuesto B caroteno, el efecto benéfico esta relacionado a los
ataques cardiacos, y funciona como antioxidante liposoluble y aumenta la
eficiencia del sistema inmunoldgico; dentro de los mas importantes estan los
licopenos responsables del color rojo del tomate, calabazas, espinacas y la sandia
y se relaciona con la prevencion del cancer, por la presencia de a-caroteno, B-
caroteno, B cryptoxanthina, luteina y zeaxantina que reduce el riesgo de cancer de
préostata; los vegetales de verde oscuro y amarillo o anaranjado son fuente
excelente de B caroteno.

Selenio-metionina, es un compuesto anticancerigeno se obtiene mediante el
cultivo de levadura que incorpora este mineral a la proteina, es fundamental en los
mamiferos para la produccion de una de las enzimas protectoras antioxidantes
conocida como glutation peroxidasa, la semetionina, el selenio no es toxico
asociado a una contraparte inorganica, esta relacionada con la reduccion del
cancer del pulmén, prostata y colon, igualmente involucra enfermedades
cardiovasculares.
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Fitoesteroles, son esteroles de origen vegetal muy similar estructuralmente al
colesterol, tiene un efecto hipocolesterolemicos, cuando se ingiere 1-3g/dia, su
accion metabolica, inhibe la absorcidon intestinal de colesterol al competir en la
incorporacion del colesterol a las micelas mixtas, adicionalmente inhibe la
actividad de la enzima acetil CoA- colesterol — acetil transferasa y con eso baja la
esterificacién del colesterol en las células entéricas, lo cual disminuye el colesterol
total plasmaticos y del colesterol — LDL, sin que cambie la concentracion del
colesterol HDL.

2.5.3 Aceites, acidos grasos y fosfolipidos

Las sustancias que se encuentran especialmente en el aceite de pescado tienen
un efecto protector que inhibe la viscosidad de la sangre, reduciendo asi el riesgo
de formacién de trombos, estas sustancias son como los acidos grasos omega 3,
docosahexaenoico (DHA), eicosapentaenoico (EPA) y grasas poliinsaturadas, en
especial de tipo omega 3, (AGPI n-3), 4cido EPA y acido DHA, entre los méas
conocidos como un buen plato (pescados azules) son el salmon, trucha, sardina,
atun, peces que consumen bastante fitoplanton a lo cual se le atribuye los niveles
altos de las sustancias mencionadas. En el aceite de oliva esta presente grasas
monoinsaturadas como &cido oleico, tiene también una accion protectora al
favorecer el incremento en la concentracion del colesterol bueno (HDL-c) y evita la
oxidacion del colesterol malo (LDL-c). Beneficiosos para enfermedades
coronarias, arritmias cardiacas, e infartos agudos de miocardio, y prevencion de la
trombosis.

2.6 UTILIDAD DE LOS ALIMENTOS FUNCIONALES EN PATOLOGIAS
HUMANAS

La principal funcién de la alimentacién es aportar los nutrientes necesarios para
satisfacer las necesidades metabdlicas y funcionales de las personas. A través de
los macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas) y de los micronutrientes
(vitaminas y minerales esenciales), ademas del agua, consumidos en forma
equilibrada y de acuerdo a los requerimientos de cada edad y sexo, llegar hasta el
propésito de vivir mas, abiertamente se propone, tener una vejez digna,
recuperando el concepto de vida saludable y de alimentacién saludable.

Los problemas de salud se incrementan precisamente por la necesidad diaria de
competir, esto hace que no exista tiempo para cocinar, y entre mas desarrollado el
pais (o0 el mundo) mayor alternativas de alimentacion, la oferta es tanta que nubla
el juicio y dificulta la mejor decision para la salud por tal razén entre mayor sea el
desarrollo mayor ha sido demostrada la obesidad, lo que representa falta de una
dieta equilibrada, que disminuyen los nutrientes donde no existe las cantidades
necesarias (Luengo, 2007).
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Lo anterior ubica a diferentes enfermedades de base, que se puede mejorar su
sintomatologia con algunos alimentos, asi mismo las alternativas son para todo
tipo de poblacidbn o alguna en cuestion, entre las enfermedades tratables, se
encuentra las dislipidemias, diabetes, y obesidad, y sindrome metabdlico,
arteriosclerosis, e hipertension arterial.

2.6.1 Relacion inmunoldégica con los probidticos.

Teniendo en cuenta que la disbiosis es el desbalance de la microbiota natural,
esta se ha visto afectada por la mala alimentacion, y repercute su incremento de
desbalance en enfermedades inmunolégicas, como enfermedades alérgicas. Sin
embargo se ha demostrado que las alergias y enfermedades en relacion se
restablecen mediante el uso prebidticos y probidticos. Se ha mencionado en varios
trabajos que el origen de las exageradas respuestas alérgicas inicia en el tracto
gastrointestinal siendo la alergia a alimentos la mas comun «todas las
enfermedades comienzan en el tracto gastrointestinal». Hipocrates.

Existen otros planteamientos como el de «old friends” que fortalece la teoria de la
tolerancia alimentaria, que sefiala a la microbiota gastrointestinal (MGI) como
ayudante en la maduracion de las células dendriticas, son las células fagociticas o
células presentadoras de antigeno; asi mismo la microbiota promueve la
diferenciacion, como también interviene en la supresion de la respuesta
inflamatoria por los antigenos de bacterias comensales.

Un mecanismo importante de los probiéticos es estimular los receptores tipo Toll.
Los probidticos y prebidticos son usados en diferentes patologias alérgicas,
dermatitis atdpica, rinitis alérgica, asma bronquial, alergia alimentaria, asi como
APLV (Alergia a las Proteinas de la Leche de la Vaca), cdlico. Los probibticos
disminuyen la probabilidad de eccema en los nifios con dermatitis atopica, son
recomendados para la ingesta en el Ultimo trimestre de embarazo y en la
lactancia.

En cuanto a las alergias alimentarias, ocurre disminucion de la microbiota
gastrointestinal con aumento del grupo Clostridia y S. aureus con una disminucién
de Bifidobacterias y Enterococos, los sintomas de estas alergias se ven
disminuidas en la presencia de probidticos como L. rhamnosus GG,
Bifidobacterium breve y Bifidobacterium lactis. Igualmente se ha demostrado el
beneficio de estas cepas en conjunto (L. rhamnosus GG, Bifidobacterium breve,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium lactis) generando tolerancia a
diferentes alimentos. En el caso de Lactobacillus rhamnosus GG se ha
demostrado el aumento de bacterias productoras de acidos grasos de cadena
corta, en especial de butirato (Loredo et al., 2017).
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3 CREMOGENADOS

El concepto de cremogenado, se asimila cerca de un puré de fruta, segun el Real
Decreto 781/2013, y en Real Decreto 667/1983, realiza una definicion mas precisa
del cremogenado en su articulo 10, como “productos procedentes de la
molturacion de las partes comestibles de frutas o vegetales, lavados, sanos y
maduros, conservados exclusivamente por procedimientos fisicos”, si de lo
contrario se usara un método de conservante se debe aclarar, como lo menciona
en el articulo 11.

Estos productos han alcanzado gran importancia en la economia, debido al uso de
frutas de cada region, como base para la elaboracién de productos (Aguilar, 2014),
para ese autor el procedimiento de elaboracion consta de deshuesado, triturado y
tamizado con malla de 0,5 mm, posterior enfriamiento a 25 © C y se conserva
mediante la cadena de frio.

3.1 LOS ALIMENTOS CREMOGENADOS EN EL CONTEXTO COLOIDAL

Un numero considerable de alimentos naturales y procesados consisten en sus
emulsiones totalmente, parcial, o han estado en estado emulsionado en algin
momento durante su produccion, incluyendo leche, crema, bebidas de futas,
formula de nifios, sopas, masa de pastel, cubierta de ensaladas, mayonesas,
postres, en fin. La gran diversidad de caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales
exhibidas por los productos alimenticios a base de emulsion es el resultado de los
diferentes tipos de ingredientes y condiciones de procesamiento utilizados para
crearlos.

Ha habido una tendencia creciente dentro de la industria alimentaria a relacionar
las propiedades fisioquimicas y sensorial de las emulsiones alimentarias con el
tipo, concentracion, estructura e interacciones de sus componentes
constituyentes. La investigacion en esta area se lleva a cabo en muchos niveles
estructurales diferentes, desde el estudio de la estructura y las interacciones de
las particulas moleculares y coloidales, hasta el estudio de la reologia, la
estabilidad y las propiedades Opticas de las emulsiones, el estudio del sabor, olor,
sensacion en la boca y apariencia de productos finales entre otros.

La fisicoquimica de los alimentos se puede interpretar entre otros aspectos como
de reologia, la textura de los alimentos donde se habla de cremoso, batido,
tostado, dorado, esponjoso en general; y para el andlisis cientifico se denomina
dispersiones que es cuando las particulas son mayores a 2 x 10%cm se
consideran simplemente mezclas.

En términos generales el tamafo de partiucla de la fase acuosa (soluto) puede ser
orientado para definir las mezclas entre, soluciones, suspensiones, emulsiones y
coloides. En una solucién, las particulas son aproximadamente del tamafio de las
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moléculas del soluto, es decir de 0.1 a 1 x 10" cm, casi diez veces el tamafio de
un atomo de hidrégeno. En una suspension, las particulas son suficientemente
grandes como para ser retenidas en un filtro, 0.6 a 2 x 10 cm, regularmente se
separa, si la mezcla de una sustancia en un liquido se deja reposar, ejemplo de
estos son los puré, cremas de esparragos, alcachofas, algunos aderezos (vinagre
y aceite, que llevan ajo, sal etc), tienen que agitarse para ser usados, y entre mas
fuerte sea esta agitacion; igualmente mayor sea el tiempo de agitacion, mas
tiempo tardara en separarse sus fases, por la produccion de particulas pequefias
en la traccidn mecanica, este procedimiento se usa en la leche homogeneizada,
se pasa la leche en una malla fina, que rompe pequefas particulas de grasa, para
mejorar la estabilidad en la dispersion.

Una emulsién consiste en dos liquidos inmiscibles normalmente agua y aceite, con
uno de los liquidos dispersos como pequefias gotas esféricas en el otro. En una
emulsién, las particulas se mantienen dispersas por la presencia de una tercera
sustancia llamada emulsificante. El tamafio de las particulas de una emulsion es
semejante al de un coloide aunque en ocasiones es mayor, (particulas de
didmetro de 107 a 10* cm), normalmente en los alimentos se reporta el diametro
de la gota esta entre 0,1 a 100 um, por ejemplo el aderezo de ensalada se puede
agitar bien, para evitar el crecimiento de gotitas de aceite que hacen que se forme
la capa separada, la adicién de otra sustancia impide que las gotas de aceite se
separen, estos agentes emulsificantes pueden ser jabén, detergente y mayonesa;
esta Ultima es una suspension estabilizada por la lecitina contenida en la yema de
huevo.

Las emulsiones pueden ser clasificadas de acuerdo con su distribucion espacial
del aceite y las fases acuosas. Un sistema que consiste en gotas de aceite
dispersas en una fase acuosa es llamado “oil in water, O/W emulsion” por ejemplo
la leche, la crema, los aderezos, la mayonesa, las bebidas, las sopas y las salsas.
Un sistema que consista en gotas de agua dispersos en una fase de aceite es
llamada “water in oil, W/O emulsion” por ejemplo la margarina, y la mantequilla.
Las sustancias que forma las gotas, en una emulsion es llamada dispersante,
discontinuo o fase interna, mientras que la sustancia que forma el liquido
circundante se llama fase continua o externa, entonces las gotas serian la fase
dispersa y el liquido circundante es la fase continua.

La concentracion de gotas en una emulsion se describe generalmente en términos
de la fraccion de volumen de fase dispersa. Existen otras emulsiones como por
ejemplo aceite en agua en aceite (O/W/O), o agua en aceite en agua (W/O/W),
esta Ultima emulsién consiste en gotas de agua dispersas dentro de gotas grandes
de aceite, las cuales estan asi mismas dispersan en una fase continua de agua.

El proceso de convertir dos liquidos inmiscibles por separado en una emulsion, o
de reducir el tamafio de las gotas en una emulsion preexistente, se conoce como
“‘homogenizacion” que generalmente someten los liquidos a una intensa agitacion
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mecanica, por ejemplo, mezcladores de alta velocidad, homogeneizadores de
vélvulas de alta presidén y molinos coloidales. La fuerza impulsora de este proceso
es el hecho de que el contacto entre las moléculas de aceite y agua es
termodinamicamente desfavorable, de modo que las emulsiones que son un
sistema termodinamicamente inestable, es posible generar emulsiones
cinéticamente estable mediante un periodo de tiempo (pocos dias, semanas,
meses 0 afios), incluyendo sustancias estabilizadoras.

Un estabilizante es un ingrediente que puede ser usado para aumentar la
estabilidad de una emulsion y puede ser clasificado por su accion emulsificante, o
depende de la modificacion de la textura sobre donde actia. Los emulsificantes
son moléculas activas de superficie “surface — active molecules” que se absorben
en la superficie de las gotas recién formadas durante la homogenizacion,
formando una membrana protectora que evita que las gotas se acerquen lo
suficiente como para agregarse. La mayoria de los emulsionantes son moléculas
anfifilicas, es decir, tienen regiones polares y no polares en la misma molécula.
Los emulsionantes mas comunes utilizados en la industria alimentaria son los
tensioactivos de moléculas pequefias, fosfolipidos, proteinas y polisacéaridos.

Los modificadores de textura pueden ser divididos entre dos categorias sobre su
modelo de operacion y las caracteristicas reoldgicas de sus soluciones: agentes
espesantes y gelificantes. Los agentes espesantes son ingredientes que son
usados para incrementar la viscosidad de la fase continua de la emulsion,
mientras que los gelificantes son ingredientes que son usados para formar un gel
en la fase continua del sistema coloidal. Los modificadores de textura por lo tanto
aumentan la estabilidad de la emulsién o el sistema coloidal en cuestion, por el
retardamiento del movimiento de las gotas. En la industria alimentaria los mas
usados son polisacaridos y proteinas en emulsiones O/W vy cristal grasa en
emulsiones W/O.

Una apreciacion de la diferencia entre la estabilidad termodinamica de un sistema
y su estabilidad cinética es crucial para comprender las propiedades de las
emulsiones alimentarias, un sistema que consiste en una gran cantidad de
moléculas que pueden ocupar dos estados diferentes de energia libre G bajo, G
alto (ver Ecuacion 1).

El estado con la energia libre mas baja es el que es termodindmicamente
favorable y, por lo tanto, el que las moléculas tienen méas probabilidades de ocupar
en equilibrio termodinamico, los dos estados se pueblan de acuerdo con la
distribucion de Boltzmann (Ecuacion 1).

Nhigh / Nlow= €XP(-(Ghig-Giow)/KT) (Ecuacion 1)

Donde niow Y Nhigh son el numero de moléculas que ocupan los niveles de energia
Ghig ¥, Giow, k es la constante de Boltzmann's (k=1,38x1023] K1), T es la
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temperatura absoluta. En cuanto mayor es la diferencia entre los dos niveles de
energia libre en comparacion con la energia térmica del sistema, mayor es la
fraccion de moléculas en el estado de energia libre mas bajo. En la practica, un
sistema puede no ser capaz de alcanzar el equilibrio durante la escala de tiempo
de una observacién debido a la presencia de una barrera de energia libre AG*,
entre los dos estados. Un sistema en el estado de alta energia libre debe adquirir
una energia libre mayor que AG* antes de que pueda pasar al estado de baja
energia.

Por otro lado, en los coloides, las particulas son mayores que las moléculas pero
menores que las de una suspension, de manera que se tiene una mezcla
homogénea. Uno de los coloides mas conocidos es la gelatina, una proteina con
muchos grupos polares, tales como —C=0 (carbonilo) y N-H (imino), que pueden
generar enlaces hidrogeno con el agua (polar); cuando la gelatina (coloide) esta
dispersa en el agua caliente forma lo que se denomina sol, al enfriarse se forma
un gel, (liquido disperso en un solido), la gelatina se precipita al adicionar un
liquido, donde puede ocurrir sinéresis, que consiste en la formacion de un liquido
por las moléculas diluidas en el coloide, ocurre cuando se enfria, el gel se contrae
y expulsa el agua.

Dentro de los coloides comunes se encuentra la leche, las moléculas de caseina,
se dispersan por su carga negativa, cuando se aglomeran estas proteinas
normalmente la catalogamos como leche cortada o mala, lo cual ocurre con la
produccion de acido lactico (carga positiva) por la fermentacién de los azucares,
se une a las moléculas de caseina neutralizandolas.

3.2. FUERZAS RESPONSABLES DE LA ESTABILIDAD COLOIDAL

Dentro de las propiedades de los sistemas coloidales se encuentra la formacion de
coagulo de manera espontanea, y su movimiento con trayectoria zigzagueante
debido al choque de las moléculas de disolvente, es denominado movimiento
brownianno, del cual depende la persistencia del estado coloidal de la disolucion,
por la repulsion de sus particulas entre si, y la resistencia a precipitar. Un coloide
es cualquier producto con pequefias particulas en suspension dentro de un medio
continuo, en la cual se puede identificar dos fases, fase dispersa, donde se forman
particulas y puede ser liquida, sélida o gaseosa y la fase dispersante (continua),
es el medio donde se dispersan las particulas; igualmente pueden ser liquidas,
sélidas o gaseosas (regularmente son fluidas).

Se pueden clasificar segin su comportamiento en contacto con el agua o
constituciéon quimica, hidrofilico (tiene grupos polares fuertes e interactian
facilmente con el agua), hidrofébico, ejemplo de estos es la leche y el
emulsificante es la grasa, este tipo de soluciones pueden generar geles o
sustratos solidos. Igualmente se pueden denominar suspensoides (li6fobos o
hidrofobos) se mantienen en dispersion, por sus cargas eléctricas, y por
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emulsoides (liofilos o hidrofilos) el agente estabilizante que predomina es el grado
de hidratacion de las particulas. También se clasifican segin su estructura,
molecular, (como el almidon), micelar, las estructuras no son moléculas sino
conglomerados de muchas moléculas o grupos de atomos unidos por fuerzas de
cohesion (fuerzas de Van de Walls), ejemplo de estos se encuentran los jabones y
detergentes.

Muchos alimentos son coloides, como el queso, la mantequilla, las sopas, jaleas,
mayonesa, leche. Entre los tipos de soluciones coloidales que se encuentran en
los alimentos estan, sol, dispersibn de un material solido en un liquido,
normalmente son polimeros como los polisacaridos y proteinas. Ej: jugos de fruta
(agua, azucares, fibra, vitamina y minerales), espumas, dispersién de burbujas de
gas suspendidas en un liquido viscoso, geles, creados por una red continla de
macromoléculas interconectadas y entrelazadas en una estructura tridimensional
en la que queda atrapada la fase continua del agua, emulsiones, dos liquidos
invisibles en los productos, la fase dispersa se encuentra en gotas (0.1 -10
micrémetros) distribuidas en la fase continua, es inestable, y después de un
tiempo las moléculas de la fase dispersa se asocian generando una capa que se
precipita o migra a la superficie segun la diferencia de densidades entre las fases,
ejemplo, leche, mayonesa, helados, mantequilla, salsas. En estas Ultimas se
pueden incorporar sustancias como vitaminas, colorantes o aromatizantes en la
fase oleosa (Viades, 2012).

En alimentos manufacturados, existen formas coloidales tales como emulsion,
espuma, gel y dispersiones, de forma que la composicién de sus ingredientes y
condiciones de formulacién influencian las propiedades fisicas relevantes de su
estructura, estabilidad y reologia. La estabilidad depende ante todo de la carga
eléctrica y la hidratacion de las particulas. Es importante entender como la
naturaleza de las interacciones entre los diferentes tipos de entidades dispersadas
(particulas, gotas, burbujas) y macromoléculas (proteinas y polisacaridos) afectan
el comportamiento en la fase fluida entera y en las interfaces liquida y soélida.

Existen tres aproximaciones fisicoquimicas al estructuramiento coloidal
denominadas, a) agrupamiento, que involucra el control de la reologia y
estabilizacion modificando el estado de agregacion de la gota, b) embebida, en la
cual la gota individual en la emulsion es atrapada dentro de otra fase compuesta
de un material diferente (gel hidrocoloidal) y c¢) en capas, que involucra la
construccion de capas laminares en la interfase aceite-agua por la adsorciéon
simultanea o secuencial de biopolimeros o particulas pequefias de carga opuesta
(Dickinson, 2015).

3.2.1 Ingredientes de importancia técnologica en la estabilidad coloidal
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Las proteinas de alimentos son altamente efectivas como agentes estabilizantes
de proteinas, debido a su habilidad de proteger gotas de emulsién contra la
floculacion por una combinacién de mecanismos de estabilizacion electrostatica y
estérica. Aqui sobresale la hidrofobina, una proteina globular pequefia (<10kDa),
anfifilica con notables propiedades de estabilizacion de espuma e interfaciales,
formando capas adsorbidas con mayor elasticidad superficial comparado con otras
proteinas de alimentos como B-caseina o B-lactoglobulina, dado que no sufre
desdoblamiento en la interfase y su fuerte asociacion de moléculas en direccion
lateral lo cual lleva a solidificacion de las capas adquiriendo un caracter interfacial
tipo solido mas r4pido que otras proteinas de alimentos. Estudios de elipsometria
han mostrado estructuras de monocapa y tricapa en hidrofobina (Figura 5)
(Dickinson, 2015; Alain-Claude, 2004).
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Figura 4. llustraciéon de dos mecanismos diferentes (a y b) de formacion de la tricapa en
una monocapa de hidrofobina sujeta a compresion. Las partes hidrofilicas de la
hidrofobina se muestran en azul y las partes hidrofébicas en naranja (Dickinson, 2015).

Las agregaciones de fibrillas de proteina tales como particulas esféricas, hebras
flexibles, fibrillas rigidas y agrupamientos fractales, las cuales luego de
calentamiento (80 - 90°C, pH~2) tienen aplicaciones potenciales como espesante,
agentes gelificantes y estabilizantes de espumas y emulsiones dada su capacidad
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para generar redes que llenan espacios en fracciones bajas de volumen. Estas
fibrillas recuerdan la estructura de fibrillas de amiloide. La creacion de una red de
fibrilas de proteina puede ser una estrategia efectiva para inhibir el
comportamiento cremoso de una emulsion a traveés de modificacion reoldgica de la
fase continua acuosa o controlando la estabilidad de la espuma por formacion de
una barrera estérica alrededor de la burbuja de gas. Las fibrillas estan
conformadas por laminas beta (Figura 5). Las fibrillas de proteina son estructuras
rigidas incluyendo doblamiento y giro con periodicidad variable (Cabrera, 2018;
Dickinson, 2015).
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Figura 5. Etapas en la formacién de fibrillas de tipo amiloide Dickinson (2015)

Las conjugaciones proteina — polisacarido, mejoran la estabilizacion del coloide
dada por la proteina sola cuando hay alta concentracion de electrolitos o un pH
cercano al punto isoeléctrico de la proteina. El conjugado anfifilico (dextrano,
pectina) es fuertemente anclado a la interfase aceite - agua via las regiones
hidrofébicas de la proteina con la regiébn polisacarida no adsorbente
extendiéndose mas alla de la interfase para proporcionar estabilizacion estérica
mejorada (Figura 6) (Ventureira, 2012; Dickinson, 2015).
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Figura 6. Una gota de aceite (color naranja) estabilizada por proteina (color azul) y
por el conjugado proteina y polisacarido (color verde) (Dickinson, 2015)

Las nanoparticulas (nanosferas de almidén, nancristales de quitina) y
microparticulas (celulosa, zeina, microgel) también se han considerado para la
formulacion y estabilizacion de emulsiones y espumas en alimentos, donde gotas
y burbujas son protegidas contra coalescencia y encogimiento por particulas
sélidas absorbidas (estabilizacion Pickering). Este mecanismo es efectivo dado
gue se requiere gran cantidad de energia para remover las particulas absorbidas
de las interfaces aceite - agua y aire - agua Dickinson (2015). Las nanoparticulas
de caseina inducen reduccion de la floculacion (Dickinson, 2014; Miras, 2013).

Estructuramiento coloidal

Las interfaces multicapa en coloides de alimentos consisten generalmente de
capas adsorbidas de proteina (capa interna sensible, tensoactivo i6nico),
polisacéarido (capa externa, biopolimero estabilizante estérico) o con tensoactivo,
hechas de deposicién secuencial o simultanea de macromoléculas con atraccién
electrostatica de carga opuesta en la superficie de gotas de la emulsion. La
integridad estructural de la multicapa depositada electrostaticamente puede ser
mejorada por entrecruzamiento covalente con enzimas. El beneficio potencial de la
interfase multicapa es una tendencia reducida hacia la floculacion de la emulsién
(Ventureira, 2012).

Las emulsiones mdultiples son sistemas multicompartimentalizados conteniendo
gotas pequefias dentro de gotas mas grandes. Los dos principales tipos son
emulsiones agua en aceite en agua (agua dentro de gotas de aceite) y emulsiones
aceite en agua en aceite (aceite dentro de gotas de agua). Estas estructuras
pueden atrapar nutrientes hidrofilicos sensibles o aromas dentro de la gota acuosa
interna y liberar tal compuesto a una velocidad controlada en respuesta a la
digestion o procesamiento oral. Para hacer gotas pequefias y primarias de
emulsién agua/aceite que sean estables a la coalescencia, se requiere una alta
concentracion de emulsificante lipofilico Dickinson (2015).
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El gel de emulsion describe un sistema tipo emulsion con propiedades mecanicas
tipo solido y algun tipo de estructura en red. El estructuramiento de gel de
emulsion aceite/agua es debido a la formacion de una red que abarca un sistema
de gotas de aceite floculadas, la presencia de una red de macromoléculas entre
cruzadas en el medio acuoso o una combinacion de estos. Un gel de emulsion
puede ser generado por la heteroagregacion de gotas de aceite cubiertas con
capas de biopolimero de carga opuesta (Miras, 2013).

3.3 PROPIEDADES DE LOS SISTEMAS COLOIDALES

Tamafio de particula.

Del tamafio de las particulas depende la magnitud de las fuerzas (hidrodinamicas,
brownianas y coloidales), su estabilidad y la reologia, en el caso de particulas de
tamafio intermedio la estabilidad se define por la relacion de las tres fuerzas, y en
las particulas grandes dominan las fuerzas hidrédinamicas (Dickinson &
Bergenstahl, 1997; Genovese et al., 2007). Se ha reportado para sistemas
alimentarios como pulpas de frutas, polisacaridos como agentes de suspension
(Dickinson, 2001; Nighojkar, 2019).

Por otro lado, la homogenizacién es un factor importante en la estabilidad de los
sistemas, mejorando el tamafio de particula, mas adn cuando estas son de poca
rigidez.
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Potencial Z

Es la forma abreviaba de denominar al potencial electrocinético de los sistemas
coloidales se representa con la letra griega zeta, { —potencial, es un potencial
eléctrico de la doble capa, es decir es la diferencia de potencial entre el medio de
dispersion y la capa estacionaria de fluido; es la relacion entre la estabilidad
fisicoquimica debida a las fuerzas repulsivas y la carga neta en la interfase de las
particulas (Figura 14); se ha descrito por Schramm (2005) que estabilidad
moderada (poca aglomeracion) se encuentra cuando el valor absoluto Z, es
aproximadamente 30 mV (Schramm, 2005).

Capa rigida

Plano de deslizamiento

Potencial de superficie

{ potencial
mV

0 Distancia desde la superficie de la particula

Figura 7. Diferencia de potencial como una funciéon de la distancia desde la
superficie de una particula suspendida en un medio de dispersion.

La capa alrededor de la particula principal es la que define las capas y la
distribucion de los iones circundantes. Si la particula se mueve, bajo un
movimiento browniano, el potencial Zeta es el potencial en el punto de esta capa
donde se mueve, pasado el grueso principal de la solucion, lo cual se le llama
plano de deslizamiento, es decir el potencial Zeta disminuido incrementa la
coagulacion.
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En el caso que el efecto del coloide en la solucion sea de iones positivos (contra
ion), en la atraccion de coloide sera negativo hace que algunos iones positivos
formen una rigida capa adyacente alrededor de la superficie del coloide; esta capa
de contra-iones es conocida como la capa de Stern o capa de coiones.

Reologia en sistemas coloidales.

La reologia mide la relacion entre el esfuerzo y la deformacion en los materiales
gue son capaces de fluir, puede definirse la viscosidad como el rozamiento interno
gue actua dentro de un fluido, se mide en control de calidad, por su apariencia y
determinacion de su consistencia: por ejemplo yogurt, salsas o flanes. Algunas
propiedades mas importantes de la reologia son: viscosidad aparente, coeficientes
de esfuerzos normales, viscosidad compleja, modulo de almacenamiento y modulo
de pérdidas, funciones complejas de viscosidad no lineal. Se mide en Pascales
segundo, y centipoes (cps) equivalente a 1mPa s.

Los factores que afectan la viscosidad: son las caracteristicas de la sustanciay la
temperatura. Dentro de las caracteristicas de la sustancia: los gases tienen
valores mas bajos; liguidos aumenta en la concentracién de los solutos, aumenta
la viscosidad, es importante tener en cuenta que cuando se aplican métodos como
la osmosis inversa, ultrafiltracion, u otro tipo de método se concentra los solutos y
por consiguiente aumenta la viscosidad.

Todos los liquidos disminuyen la viscosidad cuando aumenta la temperatura, la
viscosidad puede cambiar en calentamiento, homogenizacion y concentracion

Los fluidos son sustancias que bajo la aplicacion de esfuerzo se deforma
continuamente, tipo de fluidos newtonianos y no newtonianos, los fluidos
newtonianos, cuando la viscosidad es constante para cierta temperatura (gases,
jugos, aceites, jarabes, agua, leche, fluidos simples), obedecen a la ley, el
esfuerzo de corte de un fluido newtoniano es igual al producto de su viscosidad, y
el gradiente negativo de su velocidad, como la velocidad cambia respecto a la
posicion del fluido.

Los fluidos no newtonianos son suspensiones coloidales, por ejemplo pinturas,
dulce de leche, viscosidad aparente, no fluyen de igual manera, no es lineal la
relacion entre el esfuerzo cizalla o corte y el gradiente de velocidad.

Esfuerzo y gradiente de velocidad no son lineal. Otros comportamientos
reologicos de fluidos:

Los pseudoplasticos: La viscosidad disminuye al aumentar el gradiente de
velocidad.

Fluidos dilatantes: La viscosidad aumenta al aumentar el gradiente de velocidad.
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Plasticos de Bingham: Es necesario superar un cierto valor o umbral de esfuerzo
de corte para que el sistema comience a fluir.

A baja fuerza de cizalla se comporta como sélidos, como la mayonesa.

Fluidos tixotropicos: La viscosidad disminuye con el tiempo de aplicacion del
esfuerzo es el caso del yogurt, y la salsa de tomate.

Fluidos reopécticos: La viscosidad aumenta con el tiempo de aplicacion del
esfuerzo.

Medicion: Este emplea el fundamento en que la fuerza requerida para rotar un
disco en un fluido es proporcional a la viscosidad del fluido a una velocidad
conocida.

La consistencia es diferente a la viscosidad, la consistencia es la propiedad de la
materia relacionada con la coherencia entre las particulas de una masa, es una
dimension sensorial en relacion con la viscosidad, la evaluacion de la consistencia
es subjetiva. Es importante conocer la consistencia, varia a su capacidad de fluir y
resistir la presion o corte.

Tipos de consistencia: liquida, semiliquida, semisoélido, solida blanda, sélida.

La consistencia liquida generalmente son soluciones en medio acuoso, no tiene
forma propia, por ejemplo té, café, agua, jugos de frutos o de compotas, coladas,
caldos filtrados.

En el caso de la consistencia semiliquidos no tiene forma propia, dispersion en
medio acuosa que tiene mayor resistencia que los liquidos, como los COH, sopas,
cremas licuadas, liquidos con espesante, aquellos que con la temperatura
disminuyen su viscosidad. Cremas levemente batidas.

En liquido y semiliquidos, 1cm?® no es igual a un gramo, solamente en el agua.

En relacibn a la consistencia semisélidos no fluyen, poseen caracteristicas
deformables, son cohesivos (no se disgregan), purés que combinen vegetales
amilaceos enriquecidos con carnes, huevos, procesados, postres lacteos (maicena
con leche), crema batida, queso untable, liquidos con espesantes comerciales (7,5
- 9%), yogur batido.

En terapia nutricional adecuada a trastornos de degluciéon debe ser: homogénea y
cohesiva
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Andlisis por espectroscopia

La espectroscopia es un grupo de métodos empleados para estudiar las
radiaciones de los cuerpos incandescentes, por medio de espectros, refiriéndose a
aguellos que adquieren un color por haber sido sometidos a altas temperaturas,
carbon o metales, analiza la interaccion entre la radiacion electromagnética y la
materia, con absorcion o emisién de energia radiante, es decir se basa en el
conocimiento de la frecuencia o longitud de onda que una sustancia puede
absorber o emitir energia; esta técnica tiene aplicaciones en muchos campos del
conocimiento, con el objetivo de obtener informacion del cuerpo radiante, como la
estructura interna o temperatura, composicion o la cinética de una reaccion
quimica, y en algunos casos identificacion de &tomos o moléculas (Ecuacion 2).

AE=h*v (Ecuacién 2)

(Ecuacion béasica de la espectroscopia diferencia de la energia, donde h es la
constante de Planck (6,62607015 x 10 -**Kg.m?.s-1), v es la frecuencia del haz de
luz o la onda electromagnética).

La deteccidn de la absorcion o emision de radiacién electromagnética a diferentes
longitudes de onda, se le denomina espectro, y su interaccion con la materia es
diferente dependiendo del caso: para rayos X, difraccion de electrones, difraccion
de neutrones, es una interaccién de choque elastico. Para la espectroscopia de
Raman es un choque inelastico, y para el caso de luz visible es por medio de
absorcion o emisién resonante de fotones. En el primer caso, es el choque entre
dos cuerpos es elastico dado que se conserva la energia cinética total del sistema,
el impacto no emite sonido, calor ni deformaciones permanentes en la materia. En
el segundo caso, es una colision y se produce deformaciones permanentes en uno
0 mas de los cuerpos, sonido, calor, alguna forma de pérdida de energia, choque
inelastico. Tercer caso la adsorcion es la captacion de la radiacion por la materia,
dentro del rango de absorcién Optica, regularmente es la mas manejada o
estudiada en la espectroscopia.

Dentro de las técnicas espectroscopicas reportadas para el analisis estan:
resonancia magnética nuclear (RMN) (Conte, et al., 2010; Bonanomi, et al., 2013;
Talbot, et al. 2011), infrarrojo (IR) (Kerr, et al. 2013; Joffre, et al. 1992), UV y
espectrometria de masas (Schneider, et al. 2012). El analisis de los datos
obtenidos por las diferentes técnicas espectroscopicas mencionadas se hace por
guimiometria (Esteves da Silva, et al. 1996).

Resonancia magnética nuclear. Estudia de manera no destructiva y rapida las
matrices alimentarias, la composicion y la estructura interna por medio de
imagenes, se ha utilizado para detectar el cambio de factores que determinan la
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calidad interna luego de la cosecha, durante el almacenamiento y después de la
poscosecha (Aristizabal, 2007). Se fundamenta en el comportamiento de ciertos
ndcleos atoémicos con propiedades magnéticas en presencia de un campo
magnético externo (Caro, 2006).

Espectrometria de masas. Esta técnica es destructiva y es usada para identificar
compuestos desconocidos y cuantificar los conocidos; igualmente sirve para
acercarse a la estructura de la molécula, mediante la ionizacion de la muestra, y
fragmentacion.

Infrarrojo. Espectroscopia de absorcion infraroja (IR), es nombrada asi por la
region del espectro electromagnético, se encuentra entre 12800-10 cm, este
espectro se divide en tres, IR cercano (NIR): 1200-4000 cm™, requiere una
minima preparacién de la muestra, sin destruirla, aporta un analisis cuantitativo, IR
medio: 4000-400 cm?, normalmente los equipos contienen el método
transformada de Fourier (FT- IR) de haz sencillo; y IR lejano: 400-10 cm%, equiere
el uso de fuentes y materiales opticos especiales.

Un espectro IR se obtiene al pasar radiacion a través de una muestra y determinar
gue fraccion de esta radiacion incidente ha sido absorbida. La energia particular a
la que aparece cada pico en el espectro se relaciona con la frecuencia de
vibracion de una parte de la molécula.

La interaccion de la radiacion infrarroja con la materia provoca en ésta alteracion,
(estado vibracional de las moléculas), lo cual se lee como un espectro,
caracteristico de cada molécula, razon que el espectro IR es identificable para
cada molécula, y se puede comparar con espectros de referencia.

4 ANALISIS SENSORIAL

El andlisis sensorial es la ciencia que estudia los alimentos y establece el grado de
aceptacion o rechazo por parte de los consumidores, o utilizando jueces
entrenados para fines definidos o alimentos especificos (Quintana, 2016).

En caso de los alimentos especificos, se entrena los panelistas segun la
normatividad del caso, igualmente para los parametros, como es el caso de color
con la NTC 4604/1999, donde se sefiala como se debe realizar la prueba, en que
instalaciones, con que patrones o tablas patrén, igualmente como cuéles son los
equipos permitidos para la automatizacibn de estas pruebas sensoriales.
Actualmente existen guias de evaluacion sensorial por el Ministerio de salud de
tipo analiticas, y tiene disponibles los formatos para la evaluacion de varios
productos de consumo tradicional en Colombia (Ministerio de Salud, 2015). Dentro
de las ventajas que trae el analisis sensorial es el control de calidad de materias
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primas y productos finales, pruebas de mercado, desarrollo y lanzamiento de
nuevos productos, comunicacion a los consumidores de las caracteristicas,
evaluacion de las preferencias del consumidor, investigacion particular de
cualquiera de los aspectos sensoriales pertenecientes al alimento (Torres, 2007).

Generalmente en las fabricas o0 empresas alimentarias, las pruebas analiticas son
el objetivo a alcanzar; sin embargo, siempre es mas factible iniciar por las pruebas
de consumidores, mediante estudio comparativo de muestras, estudio de
aceptacion con consumidores, acudiendo a la importancia de las empresas donde
su objetivo es estudiar el deseo de los consumidores y convertirlos en ideas
concretas para crear nuevos productos que sean del gusto de los consumidores,
tanto para nifios como para adultos, regularmente para nifios se utiliza un tamafo
de muestra méas grande con el fin de unificar datos (Vanegas, 2012). Es tan
importante este tipo de laboratorio y quizas de los mas complejos dado que el
equipo o instrumento es el mismo humano y no responde de manera homogénea,
resalta la importancia para el impacto en el mercado; es asi como durante afos
trabajos relacionado en la preparacion de los panelistas, como la adecuacién del
espacio especifico para estas actividades “Laboratorio sensorial” se ha visto
implentado en las universidades y en la industria (Urrego, 2009; Torres, 2007).

4.1 Ensayos de evaluacion sensorial

En la Figura 8, se muestran los tres tipos de ensayos sensoriales mas
comunmente usados, cada uno con diferentes propésitos y realizados por
evaluadores seleccionados bajo distintos criterios (Lawless, y Heymann, 2013).
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Figura 8. Diagrama de analisis sensorial
Tomado de Alarcon (2005)

4.2 PRUEBAS SUBJETIVAS O AFECTIVAS.

El analisis por consumidores permite evaluar las condiciones higiénicas
acompafiadas por el analisis fisicoquimico y microbioldgico. Las pruebas afectivas
mas comunmente utilizadas son la hedodnica que proporciona una medida de
cuanto gusta y la de preferencia que determina cual producto es preferido (Stone,
et al 2012; Stone, 2015).

Este tipo de pruebas subjetivas, son dirigidas a los consumidores, y se realiza con
minimo 30 consumidores, no exige entrenamiento, no se puede calificar, y
regularmente se utiliza escalas hedonicas.

Prueba de aceptacion
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Las muestras deben ser minimo una para evaluar, cuando son varias, cada una
debe considerarse por separado; este tipo de pruebas no necesita de referencia o
muestra patron, ya que el consumidor utiliza su propio criterio y gusto personal
para juzgar la muestra.

Dado que el cerebro tiende a manejar ordenacion cuando son inferiores de 100,
para este tipo de pruebas se debe enumerar por ejemplo T1: 432, T2: 502, T3: 455

Los jueces afectivos (consumidores) deben mostrar disponibilidad en participar en
la actividad por lo que inicialmente se les debe preguntar su disponibilidad.

El objetivo de esta prueba mediante un criterio personal subjetivo, es definir si
acepta o rechaza la muestra que se le entrega para su consumo. Se puede
realizar de distintas maneras como, ¢ Le gusta esta muestra (nombre supuesto de
la muestra, sin detalles de ella), ¢ Compraria el producto?, ¢ Daria este producto a
un nifo?. Mediante esta prueba solo se obtendra si es aceptada o rechazada la
muestra; sin embargo, no se obtiene la razon de dicha decision.

Analisis de datos

Se cuenta el nUmero de personas que aceptaron la muestra (¢Le gusta mucho?,
¢Le gusta un poco?; contra el nimero de rechazos (Ni gusta ni le disgusta, le
molesta), también se puede expresar por porcentaje de aceptacion.

Para la determinacion si es estadisticamente significativa la aceptacion, se debe
recurrir a las tablas estadisticas como la de estimacion de significancia p=0.05 de
dos colas, de acuerdo con el nUmero de ensayos, si el niumero de la prueba es
menor que el de la Tabla se deduce que la muestra se acepta de manera
significativa por esa poblacion.

Prueba de preferencia

El objetivo de esta prueba es definir el grado de aceptacion y preferencia de un
producto, en fin se debe ordenar segun la opinién de un grupo de consumidores
sobre un producto o varios productos, es también subjetiva o valores de
preferencia del consumidor. Se puede utilizar en esta prueba las siguientes
afirmaciones, ordene de izquierda a derecha las tres muestras, desde la que tenga
mayor preferencia a la menor preferencia; indique en secuencia numerada (1 al 3)
el orden de mayor a menor preferencia, o de estas tres muestras cual prefiere
(Pedrero, 1997). Las muestras se manejan por lo menos un par, igualmente que
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la prueba de aceptacion, la poblacion debe ser coherente a los consumidores
potenciales (Hernandez, 2005).

Entre las pruebas de preferencia se encuentra preferencia — par y la de
ordenamiento (Pedrero, 1997); en la NTC 4129/1996, sefiala ordenamiento y entre
sus aplicaciones para preferencia.

En este caso, se puede realizar con minimo 30 consumidores, en espacios
apropiados, con buena luz, lejos de los lugares con comida, poco ruido,
temperatura adecuada, se le debe entregar al juez el formato por muestra y se
debe disponer de agua, o algun tipo de borrador de sabor.

Ejemplo de formato.

A. ¢Le gustaria participar en una actividad sensorial de tres productos de
(nombre del producto, sin entrar en detalle de este)

1. Edad: ocupacion:
Tiene alguna enfermedad considerable:

2. Instrucciones: Indique con el numero correspondiente el orden de menor
(=1) a mayor (=3) preferencia, por cada muestra. No se permiten empates.

CODIGO: 432 CODIGO: 502 CODIGO: 455
¢, Compraria el producto | SI NO

codigo 4327

¢, Compraria el producto | SI NO

codigo 5027

¢,Compraria el producto | SI NO

codigo 4557
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4.3 PRUEBA ANALITICA: Discriminaciéon

Usados para determinar si hay diferencia o similitud entre dos 0 mas muestras que
no presentan diferencias obvias y que requieren ser investigadas, en lo cual son
rapidos y pueden ser realizados por asesores con 0 sin experiencia; sin embargo,
el panel no debe estar conformado por una combinacién de ambos (Kemp, et al
2011).

Dentro de los cuales se encuentra Test de triangulo, donde se enfrentan dos
productos iguales y uno diferente; a los evaluadores se les pedira seleccionar la
muestra diferente de las otras (muestras son iguales). Otro ensayo de diferencia
de seleccion multiple es el Duo-Trio, en este caso una muestra de referencia es
entregada junto a dos muestras para evaluar, siendo una de ellas igual a la
referencia. Un tercer ensayo es el ensayo de comparacion pareada, en el cual se
les pide a los participantes que elijan cuél de los dos productos es mas intenso
para un atributo dado (Lawless y Heymann, 2013).

4.4 PRUEBA ANALITICA: Descriptivas

Caracteriza las propiedades sensoriales de un producto, su intensidad y
ocurrencia en el tiempo, pudiendo generar una descripcion mas precisa de un
producto, a la vez de poder cuantificar diferencias sensoriales entre muestras
(Kemp, et al., 2011; Stone et al., 2015).

El método descriptivo de mayor aplicacion es el Andlisis Descriptivo Cuantitativo
(QDA; Quantitative Descriptive Analysis) y esta basado en la habilidad que tienen
los evaluadores para verbalizar las percepciones de un producto en forma directa
y confiable; incluye un procedimiento de entrenamiento formal, el desarrollo y uso
de un lenguaje sensorial y la puntuacion de productos en varias pruebas para
obtener una descripcién sensorial cuantitativa (Orjuela, 2017).

Un método que requiere mayor entrenamiento y es usado cuando se quiere
evaluar una sola muestra es el denominado Spectrum; la caracterizacion
proporciona informacion sobre los atributos sensoriales percibidos y las
intensidades de cada uno de ellos utilizando estandares para cada atributo.
(Orjuela, 2017).

El propdsito de este método es que los perfiles obtenidos sean entendidos y
usados universalmente; proporciona atributos estandar (vocabulario), cada uno
con un conjunto de estandares que definen una escala de intensidades,
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usualmente de 0 a 15, que puede ser medida con una escala lineal de 15 cm o
registrando como numeros consecutivos (Meilgaard et al., 2006).

4.5 ANALISIS SENSORIAL MEDIANTE ATRIBUTOS

En el caso de la evaluacion sensorial mediante atributos, y perfiles de panelistas,
se debe escoger un tipo de entrenamiento para cualquier tipo de producto a
desarrollar o evaluar, es importante conocer la poblacion para la que esta dirigido
el producto, en el hipotético caso que sea para una poblacion definida como los
personas con enfermedad intestinal inflamatorio, pacientes con diabetes, el
producto debe cumplir con los requisitos normativos y los parametros de salud
para sacar el producto al mercado (Congote, 2010; Alarcon, 2005).

Generalmente en las fabricas o empresas alimentarias, las pruebas analiticas son
el objetivo a alcanzar; sin embargo, siempre es mas factible iniciar por las pruebas
de consumidores mediante estudio comparativo de muestras, estudio de
aceptacion con consumidores, acudiendo a la importancia de las empresas donde
su objetivo es estudiar el deseo de los consumidores y convertirlos en ideas
concretas para crear nuevos productos que sea del gusto de los consumidores,
tanto para nifios como para adultos, regularmente para nifios se utiliza un tamafo
de muestra mas grande con el fin de unificar datos (Vanegas, 2012). Es
importante este tipo de laboratorio; aunque complejos debido al equipo o
instrumento utilizado (seres humanos); los cuales no responden de manera
homogénea (Urrego, 2009; Torres, 2007).

Al evaluar atributos, el andlisis sensorial es de pruebas objetivas, el uso de
panelistas hace evaluacion analitica. Por lo anterior, es una evaluacion analitica
mediante pruebas descriptivas.

Para las evaluaciones discriminativa y descriptiva, el panelista debe detectar entre
diferencias de los productos mediante un grado de entrenamiento, evitando
dispersion en los datos. Los perfiles sensoriales o analisis descriptivos, es donde
se evaltan los atributos del producto, son identificados y cuantificados, para lo
cual se debe entrenar jueces especificos para el producto como aroma, textura, y
gusto (Flores, 2015). Los perfiles sensoriales permiten realizar como una tarjeta de
identidad bastante precisa del producto alimenticio mediante el uso de un conjunto
de descriptores (Claustriaux, 2001). ElI ser humano es convertido mediante un
periodo de entrenamiento planificado y estructurado en un instrumento de
medicion fiel y preciso y los descriptores manejan palabras definidas para poder
describir el producto y medir mediante una escala sus correspondientes
intensidades (Stone et al., 2008; Stone y Sidel, 1993).

Descripcion del proceso.
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Existe diferentes tipos de panelistas, experto, son para grupos de alimentos
especificos, como cacao, café, vino, queso; entrenado, antes de su entrenamiento
es seleccionado, y se debe entrenar en la mayoria de atributos del producto; semi-
entrenado, es mediante entrenamiento no exhaustivo y se realizan pruebas
preliminares y por ultimo se encuentran los consumidores que son para el tipo de
pruebas afectivas. Es importante para la etapa de reclutamiento contar con 30
personas minimo para la seleccion de los panelistas para obtener entre 8-11
panelistas (llenar formato de inscripcion) (Pedrero, 1997).

Para la generacion del panel se debe escoger un lider el cual debe tener
conocimiento del tema y es la persona que disefa, y analiza los resultados; es
importante que los panelistas escogidos se encuentren entre 18-40 afios y
ademas debe ser cumplidor de la reglamentacion al momento de la cata, no
aplicar perfume, no consumir nada fuerte antes de la cata, (etapa de seleccion)
esta actividad se debe realizar en la media mafana o en la media tarde, en cuanto
al producto los empaques deben ser neutros, el nimero de codigos debe ser
aleatorio. Es importante tener el apoyo de la institucion para que las personas
participantes tengan tranquilidad de asistir y disposicion para trabajar el tema.
Mediante diferentes test se realiza la seleccion como test de gustos basicos, test
de umbral de reconocimiento, test de ordenamiento de color, test triangular.

El lider debe estar pendiente de minimizar los errores como, errores de tendencia
central cuando un panelista no estd comprometido con la actividad, errores de
contraste, errores de estimulo, errores de fatiga; ademas de consultar su salud
para un referente de sus respuestas.

Por otro lado, es muy importante el sitio de la cata, sino hay laboratorio el lider o el
grupo acompafante que apoya el andlisis sensorial, organiza las muestras, los
formatos entre otros, debe velar por mantener estimulos al minimo, como
mecanicos, térmicos, luminosos, acusticos, quimicos y eléctricos.

El entrenamiento consta en ensefar los principios elementales de las técnicas y
desarrollar su aptitud para detectar, reconocer y describir los estimulos sensoriales
(sabores y olores), deben conocer los conceptos de clasificacion con ayuda de
una escala, clasificacion en categorias, escalas de intervalos y escalas
proporcionales y por ultimo, el uso de descriptores.

Se sugiere, realizar entrenamiento a los panelistas cada vez que se pretenda
realizar una evaluacién sensorial, con el fin de evaluar y verificar la capacidad de
un panel para detectar, identificar y medir un atributo, utilizar atributos de una
manera similar a otros paneles o evaluadores (Flores, 2015).

En la etapa de seleccion, los 30 participantes se les aplicara las pruebas
generales.
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Test de gustos basicos: El grupo que apoya el lider preparara 9 soluciones con
diferentes concentraciones, 3 por cada preparacion, de &cido citrico, sacarosa y
cloruro de sodio. Se buscara la forma de colocar los participantes de espaldas
para no tener influencias de gestos y constantemente se pedira silencio mediante
los integrantes del grupo de apoyo.

Test de umbral: Se realizaran tres pruebas de determinacion de umbral con el
objetivo de determinar cuantitativamente el umbral de reconocimiento de los
gustos salado, dulce y acido, mediante concentraciones bajas, se utilizara 10
puntos para cada sabor, el participante deberd decir en cual dejo de detectar la
solucion.

Test de ordenamiento del color: Como su nombre lo indica, el participante debe
ordenar por color del mas intenso al mas claro, pruebas que seran organizadas
por el grupo de apoyo, y se le entregard al participante una gradilla con diferentes
tubos sin organizar.

Test triangular: Se le pasara a los participantes un grupo de tres muestras, dos
con una leve diferencia, y otra igual a una de ellas para que la reconozca el
participante.

Después se debera evaluar los resultados, desde el compromiso de los
participantes como las respuestas en los test, los cuales se esperan que tengan
un porcentaje mayor al 60%.

Mediante escala no estructurada Figura 10, se medira los siguientes atributos, los
cuales corresponden a productos elaborados a base de frutas. Aspecto: color,
sabor: dulzor, acidez, tipicidad, textura: consistencia, olor: tipicidad. El atributo
tipicidad hace referencia al sabor natural de la fruta. Cada atributo se le asignara
un valor de 5 (maximo), en la escala horizontal de longitud de 12 cm.

Valor: 0 Valor: 5

Desagradable Bueno

Figura 9. Escala no estructurada con valor maximo de 5
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4.6 ESQUEMA DE EVALUACION SENSORIAL- ATRIBUTOS A EVALUAR
— PERFILES DE LOS PANELISTAS - DISENO ESTADITICO

1. Conformar el panel de evaluadores

1.1 Escoger minimo 30 personas segun encuesta (disponibilidad de tiempo, gusto
por el fruto objeto de estudio, fumadores o no, consumo de bebidas alcohdlicas y/o
sustancias psicoactivas o no, discapacidad o no)

1.2 Seleccionar un grupo 11 personas con mejor capacidad de percibir dulzor y
acidez, segun prueba de ordenacion de muestras variando intensidad del atributo
(dulzor y acidez). Considerar diferentes funcionarios de la Institucion.

1.2.3 Perfil de panelistas. Para ser juez experto o entrenado se consideraria
adicionalmente del numeral 1.1y 1.2, tener disciplina en no consumo de alimentos
picantes, no fumar, no usar lociones, perfumes o similares previo a la prueba
sensorial, tener puntualidad, seguir instrucciones en la degustacién y tener alto
grado de concentracion durante la prueba sensorial.

1.3 Explicar objetivo de la prueba y fundamentacién tedrica de los atributos (Tabla
1) por evaluar sensorialmente, en este caso prueba sensorial descriptiva
cuantitativa (Urrego, 2009)

Tabla 1. Atributos sensoriales evaluados

Caracteristica | atributo
organoléptica
Aspecto Color
Sabor Dulzor

Acidez

Tipico*
Textura Consistencia**
Olor Tipico

*Afinidad de la formulacion con respecto a la pulpa del fruto, ** grado de espesura
de la formulacién

1.4 Elaboracioén de los productos a desarrollar
1.5 definir condiciones de evaluacién sensorial
Area de prueba (no interaccion de jueces durante la prueba), preparacion y

temperatura de muestras, horario de pruebas, errores frecuentes, recipientes,
cantidad de muestra para degustacion, hoja de respuesta (escala no estructurada
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hasta 5 en linea de 10 cm de longitud; 0 malo y 5 excelente) y forma de responder,
codificacion de muestras).

1.6 Definir medida y forma de calificacion

Determinar medida como la distancia (cm) en la escala no estructurada y
calificacion como el valor que se obtiene de multiplicar medida por 5/10

1.7 Determinar evaluacion cualitativa segun calificacion (Tabla 2)

Tabla 2. Evaluacion cualitativa segun calificaciéon de las formulaciones del
producto a desarrollar

Evaluacion Calificacion
cualitativa

Excelente 4,1-5

Bueno 3,1-4,0
Aceptable 2,1-3,0
Insuficiente 1,1-2,0

Malo <1

1.8 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de las caracteristicas segun Urrego (2009), sugiere que
los atributos sensorial sean evaluados mediante analisis de varianza (ANOVA) de
una via y prueba LSD de Fisher para estimar las diferencias significativas entre los
valores promedio (con error estandar) de los atributos de las formulaciones para
un 95% de confianza (P>0,05). Sin embargo se puede utilizar el mejor convenga
para el investigador.

1.9 Reporte de informe final de andlisis sensorial

Entrega de reporte final y toma de decisiones debera ser entegada al responsable
de la Institucion o Empresa usuaria. Se recomienda conocer a priori (mediante
encuestas) o a posteriori (mediante técnicas estadisticas como Andalisis de
Componentes  Principales, analisis de correspondencia, analisis de
conglomerados, correlaciones canonicas entre otras) el grado de importancia de
cada atributo sensorial evaluado por los jueces.

Formato de inscripcion

Nombre Edad
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¢ Estaria usted dispuesto a participar en el proceso de seleccion y entrenamiento
de jueces para formar un panel de evaluacion sensorial?

Si No

Enfermedad preexistente: Fuma: SI_ NO__ ocasionalmente:
Bebe alcohol: SI__ NO___ ocasionalmente:

Toma medicamentos: Sabores predilectos:

Olores predilectos:

DIAGRAMA DE PROCEDIMIENTO DE UNA FORMACION DE PANEL DE
CATACION

Formacion de los panelistas

DIAGRAMA:
a. Reclutamiento

_(Format_o de b. Seleccién (Criterios de

inscripcion) inclusién, compromiso,
disponibilidad, y
aplicacién de los test
basicos)

d. Validacion del panel c. Entrenamiento
del panel)

. ) ANALISIS ESTADISTICO E
Evaluacién sensorial de INTERPRETACION DE

cada atributo. LOS DATOS
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5 NORMATIVIDAD

Los alimentos funcionales a pesar de estar presente desde hace afos, su
legislacién aun no es atendida por los Entes Gubernamentales. Japon, es el Unico
pais que ha formulado un proceso regulatorio especifico para la aprobaciéon de
alimentos funcionales. Conocidos como alimentos para uso especifico de salud
(Foods for Specified Health Use o FOSHU), estos alimentos son elegibles para
llevar un sello de aprobacion del Ministerio de Salud y Bienestar, cerca de 150
productos tienen licencia.

FOSHU en el Japodn. El primer alimento funcional como producto, fue aprobado en
1993 que solucionaba los problemas de salud que mas incidian en su poblacion y
desde esa fecha se han creado numerosos productos (Pérez, 2006). Segun datos
recientes, la inclusion de los alimentos funcionales aumenta cada afio en un 16%
(Luengo, 2007).

Estados Unidos de Norteamérica desde el afio 1993 permite alimentos con
diferentes caracteristicas a las cuales se les denomino alegaciones (health
claims), indicando que reducen el riesgo de padecer enfermedades. La FDA
estadounidense (Food and Drug Administration) autoriza la utilizaciéon de los
denominados health claims.

Aunqgue existe diferentes consideraciones desde el afio 1990 por NLEA (Nutritional
Labelling and Education Act), establecié criterios para la rotulacion de alimentos,
autoriza indicaciones para alimentos solamente en una condiciébn de relaciéon
nutriente-disfuncién y cuando esté cientificamente comprobado. DSHEA (Dietary
Supplements Health and Education Act), reglamenta los suplementos nutricionales
y sus ingredientes, acepta alegaciones generales, estructurales y de funcién
fisiol6gica, determina el uso obligatorio de frases alertando que un producto no se
destina a tratar, curar o prevenir enfermedades. En el otro extremo la Union
Europea cred la Comisiébn Europea de Accién Concertada sobre Bromatologia
Funcional en Europa (Functional Food Science in Europe, FUFOSE), programa
coordinado por el Instituto Internacional de Ciencias Biologicas [International Life
Sciences Institute (ILSI) Europe], con el objetivo de estudiar las pruebas
necesarias para dar solvencia a desarrollo de los productos alimenticios (Luego,
2007).

La globalizacion del aumento en la comercializacion de alimentos funcionales ha
conllevado al desarrollo de normatividad mundial enfocada a la proteccion del
consumidor frente a caracteres errébneos o confusos.

Por parte de la Functional Food Science in Europe (FUFOSE), desde 1999 ha
estudiado los alimentos con beneficios adicionales para la salud, y sus criterios,
seguidos por la FDA y Codex (Alvarado, 2015). Japdn es precursor sobre el
concepto de alimento funcional, y se ha incluido dentro de su legislacién, mas de
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300 alimentos en la categoria FOSHU; ademas, todos los productos alimentarios
que logren esta categoria son identificados en su etiqueta con el simbolo Foshu
(Alvarado, 2015).

Para la FOSHU, éste grupo de alimentos son aquellos que han sido procesados y
poseen ingredientes que favorecen las funciones metabdlicas e incluyen
propiedad nutritiva; a comparacion de la Comunidad Europea que no determina su
obligatoriedad como nutriente, pero si su efecto selectivo sobre funciones
fisiologicas saludables sobre el organismo; mientras que la Academia Nacional de
Ciencias en Estados Unidos los cataloga como alimentos modificados que tienen
ingredientes con acciones que incrementen la salud del individuo o que minimizan
los riesgos ante el padecimiento de enfermedades; en el caso entidades latinas
qgue los referencia como alimentos procesados 0 no con compuestos benéficios
sobre la salud dentro de esta categoria, segun el Instituto de Nutricion y
Tecnologia de Alimentos en Chile (SERNAC, 2004).

Segun la Carta Circular CL 2003/42-NFSDU del Cdédex, plantea la importancia de
categorias funcionales para los alimentos, con ello la de alimentos funcionales
enfatizando su prioridad, no considerandose en su totalidad diferente a otros
alimentos, por el contrario declardndolos dentro del contexto de propiedades
saludables (FAO, 2006).

La normativa “Declaraciones Nutricionales y Saludables” (CAC/GL 23-1997) del
Codex. Se entiende como declaracion de propiedad saludable, la representacion
existente entre un alimento y la salud; incluyendo las funciones de los nutrientes,
propiedades de las funciones y riesgos de enfermedad. Para lograr la autorizacion
de estas propiedades debe cumplirse con: bases cientificas que establezcan el
efecto a alegar (beneficioso) y la relacion con la salud; aceptabilidad por los entes
competentes del pais; beneficio tras el consumo del alimento en una dieta
saludable; mencion de los nutrientes que atribuyen el beneficio; y mencién de los
nutrientes que tengan valores de referencia en el Codex (FAO, 1997).

Japon es un pais que no cuenta con normativa especifica sobre el tema, sin
embargo; el gobierno japonés ha promovido el desarrollo de alimentos que
beneficien la salud de las personas tras la post guerra que ocasiono el aumento de
enfermedades cronicas no transmisibles. Para el afio 1987 los alimentos
funcionales se reconocieron legalmente por el Ministerio de Salud, Trabajo y
Bienestar de Japon; afos después se reglamenta el “Tokuho” o FOSHU, estos
alimentos con componentes que cumplen funciones sobre la salud, que al
comercializarse protegen la seguridad del alimento y efectividad en el bienestar
corporal. Todo producto dentro de esta categoria es aprobado por el Ministerio de
Salud, Trabajo y Bienestar de Japdn siempre y cuando cumpla con los siguientes
requisitos: evidencia comprobada del efecto sobre la salud, ausencia de efectos
negativos en cuanto a seguridad alimentaria, ingredientes nutricionales
adecuados, indicaciones de tiempo de consumo y garantia del producto, y
metodologia para el analisis de control de calidad (Duran & Valenzuela, 2010).
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Aunque existe diferentes consideraciones desde el afio 1990 por NLEA, se
establecié criterios para la rotulacion de alimentos, autoriza indicaciones para
alimentos solamente en una condicion de relacion nutriente-disfuncion y cuando
esté cientificamente comprobado. DSHEA reglamenta los suplementos
nutricionales y sus ingredientes, acepta alegaciones generales, estructurales y de
funcion fisioldgica, determina el uso obligatorio de frases alertando que un pro-
ducto no se destina a tratar, curar o prevenir enfermedades. En el otro extremo la
Unién  Europea cre6 la Comision Europea de Accion Concertada sobre
Bromatologia Funcional en Europa FUFOSE, programa coordinado por el Instituto
Internacional de Ciencias Bioldgicas [International Life Sciences Institute (ILSI)
Europe], con el objetivo de estudiar las pruebas necesarias para dar solvencia a
desarrollo de los productos alimenticios (Bellisle et al., 1998; Luengo, 2007).

En el Reglamento CE 1924 de 2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, se
han dictado las declaraciones nutricionales y de propiedades saludables en los
alimentos; donde las segundas, son las declaraciones que indican la relacion entre
los diferentes alimentos, y sus componentes frente a la salud, que induzcan a la
reduccion del riesgo de enfermedades. Entre las condiciones especificas de las
declaraciones de propiedades saludables estan: prohibicion de las declaraciones
que no cumplan con los requisitos generales y especificos; permiso de las
declaraciones que incluyan en el etiquetado, presentacion y/o publicidad,
importancia de dietas variadas y equilibradas, cantidad de consumo para obtener
efecto benéfico declarado, restricciones a tipos de personas frente al consumo del
producto, y advertencia ante su consumo excesivo; e indicar los beneficios
generales del alimento para gozar de buena salud (BOE, 2006).

Estados Unidos es uno de los mercados mas importantes en lo relacionado a
alimentos funcionales puesto que cuenta con instituciones que aseguran el
cumplimiento de las Normas y Leyes, acogiendo el consumo masivo del
consumidor y su conciencia social. La FDA es la maxima autoridad de Regulacion
Alimentaria y sus responsabilidades en materia de alimentos son tomadas por el
“Centro para la Seguridad Alimentaria y la Nutricion Aplicada” (CFSAM), quienes
son responsables de garantizar y fomentar la proteccion de la salud publica,
garantizando alimentos seguros y saludables. Entre las declaraciones a presenciar
en las etiquetas se tendra informacion sobre la descripcion de los efectos y su
correcto funcionamiento del organismo; e informacion sobre disminucion de
riesgos en salud, indicando la relacion entre los compuestos de los alimentos y
trastornos fisioldgicos que hayan sido comprobados cientificamente por la FDA.

Por otra parte, entre los paises Latinoamericanos que cuentan con legislacion
relacionada sobre alimentos funcionales estan Chile, México, Venezuela y
Colombia. El Reglamento Sanitario de los Alimentos, Decreto 977 de 1996 para la
Republica de Chile se encuentra contemplada la declaracion de propiedades
saludables de los alimentos, los cuales deben contener en el rotulado las
propiedades nutritivas, prohibiendo declaraciones medicinales, sefialado en el
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articulo 114, las declaraciones saludables deben ser aprobadas por la ciencia y
reconocidas mundialmente como dispone el Ministerio de Salud; sin hacer alusion
a falsedad, ni propiedades protectoras ante enfermedades; y como se sefiala en el
articulo 505, no deben incluir estas declaraciones en alimentos infantiles; de igual
forma el articulo 536 prohibe la promocién del consumo con fines de diagndstico,
prevencion o tratamiento de enfermedades (Reglamento Sanitario de los
Alimentos, 1996).

Para México, la Norma Oficial Mexicana, NOM-051-SCFI-1994 establece las
especificaciones generales de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohdlicas
preenvasados, con objetivo principal brindar la informacién comercial a contener
en el etiquetado de alimentos y bebidas no alcohdlicas con fabricacion a nivel
nacional e internacional. Mencionando en el numeral 3.9 la declaracion de
propiedades que indican que el alimento o bebida no alcohdlica contiene valores
especiales por sus nutrimentos; tal declaracion nutricional debera hacerse siempre
y cuando se declare cuantitativa o cualitativamente las propiedades nutricionales
(Norma Oficial Mexicana, 1994). “Proyecto de Norma Oficial Mexicana” PROY -
NOMO086-SSA1/SCFI-2011 establece las declaraciones de propiedades
nutrimentales y saludables para alimentos y bebidas no alcohdlicas con o sin
modificaciones en su composicién, modificaria la Norma Oficial Mexicana
mencionada con anterioridad; la cual incluye las disposiciones para declaracion de
propiedades nutrimentales (Moran, 2016).

Venezuela, cuenta con la Comision Venezolana de Normas Industriales
(COVENIN) y su Norma NVC 2952-1:1997 sobre las directrices para la declaracion
de propiedades nutricionales y salud en el entorno de los alimentos envasados;
cumpliendo con el objeto de establecer las directrices a cumplir frente a la
declaracion de propiedades nutricionales y de salud de los alimentos envasados
nacionales e importados (Caldera, 2013).

Por el contrario, Colombia no cuenta con legislacién especifica que regule los
alimentos funcionales, existen regulaciones alimentarias enfocadas a las
propiedades adicionales para el bienestar corporal.

La expansion del mercado de estos alimentos conllevé al surgimiento de la
Resolucién 11488 de 1984 del Ministerio de Salud que brinda tematica sobre el
procesamiento, composicion, requisitos y comercializacion de alimentos infantiles,
productos enriquecidos y alimentos dietéticos; afios después la Resolucion 11961
de 1989 involucra el tratamiento de leche con incorporacion de cultivo
Bifidobacterium; seguido del Decreto 1944 de 1996, que estipula la obligatoriedad
de las harinas de trigo fortificadas con vitaminas del complejo B1 y B2, niacina,
hierro y &cido folico, y sus parametros de comercializacion, rotulado, vigilancia y
control. Ahora bien, la Resolucién 485 de 2005 en su capitulo 2 sobre rotulado o
etiquetado de alimentos, el articulo 4 plantea que los alimentos envasados no
deben declarar en el rotulado, palabras, ilustraciones y graficas que atribuyan
propiedades medicinales, preventivas o0 curativas que desencadenen en la
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falsedad de la calidad del producto (Universidad EAN, 2016). En el Decreto 3249
de 2006 se proyecta la reglamentacion sobre suplementos dietarios, en su articulo
6 se actualizan las declaraciones de propiedades nutricionales o de apoyo
nutricional y en salud, donde el producto: debe contar con rigor cientifico desde el
perfil epidemiolégico, hacer mencidén a una dieta equilibrada y saludable, brindar
informacion clara, no inducir como Unica ingesta diaria, mencionar efectos
adicionales que interfieran con la salud, e indica los factores que desencadenen
en trastornos metabdlicos (Ministerio de Proteccién Social, 2006). La creacién de
la Resolucion 288 de 2008 del Ministerio de la Proteccion Social, establece los
requisitos del etiquetado nutricional a cumplir por los alimentos envasados,
implantando las condiciones para efectuar la declaracion de propiedades
nutricionales o de salud del alimento (lAlimentos, 2015); y finalmente, los
requisitos de rotulado nutricional se evidencia en la Resolucion 333 de 2011,
incluyendo aspectos como: declaraciones nutricionales y sus propiedades, y
declaraciones de propiedades en salud (IAlimentos, 2017).

La incursion de los alimentos funcionales trae consigo los productos alimentarios
adicionados con probi6ticos, sus concentraciones varian conforme la legislacion
tomada por cada pais. Su importancia crece considerablemente conforme a la
conciencia del consumidor sobre los beneficios positivos en el organismo.

La FAO y la OMS definen a los probidticos como microorganismos vivos que al ser
administrados en cantidades apropiadas en los alimentos brindan beneficios a la
salud, éstos deben sobrevivir al transito por el sistema digestivo y proliferacién en
el intestino; su dosificacion y duracion debe realizarse bajo fundamento cientifico
(FAO & OMS, 2006). De igual forma, la FDA los reconoce como productos
bioldgicos vivos o bioterapéuticos vivos, que aporta beneficios ayudando a tratar y
prevenir trastornos del metabolismo.

El Codex Alimentarius como ente Internacional, plantea la regulacion de las leches
fermentadas en la Norma CODEX STAN 243-2003, las cuales deben contar con
cultivos especificos de especies Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, y
Lactococcus para su fermentacién; la composicion de estos microorganismos en
leche fermentada y yogur debe ser minimo de 10 UFC/g (Codex Alimentantarius,
2010).

El Reglamento (UE) 1169 de 2011 del Parlamento Europeo y del Consejo, incluye
como nutriente a las vitaminas y sus porcentajes de consumo por 100g o 100ml
del alimento, como también la obligatoriedad de la declaracion en las etiquetas. En
su anexo 13, se postulan la ingesta diaria y valores de referencia para adultos,
declarando las vitaminas A, D, E, K, C, B1, B2, B3, B5, B6, B9, B12, y biotina, con
concentraciones de 800 ug, 5 pg, 12 mg, 75 pg, 80 mg, 1.1 mg, 1.4 mg, 16 mg, 6
mg, 1.4 mg, 200 ug, 2.5 yg, y 50 pg respectivamente. Para considerar cantidades
significativas respecto a los valores referenciados, las vitaminas cumplir con el 15
% por 100 g o 100 ml en solidos, 7,5 % por 100ml en bebidas, y 15 % para
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alimentos con una porcién (BOE, 2011). Para la “Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria” (EFSA), los niveles maximos de ingesta admisible de vitaminas para
adultos excluyendo gestantes son: 1 mg, 10 mg, 900 mg, 3000 pg, 25 mg, 100 ug
y 300 ug en vitaminas B9, acido nicotinico, nicotinamida, vitamina A, vitamina B6,
vitamina D y vitamina E correspondientemente (EFSA, 2006). Ya bien, Espafa
indica una ingesta habitual diaria de componentes bioactivos en las cantidades:
1.3 mg, 1 mg, 0.5 mg, 0.1 mg, 25 mg y 23 mg para licopeno, 3-caroteno, luteina,
zeaxantina, flavonoides y quercetina en orden (Martinez & Carbajal, 2017).

Para el “Servicio Nacional del Consumidor” (SERNAC) del Gobierno de Chile, son
componentes activos funcionales, y los microorganismos incluidos con tal efecto
deben cumplir con ciertas condiciones: estar presentes de forma natural en la
microbiota intestinal, ser resistentes al transito digestivo, contar con capacidad
para adherirse a la mucosa intestinal, y no ser patégenos (SERNAC, 2004).

Igualmente, el Comité del Codex sobre Nutricion y Alimentos para Regimenes
Especiales (CCNFSDU), en el numeral 2.5.6. del anteproyecto de directrices para
alimentos terapéuticos listos para el consumo, identifican la adicion de probiéticos
siempre y cuando sea un ingrediente opcional con previa comprobacién cientifica
de su validez y estabilidad (FAO & OMS, 2016). De igual importancia, el mismo
Comité del Codex, incorporé el programa “International Probiotics Association”
sobre las directrices armonizadas del uso de probidticos en alimentos y
complementos alimenticios, quien autorizara las cepas probidticas para alimentos.
Entre los requisitos evaluativos de las bacterias estara: microorganismo prebidtico
como ingrediente alimentario: caracterizacion taxondmica y de la cepa (in vivo e in
vitro), evidencia de las propiedades funcionales e inocuidad ante el uso; y
alimentos probidticos: concentracion del microorganismo de 10° UFC por porcién
hasta la finalizacion de la etapa de conservacion, supervivencia durante el periodo
de conservacién, declaracion de los beneficios fisiolégicos y nutricionales de los
alimentos, y combinacion de varias cepas (FAO & OMS, 2018).

En Uruguay, la Normativa MERCOSUR/GMC/RES 47 de 1997 reglamenta la
calidad de leches fermentadas; siendo adicionadas con cultivos de especie
Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium y otras bacterias acido lacticas que
atribuyen caracteristicas al producto final. Como requisito en el recuento de estas
bacterias especificas se tiene para el yogur, leche aciddfila o acidofilada, kefir, y
kumis una concentracion minima de 107 UFC/g; y para la leche fermentada vy
coajada, un recuento minimo de 10° UFC/g; al emplearse Bifidbacterium la
concentracion sera de 108 UFC/g minimo (MERCOSUR, 1997).

En cuanto al "Cdodigo Alimentario Argentino” (CAA) toma a los probidticos como
ingredientes alimentarios, y pauta en su capitulo 17 los alimentos de régimen
especial o dietéticos, indicando en el articulo 1389 el protocolo para la evaluaciéon
de un probiotico como ingrediente en alimentos, y con ello el cumplimiento de los
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requisitos minimos de identificacion de la cepa, caracterizacion y ensayos in vitro e
in vivo, seguridad para la salud, pruebas complementarias (resistencia a
antibioticos, actividad hemolitica y segregacion de toxinas), e identificacion
comercial de las cepas con concentracién en un tiempo minimo de 10° y 10°
UFC/g (Cddigo Alimentario Argentino, 2018).

A nivel Colombiano, existe variedad en legislacion relacionada al procesamiento
de alimentos con adicion de probioticos. En la Resolucion 11961 de 1989 se
clasifican las leches fermentadas, incluyendo la cultivada con Bifidobacterium sp.,
la cual es higienizada coagulada por accion de Bifidobacterium sp., Lactobacillus
acidophilus y otros microorganismos acido l4acticos; éste tipo de leche debe
contener como minimo 10° UFC/g del producto (Ministerio de Salud, 1989).
Seguidamente, la NTC 805 de 2005 plantea los requisitos a cumplir por las leches
fermentadas con uso de bacterias probiéticas, y como se define en el numeral 4.3.
éstas contienen microorganismos especificos como: Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactococcus
lactis subsp. cremoris y Lactococcus lactis subsp. lactis, Bifidobacterium sp. o
Lactobacillus acidophilus, que estan presentes hasta la terminacion de la vida util
del alimento; y sus concentraciones seran minimo de 10® UFC/g para yogur, kumis
y leche cultivada, y 10°> UFC/g para bebidas lacteas a base de leche fermentada
(ICONTEC, 2005). Posterior, en la Resolucién 3096 de 2007 que enuncia en su
articulo 20 las declaraciones de propiedades de otras funciones diferentes a las
nutricionales; englobando a los probidticos, en el cual los Lactobacillus deben
estar vivos y ser resistentes a las segregaciones acidas estomacales y demas del
tracto digestivo, contando con un recuento minimo de 10® UFC/g en el producto
final (Ministerio de Proteccién Social, 2007). Después la Resolucion 288 de 2008
en el articulo 22, trata las declaraciones de propiedades de otras funciones
permitidas que abarcan los probidticos en funcion digestiva y del sistema
inmunitario, cumpliendo con el requisito de 10® UFC/g minimo en los productos
terminados (Ministerio de Proteccion Social, 2008). Derogado por la Resolucion
333 de 2011 declara las propiedades de otras funciones en cuanto a los
probidticos con accién digestiva y de concentracién superior a las 10 UFC/g del
alimento (Ministerio de Proteccion Social, 2011).

En la alimentacion funcional las sustancias bioactivas son compuestos que tienen
efecto sobre la actividad celular y fisiologia metabdlica, aportando beneficios para
la salud (Martinez & Carbajal, 2017).

La normatividad Colombiana sobre sustancias bioactivas se refleja en la
Resolucion 4124 de 1991, Resolucion 288 de 2008 y Decreto 3863 de 2008.

La Resolucion 4124 de 1991 define a los antioxidantes como sustancias que
retrasan o eliminan la aparicibn de reacciones oxidativas de los alimentos, y
enuncia los usados en productos alimenticios en el articulo 2; de concentraciones
exactas estd el acido ascérbico, ter-butilhidroquinona (TBHQ), butilhidroxianisal
(BHA), butilhidroxitolueno (BHT), citrato de isopropilo, citrato de monoglicerilo,
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estereato de ascorbilo, galatos (de dodecilo, acrilo y propilo), palmitato de
ascorbilo, tiodiopropianato de dilaurilo con 500 mg/kg, 200 mg/kg, 200 mg/kg, 200
mg/kg, 100 mg/kg, 100 mg/kg, 500 mg/kg, 100 mg/kg, 500 mg/kg, y 200 mg/kg
respectivamente (Ministerio de Salud, 1991).

En cuanto a la Resolucion 288 de 2008, se sefiala los valores diarios de referencia
vitaminica en nifios mayores a 4 afos y adultos; incluyendo las vitaminas A, C, D,
E, B1, B2, B3, B6, B9, B12, y K ug con 5000 Ul, 60 mg, 10 pg, 20 mg, 1.5 mg, 1.7
mg, 20 mg, 2 mg, 400 ug, 6 pg, y 80 ug correspondientemente (Ministerio de
Proteccion Social, 2008).

En el anexo 1 del Decreto 3863 de 2008, se dan los valores de referencia diarios
de vitaminas para nifios mayores a 4 afos y adultos, especificando las vitaminas
A, D, E, K, C, B1, B2, B3, B6, B9, B12, y biotina de concentraciones 1500 pg, 10
Mg, 20 ug, 80 pg, 60 mg, 1.5 mg, 1,7 mg, 20 mg, 2 mg, 400 ug, 6 ug, y 300 pg. Asi
mismo, en el anexo en mencion se identifican los niveles maximos de consumo
tolerable para adultos; de los cuales estan las vitaminas A, D, E, K, C, B1, B2, B3,
B6, B9, B12, biotina y R-caroteno de limites 3000 ug, 50 ug, 1000 ug, 1000° ug,
1000 mg, 100* mg, 40 mg, 35 mg, 100 mg, 1000 ug, 2000° pg, 900 ug, y 72 mg
(Ministerio de Proteccién Social, 2008).

EDULCORANTES

El Codex Alimentarius reglamenta los aditivos para alimentos en la Norma CODEX
STAN 192 de 1995, incluyendo la clase funcional edulcorantes y dosis maximas,
gue seran mencionadas en funcion de productos cremogenados. Acesulfame de
potasio en confituras, jaleas y mermeladas con 1000 mg/kg; productos para untar
a base de fruta con 1000 mg/kg; preparados y postres de frutas con 350 mg/kg;
néctares y concentrados para néctares de frutas con 350 mg/kg. Alitame en
confituras, jaleas y mermeladas con 100 mg/kg. Aspartamo en confituras, jaleas y
mermeladas con 1000 mg/kg; productos para untar a base de fruta con 1000
mg/kg; preparados y postres de frutas con 1000 mg/kg; néctares y concentrados
para néctares de frutas con 600 mg/kg. Ciclamato de calcio, ciclamato de sodio y
acido ciclamico en confituras, jaleas y mermeladas con 1000 mg/kg; productos
para untar a base de fruta con 2000 mg/kg; preparados y postres de frutas con
250 mg/kg; néctares y concentrados para néctares de frutas con 400 mg/kg.
Glicosidos de esteviol, incluyendo la de Stevia rebaudiana Bertoni y Rebaudidsido
A; en confituras, jaleas y mermeladas con 360 mg/kg; productos para untar a base
de fruta con 330 mg/kg; preparados de frutas con 330 mg/kg; postres de frutas con
350 mg/kg; y néctares de frutas con 200 mg/kg. Neotamo en confituras, jaleas,
mermeladas, y productos para untar a base de fruta con 70 mg/kg; preparados y
postres de frutas con 100 mg/kg. Sacarinas, y de tipo calcio, potasio y sodio; en
confituras, jaleas y mermeladas, productos para untar, y preparados de frutas o a
base de ellas con 200 mg/kg; postres de fruta con 100 mg/kg; néctares y
concentrados para néctares de frutas con 80 mg/kg. Sal de aspartamo y
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acesulfamo, en confituras, jaleas y mermeladas con 1000 mg/kg; preparados y
postres de fruta con 350 mg/kg.

Sucralosa (triclorogalactosacarosa) en confituras, jaleas, mermeladas, productos
para untar, preparados y postres de frutas con 400 mg/kg; néctares y
concentrados para néctares de frutas con 300 mg/kg (FAO & OMS, 1995).

La norma general del Codex para aditivos alimentarios también abarca una serie
de edulcorantes permitidos sin determinaciéon de concentraciones maxima y con
cumpliendo obligatorio de las Buenas Practicas de Fabricacion (BPF); entre ellos
el eritritol, isomaltol, lactitol, maltitol y sorbitol (acogiendo los jarabes de los
mismos), manitol, jarabe de poliglicitol, taumatina, y xilitol (FAO & OMS, 1995).

El Anteproyecto de Especificaciones de Identidad y Pureza de los Aditivos
Alimentarios informa el cambio de nombre del edulcorante glucésido de esteviol
por glucésido de esteviol de Stevia Rebaudiana Bertoni (FAO & OMS, 2017).

Los glicosidos de esteviol deben ser un aditivo primario para todos estos
glicésidos que tengan igual ingesta diaria admisible (IDA); para ello se propone
crear un aditivo producido con microorganismos, y de nombre principal glicosidos
de esteviol por fermentacidén y microbianos, sin hacer referencia a Rebauddésido A
de multiples donantes expresado en Yarrowia lipolytica debido a la produccion de
otros glicosidos de esteviol por procesos fermentativos. En otro sentido, pensando
en los consumidores al elegir edulcorantes de origen vegetal natural, se aflade la
palabra Stevia al nombre botanico para evitar inconvenientes en su seleccién
(FAO & OMS, 1989).

En Normativa Colombiana, la Resolucién 1618 de 1991 permite el uso como
edulcorantes artificiales para Aspartame y Sacarina junto con sus sales de calcio,
potasio y sodio; con una IDA de 0 a 15 mg/kg de peso corporal. EI empleo de
edulcorantes artificiales debe respetarse por uso dietario especial, al ser utilizado
Unicamente para alcanzar caracteres fisicos deseados en el alimento que no
lograria el azdcar o edulcorantes nutritivos, con ello regulando la ingesta calérica
disponible (INVIMA, 2009). Los alimentos y bebidas que sean reemplazados con
Aspartame por Sacarosa, sin reduccion del contenido cal6rico en un 35 %, no se
consideraran alimentos dietéticos; aclarados en el paragrafo 2 de la Resolucion
1618 de 1991; asi mismo el nivel maximo en bebidas dietéticas para ambos
edulcorantes es de 40 y 400 mg/kg respectivamente (Ministerio de Salud, 1981).
En el documento técnico de azucares adicionados, se referencia la Stevia como
edulcorante natural acalorico, al igual que la Taumatina, Pentadina, Monelina y
Brazzaina.

CREMOGENADO
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La regulacién de cremogenados es amplia a nivel mundial y dicta parametros
especificos para cada organizacion y pais.

El Codex Alimentarius en la Norma CODEX STAN 17-1981 reglamenta el puré de
manzanas en conservas, y lo define como el preparado de manzanas limpias y
sanas del fruto Malus domesticus Borkhausen con tratamiento térmico previo a su
envasado; con solidos solubles totales superiores o iguales a 16.5° Brix de ser
endulzado, y 9.0° Brix sin endulzante. Su composicion basica son manzanas con
posible adicion de cloruro de sodio, especias, azlUcar y agua; contando con
caracteristicas de calidad para color, sabor y olor, normales y de textura ideal. El
acido malico, acido citrico, acido ascorbico y acido eritorbico, son los acidificantes
y antioxidantes permitidos como aditivos alimentarios en el puré de manzanas
(Codex Alimentarius, 1981).

De igual forma, en el CODEX STAN 145-1985, se dictan los requisitos para las
castafias y el puré de castafas en conserva; definiendo el preparado con castafias
frescas y maduras de especies Castaneacrenada, Sieb y Zucc, Castanea sativa
Miller con tratado térmico previo al encerrado en un recipiente, para puré de
castafias. EIl preparado de la pulpa debe contar con 12° Brix y 10° Brix al ser
endulzado o no respectivamente. Sus medios de cobertura estan dados como
agua ligeramente edulcorada o agua edulcorada ligeramente variando en ° Brix., y
jarabes diluidos o concentrados; la sal adicionada debe ser inferior al 1 % de
contenido neto total. Los aditivos permitidos son el polifosfato de sodio, acido L-
ascorbico, ascorbato de sodio, acido (citrico, malico y L-tartarico), dioxido de
azufre, curmuma, azafrdn, amarillo cartamo, extracto de vainilla, vainillina y
peptina. El nivel de contaminantes seran plomo con 1 mg/kg y estafio con 250
mg/kg (Codex Alimentarius, 1985).

La Norma CODEX STAN 247-2005 estipula el reglamento general para zumos
(jugos) y néctares de frutas; e indica como puré de fruta el producto no fermentado
obtenido por tamizado, triturado o desmenuzado de la parte carnosa de la fruta,
para lo cual su estado debe ser maduro y fresco, y como puré concentrado de
fruta el derivado tras la eliminacion fisica del agua del puré con el fin de aumentar
en un 50 % los soélidos solubles totales; en ambos casos es permitido las
sustancias aromaticas y aromatizantes volatiles. Con empleo de aditivos
alimentarios dictados en el CODEX STAN 192-1995; y con uso de coadyudantes
de funcién antiespumante, clarificante, enzimética y de gas envasado. Los criterios
microbiolégicos se cumplen segun lo declarado en la Norma CAC/GL 21-1997
(Codex Alimentarius, 2005).

La Normativa CODEX STAN 296-2009, identifica a las pulpas y purés como
ingrediente basico en la preparacion de mermelada de agrios y mermelada tipo
jalea; y define la pulpa como la carnosidad comestible de la fruta, y para el puré
igual que la pulpa mas la reduccion del mismo por tamizado (Codex Alimentarius,
2009).
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El Gobierno de Espafa estipula el Reglamento técnico-sanitario para la
elaboracion y venta de zumos de frutas y sus derivados en el Real Decreto 108-
1977; especificando en su articulo 12 los cremogenados de frutas naturales,
siendo el producto obtenido de la molienda de la carnosidad de frutas limpias,
sanas y maduras, con finado y posterior conservacion. El articulo 25 precisa los
requisitos a cumplir por los cremogenados; teniendo asi, su elaboracion a base de
frutas sanas y maduras; sin presencia de trozos de corteza, piel, y semillas; de
caracteristicas organolépticas propias de la fruta; sin contenido de impurezas
distintas a las materias primas de fabricacion; sin residuos de metales pesados
superiores a los mencionados en el numeral 6; y sin existencia de
microorganismos patogenos en el producto (BOE, 1997).
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CAPITULO Il

EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE PULPA DE COPOAZU

INTRODUCCION

Dentro de los alimentos de alto valor nutricional para la dieta humana se encuentra
las frutas y las hortalizas; se ha incrementado la inclusion en la cultura o tendencia
a mejorar los habitos alimenticios y con ello la ingesta de las frutas y verduras por
sus beneficios, especialmente en Europa, y Estados Unidos, la implementacion de
las barras de ensaladas de frutas y verduras y la explicacion de la importancia de
alimentos minimamente procesados (Berthold-Pluta, 2017).

Theobroma grandiflorum L. es una fruta nativa importante de la region amazonica
gue se encuentra en muchos paises (De Nazaré Melo Ramos et al., 2016); entre
ellos Colombia. Tiene un alto potencial econémico por sus excelentes
caracteristicas como aroma, sabor y textura (Fernandes., et al., 2017). Esta fruta
pertenece al mismo género que el cacao (Theobroma cacao L.); sus semillas se
usan para preparar productos similares al chocolate, posee abundante pulpa con
una fuerte fragancia, se consume ampliamente fresco o procesado en jugo,
helado, yogur, postres, licores, dulces, mermeladas y jaleas, debido a su
agradable sabor &cido y fragancia intensa (Friedman y Petkowicz, 2009). La pulpa
de cacao consta de 84 + 2% de agua, 12% de azucares (glucosa, fructosa y
sacarosa), 0.9 + 0.4% de pectina, 1.5 + 1.3% de hemicelulosas, 0.8 + 0.1% de
celulosa, 0.2 £ 0.1% de lignina y 0.7 £ 0.5% de acido citrico, 0.025-0.035% de
vitamina C, lo que resulta en un pH bajo de 3.3-3.9 (Meersman et al., 2017).

La pulpa de Copoazu tiene uno de los mejores beneficios de aplicaciones
industriales debido a su alto nivel de nutricibn (Faber et al., 2015); es muy
apreciado por su caracteristico sabor acido y fragancia intensa, y su potente
contenido antioxidante; puede asociarse con propiedades beneficiosas para la
salud, como el potencial antidiabético (Barros et al., 2016); ademas, contiene una
cantidad considerable de almidon y polisacaridos de pectina (Vriesmann et al,.
2009), es fuente de fibra dietética, principalmente fibra soluble y se ha utilizado
como bebida funcional por su potencial probiético y actividad antioxidante (Pereira
et al., 2017).

Sin embargo, muy pocos trabajos han enfatizado el uso potencial de subproductos
de Copoazu en el desarrollo de nuevos ingredientes funcionales en el
enriguecimiento de alimentos para proporcionar una alternativa econémica en las
industrias alimentarias, las familias agricolas y la sostenibilidad para el medio
ambiente (Calvacanti et al., 2015).
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La espectroscopia - transformada de Fourier es una técnica facil, rapida y
confiable, en la que también se ha utilizado en diferentes aplicaciones en el cacao;
diferenciacién de regiones en Africa (Oracz y Zyzelewicz, 2019), se ha evaluado
compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante total en cacao en grano y
chocolate (Batista et al., 2016), caracterizacién de la fermentacion de cacao en
grano (Aculey et al, 2010) y otras aplicaciones.

La microbiota inicial de las pulpas en general, son microorganismos inofensivos,
los cuales los acompafia otros provenientes del agua, suelo, aire, regularmente las
frutas poseen pH &cido, el copoazu tiene un pH 1,9 — 2,7, por lo cual la mayor
parte de su biota son hongos, levaduras y bacterias acido lacticas; su
fermentacién natural ocurre por la presencia de sus levaduras. En la exportacién
de otros frutos se ha evidenciado contaminacion por Escherichia coli, Salmonella
sp o Listeria sp, lo cual presume la importancia del control de calidad
microbiolégico tanto de la pulpa como del producto transformado (Jiménez, 2003).
Los productos frescos a pesar de sus multiples beneficios, deben tener evaluacion
de calidad, por ser transmisores de bacterias, patdgenos parasitarios y virales
causantes de enfermedades humanas y animales. En los reportes internacionales
de alimentos se informan patdégenos transmitidos por alimentos, dentro de los
mayormente importante se encuentra la Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
especialmente en verduras (Petruzzelli, 2018; Graca, 2017).

La evaluacién microbiologica de productos frescos varian segun las directrices en
cada pais, como Reino Unido (PHLS, 2000), Espafia (Real Decreto 3484/2000),
Francia (Nguyen-The, 1994), Alemania (Lund, 1993), Japon (Fehd, 2002).
Igualmente un reglamento dado por Comision Europea (n.2073/2005 — Diario
oficial de la Unién Europea), sefialando la importancia de la seguridad alimentaria
comun; en Colombia los requisitos sanitarios que deben tener las pulpas de frutas
estd establecido en la resolucion 003929 del 2013 (Ministerio de Salud y
protecciéon Social), la NTC 5468 - normatividad de los frutos en cuanto a su
clasificacion fisioldgica, las caracteristicas fisicas del fruto, y el rango permisible de
especies microbiolégicos; estos parametros se encargan de evaluar el
procesamiento de una pulpa cuando se somete a una transformacion ya sea fisica
0 quimica, y es una forma de evaluacion de vida util de un producto (Jiménez,
2003). Es de gran importancia la calidad de las materias primas y la aplicacién de
buenas practicas de fabricacién por parte del personal (Seow. 2012; Petruzzelli,
2018). Dentro de los patégenos bacterianos mas conocidos se encuentra la
Salmonella y E.coli, en algunos casos S.aureus; en virus (Norwalk, hepatitis A) y
parasitos (Cryptosporidiym, Cyclospora), brotes que se han evidenciados
mayormente con productos agricolas.

Para estudiar las caracteristicas de la pulpa de Copoazu de diferentes areas de
cultivo en Caquetad-Colombia, el objetivo de este apartado fue evaluar las
propiedades fisicoquimicas de la pulpa de copoazu, pH, acidez titulable, actividad
de agua, solidos solubles, contenido de humedad, lipiodos totales, nitrogeno y
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analisis de composicion mediante la aplicacion del espectro infrarrojo con
reflectancia total atenuada ATR-FTIR como una herramienta efectiva para obtener
informacion quimica y su discriminacion entre diferentes areas de crecimiento
mediante el anadlisis de componentes principales y evaluar la calidad
microbiolégica de la pulpa de copoazu fresca y congelada de Copoazu segun la
normatividad establecida para Colombia y la deteccion de patégenos bacterianos
como indicadores de calidad, Salmonella y Listeria, materia prima que se vende y
comercializa desde el punto de vista de la seguridad alimentaria.

2. MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El desarrollo de este apartado se llevé a cabo en el Laboratorio
de Analisis de Alimentos, ubicado en en el Centro Surcolombiano de investigacion en
café CESURCAFE, de la facultad de la ingenieria Universidad Surcolombiana
(Oviedo et al., 2018), avenida Patrana Borrero-carrera 1 Neiva- Huila, 2°56°35.4'N
75°18°03.5”"W y el Laboratorio de Biotecnologia Alimentaria y control de calidad de
Alimentos de la Universidad de la Amazonia, ubicado en el Centro de
investigaciones Macagual- Cesar Augusto Estrada a 250 m.s.n.m, localizado a 22
km al Sur de Florencia, Caqueta, a 01° 37' 00" N de latitud norte y 75° 36' 00" W
de longitud oeste, en un area de suelos de tipo mesén y terraza, con una
precipitacion promedio anual de 3600 mm, temperatura media de 26°C y humedad
relativa de 80 % (Garcia, 2012).

2.1 Muestras. Los frutos frescos de Copoazu (Theobroma grandiflorum L.), se
obtuvieron de diferentes zonas del centro de investigaciones, se tomaron 4
muestras de cada zona, con su respectivo triplicado para la evaluacion de las
caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas (Tabla 1).

Se realiz6 mantenimiento de los cultivos, que const6 de limpieza y desinfeccion de
estos para obtener mejores frutos (actividades de control de maleza por medio de
guadanfia, regulacién de sombras, control de hormigas, poda — saneamiento vegetal
(sanidad)), estos cultivos se encuentran acompanados de otras plantas entre estos
caucho, borojo, arazad. La cosecha se realiz6 buscando frutos sanos en estados de
madurez fisiologica, después que el pedunculo se desprende naturalmente.

Después de la cosecha, la pulpa de Copoazu se separ6é manualmente de la piel y
las semillas y se caracterizaron las muestras, este procedimiento se realizd en la
planta piloto de frutas y hortalizas de la Universidad de la Amazonia.

Tabla 1: Muestras de Copoazu de diferentes areas de cultivo en la region de
Caqueta en Colombia.

Caddigo de Zona Municipalidad Latitud Longitud
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Cultivo
Z1 1 Florencia 1°29'53.6” N 70° 39’
10.6” W
Z2 2 Florencia 1°29'55.3" N 75° 39’
457" W
Z3 3 Florencia 1°30°0.4” N 75° 39’
51.1” W

2.2 Contenido de humedad y actividad del agua. Las muestras de pulpa de Copoazu
(10 g) se deshidrataron completamente en un horno a 105 ° C durante 24 h; para
determinar la materia seca y el contenido de humedad. Las mediciones de la
actividad del agua se realizaron con (4 a 4,5 g) de pulpa de Copoazu; se colocaron
dentro del analizador de sorcion de vapor (VSA Aqualab Decagon Devices, Inc.
Pullman, WA), el sensor de punto de rocio se calibr6 usando cuatro soluciones de
sal acuosa saturada proporcionadas por el fabricante del instrumento 13.41 m LiCl
(0.25 £ 0.003 aw), 8.57m LIiCl ( 0.50 £ 0.003 aw), 6.0 m NaCl (0.76 £ 0.003 aw) y
2.33 m NaCl (0.92 + 0.003 aw) (Schmidt y Lee, 2012). Las muestras analizadas
por triplicado.

2.3 Acidez titulable y mediciones de pH. Se mezclaron muestras (1 g) de pulpa de
Copoazu con 100 ml de agua y se afiadi6é fenolftaleina al 0,1%. La titulacion se
realizd con hidréxido de sodio (NaOH — 0.1 N) hasta obtener un pH = 8.2., y se
calculé como un porcentaje de acidez titulable, de acuerdo con el AOAC — 942.15.
Las mediciones de pH se realizaron con una mezcla de muestras (5 g) con 95 mi
de agua a 25 °C; antes de las mediciones, el instrumento se calibré con soluciones
tampoén (4, 7y 10 a 25 ° C), de acuerdo con AOAC O 981.12.

2.4 indice de refraccion. Las mediciones se realizaron con refractémetro digital
(MA884, Milwaukee), segun el AOAC —932.12.

2.5 Lipidos totales. Los lipidos se determinaron por el método Soxhlet. Las muestras
(2 g) se sometieron a reflujo con 50 ml de éter de petrdleo para inmersion y lavado
durante 60 minutos y se sometieron a reflujo durante 30 minutos en matraces de
fondo redondo. Los extractos se evaporaron mediante un evaporador rotatorio a
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45°C hasta que se evaporo todo el disolvente, y se calcularon como un porcentaje
de lipidos. Las muestras analizadas por triplicado.

2.6 Proteina bruta. El contenido de proteina cruda se determiné con el método
Kjeldahl; las muestras (1 g) se digirieron con 15 ml de &cido sulfurico y tres
tabletas de Kjeldahl durante 1 hora a 420 ° C. La destilacion se realizd con acido
borico al 3% y NaOH al 32%, y la valorizacién se realiz6 con un indicador T-Shiro
y acido clorhidrico 0.1 N. La proteina cruda se calculé como nitrégeno x 6.25. Las
muestras analizadas por triplicado.

2.7 Mediciones ATR-FTIR. Las muestras frescas (10 g) de pulpa de Copoazu se
liofilizaron por 24 horas (Equipo de mesa 01. JLG, Labotecgroup, bomba de vacio
2XZ-2), se estabilizaron en desecante durante 30 minutos, después de que las
muestras se molieron y separaron hasta un tamafio de particula fino (particulas
retenidas en un tamiz estandar # 60; didmetro del agujero de 0.25 mm). Las
mediciones del espectro se realizaron con un espectrémetro ATR-FTIR CARY 630
(Agilent, Santa Clara, CA, EE. UU), entre las longitudes de onda 4000-650 cm ~ %,
con una resolucion de 8 cm - 1 y 20 escaneres (Vriesmann, 2010). Las
mediciones de ATR-FTIR se realizaron en una atmdsfera seca y a temperatura
ambiente (20 £ 0.5 ° C) (Bahamon et al., 2018). Se colocaron aproximadamente
(0,5 g) de pulpa de Copoazu seca en el accesorio de muestreo y se presionaron.
Todas las mediciones se analizaron por triplicado para cada uno de los
parametros.

2.8 Control de Calidad microbiolégica de la pulpa.

Se evalué la pulpa fresca inmediatamente después de su recoleccion de las tres
zonas anteriormente mencionadas; igualmente se evalu6é la pulpa congelada
pasteurizada de las tres zonas, de cada zona tres muestras con sus respectivas
repeticiones. La calidad microbiolégica se determiné mediante recuento de
mesofilos AOAC 966.23, mohos y levaduras AOAC 997.02, coliformes totales
AOAC 991.14, S.aureus AOAC 975.55, deteccion de Salmonella spp/25g (AOAC
Int. 2003); (Saavedra et al., 2014; Granados, 2013), teniendo en cuenta lo
solicitado por la resolucién 003929 del 2013 (Ministerio de Salud y proteccion
Social).

Recuento de microorganimos aerobios meséfilos, agar plate count (Difco ™
Stantard methods agar peptona de caseina glucosa extracto de levadura —
Estados Unidos EUU), incubacién 35 +/- 2°C 48 horas +/- 2 h, inoculacion en
profundidad, de muestras diluidas 10?1, 102,103, 104, placas duplicadas. Los
resultados fueron informados como recuento de placas aerobias/g (ufc/g) (AOAC
966.23-a). Para recuento de mohos y levaduras se usé el método de petrifilm™
(AOAC 997.02), las diluciones de las muestras fueron realizadas con agua
buferada de KH2POs4, siguiendo las instrucciones del fabricantes para la
conservacion de las placa de petrifilm a <8°C, se realizaron diluciones seriadas 10
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1,102,103, 104, se homogenizo y luego se colocé en la placa petrifilm, la cual se
encontr6 en una superficie plana, el inoculo se realizé con 1 ml suspendido
mediante pipeteado perpendicular en el centro de la base y se procedio a colocar
la pelicula superior sobre el inoculo, y presidbn mediante el esparcidor y se dejo
reposar durante 1 minuto. Las placas fueron incubadas en posicion horizontal con
la cara trasparente hacia arriba (25°C+/- 2) por 5 dias, en bloque no mayor de 10
unidades, segun el inserto del fabricante las levaduras son colonias pequefas,
color verde azulado o blanquecino, los mohos suelen ser azules pero también
puede tomar su pigmentacion natural y son mas grandes y difusas que las
levaduras, se reporta promedio de las colonias/g. Para coliformes y E.coli fue
usado petrifilm™ (AOAC 991.14), las muestras se prepararon como se describié
anteriormente del resultado de la homogenizacion, con diluciones seriadas con
una incubacion 35°C 24 +/- 2 h segun el fabricante aparecen colonias rojas con
una o mas burbujas asociadas a la produccion de COz, se realizé conteo en las
placas que se encontraban entre 15-150 colonias, las colonias sin gas no son
contadas para coliformes; para E.coli, las colonias aparecen de color azul
asociadas a burbujas de gas.

Para la evaluacién de microorganismos indicadores de manipulacion se utilizo
petrifim™, Staph Express — recuento de Staphylococcus aureus; paralelo se
sembrd con agar Bair Parker (Condalab — Espafia), siembra en superficie 1 ml,
diluciones seriadas por triplicado, 48 h 37 +/-2°C (AOAC 975.55), su conteo se
realiz6 entre 20-200 colonias, las colonias positivas presuntivas (colonias
circulares, convexas, lisas, didametro 2-3mm grisdceas a negro azabache con
margen de color blanquecino) se evald para coagulasa, se reportan S. aureus /g
del alimento evaluado.

Para los microorganimos indicadores de calidad o microorganimos de
contaminacion, deteccion de Salmonella por medio de cuatro etapas, pre-
enriguecimiento, etapa de enriquecimiento selectivo, etapa de aislamiento en
medios selectivos, pruebas bioquimicas diferenciales (AOAC Int. 2003) (Pedraza,
2014), en la primera etapa se realiz6 la dilucion con una solucion buferada a 37°C
/24 horas (normalizador metabdlicamente las células de Salmonella spp); en la
siguiente etapa (estimulacion y crecimiento de la Salmonella, inhibicién de flora
acompanfante), se transfiri6 1 ml de la etapa uno, a 10 ml de caldo selenito cistina
(Condalab — Espafa), 43°C/24 h, y 1 ml de la etapa uno, a 10 ml de caldo
tetrationato suplementado (Condalab — Espafia) (0.2 ml de solucién de yodo y 0.1
ml de verde brillante al 0.1 % (Condalab — Espafia) llevados a 43°C /24 h. En la
etapa tres (diferenciacion de colonias de Salmonella de otras bacterias), se debe
sembrar en agar XLD (agar xilosa, lisina dexocolato) (Dibico — Mexico) y agar
bismuto sulfito (Condalab - Espafia) para cada caldo de enriquecimiento 35°C/48h.

Adicionalmente como indicador de contaminaciéon se realiz6 detecciéon de Listeria
por placa petrifilm™ para cada zona en evaluacién (Jiménez, 2003), método
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aceptado por la AOAC (certificado N.° 030601). EIl analisis se realiz6 para la pulpa
fresca y la pulpa congelada durante 3 meses.

2.9 Andlisis estadistico

Los resultados se procesaron a partir del analisis de varianza (ANOVA
unidireccional o multifactorial) con un nivel de confianza del 95%. Se realizaron
analisis de comparacion de medias para identificar diferencias estadisticamente
significativas p <0.05 de los parametros evaluados entre las diferentes categorias.
Los procedimientos estadisticos se realizaron con Statgraphics Centurion XVI.
(Manugistics Inc., Rockville, MD, EE. UU). Los valores de la evaluacion de calidad
microbioldgica, fue expresada mediante descripcion de crecimiento de la misma y
comparacion entre zonas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la caracterizacion fisico-quimica de las tres zonas colectadas para la
evaluacion de la pulpa de copoazu el contenido de humedad fue alto (Tabla 2),
propios de los vegetales frescos, una alta actividad de agua y altos contenidos en
solidos solubles como se sefala en la siguiente caracterizacién: 83,06 + 0,33 -
85,85 + 0,31 % de humedad, concordante con Cardona (2013); 0,99 + 0,003 - 1,00
+ 0,003 de actividad de agua; 15,38 £ 0,12 - 15,52 + 0,12 de °brix y 3,61 £ 0,01 -
3,72 + 0,01 de pH, mayor a lo publicado 3.30 por Melgarejo (2006) y similar a lo
publicado por Hernandez (2004), la acidez de 1,96 + 0,04 - 2,65 + 0,04 %
publicado como porcentaje de acido citrico muy similar a 2,10 = 0,3 % (Hernandez,
2004, Melgarejo, et al, 2006). El 4cido citrico es el mas representativo en la fruta,
con valores de 3% del tejido sobre el peso fresco (Fisher y Martinez, 1999). En
comparacién con pulpas como pifia y mango con valores de pH relativamente
bajos (4,03 -4,16), (4,28 — 5,28), respectivamente (Difonzo, 2018; Quintero, 2013).

Los valores de proteina y lipidos oscilan entre 3,28 a 5,33 % d. b con una
diferencia significativa entre la zona uno con las otras, siendo mayor la zona dos,
nitrdgeno ente 6,85 a 6,92 %. En general los valores encontrados de las pulpas
sefialan como una buena opcién alimentaria para mantener un buen estado de
salud; valores de nutrientes necesarios para las funciones corporales, como es el
caso de las proteinas las cuales se requiere de los alimentos para la activacién de
vias metabdlicas, generacion de aminoacidos igualmente para fortalecer los
huesos, musculos y piel; igualmente son importantes para funciones celulares
como catalisis, regulacion, estructural, defensiva y de transporte (Wu, 2016). Por
otro lado los lipidos son importante para el funcionamiento del cuerpo, por ser una
fuente de energia, esencial para generaciéon de tejido, ademas de tener
funcionalidad antiinflamatoria (Alabdulkarim, 2012; Mesa, 2006), sin embargo en el
caso de la pulpa de copoazl no proporciona alto contenido.



Tabla 2: Parametros fisicoquimicos de muestras de pulpa de Copoazu de
diferentes areas de cultivo.

Zona
Parametros
1 2 3
pH 3.72+0.012 3.61 +0.01° 3.69+0.012
Acidez

) titulable 2.3+0.04% 2.65+0.04° 1.96 + 0.04°¢
(Acido Citrico

%)
Actividad de 0.99 + 0.99 +
1 +0.003P
agua (Aw) 0.0032b 0.0032
Sélidos
12.38 + 12.42 + 12.52 +
solubles (20
0.122 0.122 0.122
OC)

6.069 + 4904+ 5.338 +
Humedad (0/0 0.1542 0.115b

C
o) 0.124
humedad (% 85,85+0,31°¢ 83,06+0,332 84,22+0,31P
b. h
Lipidos 3.28+
P 5.33 +0.41° 5.05 + 0.41b
totales 0.412
(% b.s) :
6.85 +
Nitrégeno (%) 7.03+0.272 6.92 +0.272
0.272

Las medidas del espectro infrarrojo medio para la pulpa de Copoazu se pueden
ver en la Figura 1.
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Figura 1. Promedio medio de espectros ATR-FTIR de muestras de pulpa seca de
Copoazu. Color azul (zona 1), color rojo (zona 2), color negro (zona 3).

La Figura 1 muestra el espectro FTIR-ATR de la pulpa de Copoazu, se
encontraron aproximadamente 214 picos en todo el espectro, de los cuales la
longitud de onda con la mayor absorcién es 1012 cm, donde probablemente
pertenece a la interaccion carbono-oxigeno (C-0O), se encuentra en la "region de la
huella digital". Una de las regiones mas importantes es la que va de 3500 cm™ a
3000 cm, ya que es la regién donde se encuentran las aminas (NH) y la region
de 3000 cmt a 2500 cm* relacionada con el grupo carboxilato (OH), este grupo se
puede encontrar junto con azucares (glucosa, fructosa y sacarosa) (Ibrahim et al.,
2006). Finalmente, el estiramiento (C = O) se calcula a 1718 cm-2.

Andlisis exploratorio

El analisis de componentes principales (ACP) en la matriz compuesto con los
valores de absorbancia de los picos relacionados con grupos funcionales
representativos en la region de 400 a 4000 cm™ y los parametros fisicoquimicos
en la pulpa de copoazu, se muestran en la Figura 2.
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Figure 2. Diagrama de dispersion ACP de espectros ATR- FTIR, zona 1 (m), zona
2 (e) and zona 3 (*)

Se evidencia tres grupos especificos correspondiente a las zonas de las muestras
colectadas (Figura 2), esto debido a la diferenciacion de las propiedades
fisicoquimicas y de las diferencias espectrales ATR-FTIR. Asi el analisis sefiala el
primer componente PC1 74,3%, el segundo 20,1%, la primera zona de cultivo se
ubica en el PC1 negativo, mientras que la segunda y tercera zona de cultivo se
ubican en el mismo componente principal en lado positivo y con respecto al PC2,
la segunda zona de cultivo se ubica en valores positivos y la tercera zona de
cultivo en el lado opuesto. Con base a los mostrado en la Figura 1y 2, se puede
inferir que existe diferencias quimicas en la composicion de las zonas,
especialmente en la fraccion lipidica, igualmente la diferencia de los carbohidratos
en las diferentes zonas. Los resultados fueron consistentes con lo informado por
Craig et al., (2018) en otra matriz alimentaria.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de las pruebas microbiolégicas de la
pulpa en las tres zonas analizadas, resultados satisfactorios segun la
normatividad. Se realiz6 el recuento de E.coli, recuento mesdfilos recuento de
mohos y levaduras. De acuerdo con la norma, el recuento se encuentra dentro de
los rangos permitidos para la pulpa, cuyos valores son similares a (Hernandez,
2004) lo cual indica buenas practicas de higiene durante la obtencién de la pulpa,
los valores de mesdfilos para las tres zonas en pulpa fresca no tiene ninguna
diferencia significativa (Z1=118, Z2=112, Z3=106 ufc/g), y tiene relacién con lo
indicado por Hernandez (2004), estos valoren difieren para otros frutos como
guanabana, mango y maracuya reportado por Breymann (2013), los cuales oscilan
entre 12 — 14 UFC/g; que son frutos que tienen mayor manejo agronoémico en
Colombia; sin embargo, esto no indica que valores bajos de bacterias, no puedan
aumentar durante el almacenamiento por lo que se debe realizar estudios durante
el tiempo de almacenamiento como lo refiere Breyman, (2013), en jugos
pasteurizados (Pastrana, 2015).
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Tabla 3. Caracterizacion microbiologica de la Pulpa de copoazu

Pulpa de Valores
copoazl
Recuento Z1 0 ufc/g n=>5
E.coli UFC/ml [ 75 3 ufclg m= <10
M= -
Z3 3 ufc/g c=0
Recuento de |Z1 420 n=>5
mohos y Z2 113 m= 1.000
levaduras Z3 246 M= 3.000
UFC/g o0 ml c=2
Deteccion de | Z1 Ausencia | n=5
Salmonella/25 | 72 Ausencia | m= Ausencia
g Z3 Ausencia | M= -
c=0

Tabla 4. Caracterizacion microbioldgica de la Pulpa de copoazu
pasteurizada, congelada durante tres meses de almacenamiento.

Zona | Pulpade Pulpa de Pulpa de Valores
copoazl copoazl copoazl Resolucion
mes 1 Mes 2 Mes 3 3929/2013
Recuento de Z1 115 111 116 n=>5
microorganism m= 1000
os mesofilos z2 112 107 111 M= 3000
ufc/g o m Z3 100 100 119 c=1
Recuento Z1 4 2 0 n=5
E.coli ufc/g Z2 3 0 0 m=<10
Z3 0 0 5 =-
c=0
Recuento de Z1 46 46 53 n=5
mohos y Z2 28 27 32 m= 100
levaduras Z3 29 31 38 M= 200
UFC/g o ml c=1
n= numero de unidades a examinar, m= Indice maximo permisible para identificar nivel de

buena calidad, M=indice méaximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad, c=
Numero maximo de muestras permisibles con resultado entre my M, <= léase menor que
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Se realizé evaluacion de indicadores de calidad de la pulpa de copoazl congelada
de las tres zonas, cada una de los tres replicas correspondientes del mes 1-2-3 (1-
2-3 meses), con resultados satisfactorios para cada uno como se muestra en la
Tabla 4, Tabla 5.

Tabla 5. Analisis de presencia o ausencia de Listeria spp como indicador de
contaminacion.

Numero de Ausencia o Ausencia o
muestras presencia Listeria presencia de
spp Salmonella spp
Pulpa fresca Ausencia Ausencia
Pulpa congelada Ausencia Ausencia

Los valores de mohos y levaduras tienen diferencia significativa (p<0.05) entre la
zona uno y las otras, siendo mayor la zona uno, lo que da entender que tiene
mejor manejo de higiene en la zona dos y tres.

En la Tabla 4 se sefiala los valores microbiolégicos exigidos para las pulpas que
tienen tratamientos térmicos, en el caso de nuestro apartado se encuentra
congelado durante tres meses, el primer mes se presenté mayores valores de
E.coli, en la zona uno, siendo constante estos valores aumentados en esa zona;
aunque se encuentra dentro de los pardmetros permitidos acorde a lo descrito
para las tecnologias convencionales, se inactivan microorganismos y enzimas y
prolongan la vida util de los alimentos (Roobab, 2018), y en la misma via se
reporta mayor microorganismos cuando estas materias primas son transformadas
en jugos u otro tipo de producto por lo que su higiene se debe hacer para toda la
cadena desde el cultivo (Sultana, 2019).

Algunos autores reportan estos analisis para otros tipos de productos frescos
como las hortalizas encontrando gran numeros de mesofilos, S. aureus, y
Salmonella, los cuales hacen parte del mismo enfoque dentro de la seguridad
alimentaria (Cruz, 2019).

El copoazu, como las frutas que tienen pH acido, con concentracion de azucares
considerables, les favorece estas caracteristicas, al evitar crecimiento de algunos
microorganismos mesofilos, por lo contrario lo hace mas propenso al crecimiento
de mohos, levaduras y bacterias acido lacticas (Breyman, 2013).

Por otro lado, se evaluo la presencia o ausencia de Listeria, utilizando la técnica
de petriflm™ (Tabla 5), detectando resultados satisfactorios para ambos casos,
para pulpa fresca y para pulpa congelada en el tiempo evaluado, lo que coincide
con diversos autores (Jiménez, 2003; Breymann, 2013). La prueba de indicador de
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calidad de Listeria es una prueba destacada en productos que tienen presevantes,
denotando ausencia de colonias en todos los casos, siendo lo esperado de una
materia prima con buenas practicas de manipulacion, parametros evaluados
regularmente en productos desarrollados en medios hipertdnicos como las salsas.

Sin embargo es implicito generar esta prueba debido a los hallazgos como los
brotes de listeriosis en Estados Unidos relacionados con meldn, igualmente la
tendencia a aumentar la vida util de los alimentos refrigerados puede permitir el
crecimiento de patdégeno como Listeria monocytogenes, tendencia relacionadas
con el envasado y con el tipo de empaque o atmosfera (Graga, 2017).

Igualmente los resultados obtenidos para la deteccion de Salmonella fueron
satisfactorias, al no evidenciar presencia de colonias tipo Salmonella spp; en los
ultimos afios se ha presentado brotes de Salmonella entérica en fruta fresca como
mango, Salmonella typimurium y Salmonella Newport en meldn, papaya, sandia
(Graca, 2017; Petruzzelli, 2018).

Este tipo de estudio de calidad microbioldgica de frutas son relevantes para la
detecciéon de brotes alimenticios, asi mismo como para aplicar técnicas en
matrices alimentarias, dentro de las cuales una de las mas usadas recientemente
en ciencia y tecnologia de alimentos para frutas, jugos es el ultrasonido (Firouz,
2019), otras tecnologia no térmicas como campo eléctrico pulsado, altas
presiones, irradiaciones y combinaciones en pro de la conservacién y para
satisfacer la demanda de los consumidores son opciones a trabajar sin
comprometer propiedades nutricionales (Roobab, 2018); en general para cualquier
tipo de evaluacion de técnica en busqueda del mayor rendimiento el conocimiento
de la microbiota inicial y el control de calidad del producto es fundamental, incluso
para incursionar en metodologia como de secado en la generacion de alimentos
funcionales (Khiari, 2019).

La norma colombiana 3929 utilizada para la determinacion de parametros
microbiolégicos de jugos, concentrados o pulpas, se encuentra acorde los datos
agui suministrado para la pulpa de copoazu, igualmente se puede inferir que estos
datos son aptos para otros paises (COVENIN 1699 y COVENIN 1337), siendo que
la norma Colombiana es similar en los valores de referencia de los parametros
microbiologicos segun P§jaro (2018) y Hernandez (2006). Los analisis
fisicoquimicos y microbiol6gico permiten acercarse a la vida util tanto de la pulpa
como de un producto (Pimentel, 2017; Kaddumukasa, 2017); lo cual se puede
deducir para los datos encontrados para la pulpa de copoazu son beneficiosos;
este tipo de productos frescos son un vehiculo para la transmision de
enfermedades transmitidas de alimentos (oliveiera, 2019), que anteriormente se
encontraba como enfermedades zoonoticas (Gracga, 2017), lo cual hace relevante
la aplicacion de protocolos como los indicadores de calidad de Listeria y
Salmonella.
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Los analisis microbiologicos implementados fueron realizados en promedio de una
semana. Ciertamente, por seguridad es conveniente conocer la calidad
microbiolégica de un alimento en un tiempo menor, por lo cual, se sugiere
implementar métodos de deteccidon rapida de microorganismos basados en PCR
“Polymerase Chain reaction”.

Es necesario que las personas encargadas de la manipulacién de alimentos
conozcan los beneficios de una buena higiene y limpieza, asi mismo como los
contra mediante este tipo de estudio, y de esta manera llegar a uso de mejores
tecnologia para el estudio evolutivo de los microorganismos (secuenciacién) que
afectan la salud humana y animal, para mejorar la seguridad alimentaria como lo
manifiesta Jagadeesan (2018) y se demuestra en estudios Van Luong (2021).
Igualmente proporciona el enfoque para la nanotecnologia como técnica de
deteccidn y seguimiento de enfermedades trasmitidas por alimentos y su papel o
aporte a la seguridad alimentaria (Krishna et al., 2018).

4. CONCLUSION

La pulpa de copoazl cultivada en Macagual-Caqueta cuenta con carbohidratos,
lipidos, proteinas, &cidos organicos. Es un producto con una alta actividad de
agua, haciéndolo susceptible a la contaminacién por microorganismos patdgenos.
Sin embargo, es de resaltar que al realizar buenas practicas de higiene en su
cosecha, transporte y despulpado se puede garantizar un producto libre de E. coli,
Salmonella, Listeria, S. aureus. La presencia de mesofilos, mohos y levaduras al
encontrase dentro de los valores permitidos por norma permiten asegurar que el
producto es seguro para el consumo.

Los resultados de este apartado impulsan el aprovechamiento del copoazu, para
la obtencion de bebidas, cremogenados, helados, u otras alternativas para
alimentacion humana y animal. Asi como resaltar la importancia de mantener un
control de calidad constante a los protocolos de higiene y manipulacion de
alimentos como el control de calidad microbiolégica de productos frescos; la
calidad de la fruta recién cortada es preocupante, basados en la seguridad
alimentaria, como también en el deterioro relacionada a la vida uatil del producto
gue puede generar pérdidas econémicas.
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CAPITULO Il

OPTIMIZACION EXPERIMENTAL DE LA FORMULACION Y EL PROCESO DE
OBTENCION DE UN CREMOGENADO DE COPOAZU ADICIONADO CON
PROBIOTICO Y PREBIOTICO

INTRODUCCION

Los alimentos funcionales son una propuesta en la historia que inicia con la
bdsqueda de la longevidad y el buen vivir (Boggia, 2020; Butnariu, 2019), la
industria que se enfoca en el desarrollo de productos a base de frutas y hortalizas
ha aumentado en los ultimos afos, por mantener lo natural y disminuir los
conservantes en la ingesta, ademas de la importancia de elegir alimentos
saludables que reduzcan el riesgo de generar enfermedades (Marquez &
Marquez, 2019; Cure et al., 2017) y siendo que la cultura latina es basada en
jugos y néctares es necesario buscar otras alternativas diferentes para aumentar
el consumo de frutas de habitante por afio.

Como alternativa de desarrollo tecnolégico se encuentran los cremogenados de
fruta, que se obtienen por mezclas o pulpas puras, por medio de molturacion,
tamizado o ultrahomogenizacién, utilizando la fraccion acuosa propia de la materia
prima y manteniendo las propiedades quimicas de ella (Salamanca, 2011). Una
opcion diferente para el consumidor o poblaciones especificas de consumidores,
el uso de este producto evidencia ventajas frente al método tradicional de utilizar
la fruta como materia (Aguilar, 2014). Sin embargo, el mercado mundial tiene la
mirada hacia salud y con ello los alimentos funcionales, que aportan nutrientes
pertenecientes de la matriz y contienen componentes con actividad fisiolégica que
contribuyan a la prevencion o terapia de algunas enfermedades y mas aun de
aguellos productos que de forma natural se conserven durante el tiempo.

La Amazonia ofrece diferentes frutos para ser utilizados en tecnologia como la
mencionada, Theobroma es un importante género en la Amazonia Colombiana,
del cual hace parte el Copoazu (Theobroma grandiflorum), fruto nativo de la
Amazonia Brasilera, y distribuido en la Amazonia Colombiana, su potencial
econdémico es basado en sabor y en ingredientes de importancia (Costa, 2015;
Cardona, 2013), es un fruto que aporta a la industria alimentaria moderna, como
respuesta a cambios para agradar al consumidor. El copoazu es una fuente de
fibora dietaria (fibra soluble), su composicibn quimica reporta almidén vy
polisacéaridos de pectina y diferentes componentes de actividad fisioldgica propicio
para elaboracion de producto con finalidad de beneficio al consumidor (Barros et
al., 2016; Batista, 2016).

Dentro de los alimentos funcionales se encuentra los probidticos; el uso de
probidticos y prebidticos en matrices vegetales es una alternativa que aportan al
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producto beneficios saludables para diferentes situaciones, este tipo de productos
propenden a la prevencion de diarreas, aporte a enfermedades como colon
irritable, y modulacion de la microbiota intestinal con el fortalecimiento de sistema
inmunologico (Olveira, 2016; Santos et al., 2019); esto depende de la
concentracion y el tipo de cepa (Yang, 2018). Los probidticos son microrganismos
vivos que en cantidades tales tienen beneficios como las anteriormente
mencionadas, Lactobacillus casei es microaerofilo, de ecologia microbiana de
frutas, verduras, leche, mucosa intestinal y vaginales, reporta algunos beneficios
especificos, disminuye el colesterol, reduce el riesgo de osteoporosis, aporta a la
homeostasis de la microbiota intestinal. Dentro de los prebiéticos mas estudiados
se encuentra la inulina, con ventajas tecnoldgicas y nutricionales, que de manera
individual o en conjuncién con los microrganismos tiene beneficios ante
enfermedades gastrointestinales.

Para que un alimento contenga un probiotico debe acotar la normatividad exigida,
entre los pardmetros se encuentra la cantidad de microorganismos para ser
considerado alimento funcional, como es el caso del presente estudio, el cual debe
contener un minimo de 1 x 10®° UFC / g o mL hasta el final de su vida util
(Resolucién 333/2011; Liao, 2017). Las cepas de Lactobacillus casei y L.
plantarum son microorganismos auxotrofos, hacen parte de la microbiota de la
leche, carne, vegetales, frutas, vinos, mucosas intestinales y vaginales, es
resistente a jugos gastricos, regula la biota intestina, diminuye porcentaje alto de
lipidos en sangre, ayuda a la digestién debido a los acidos que produce y regula el
sistema inmunoldgico.

Para generar un producto de cremogenado se requiere de algunos procesos de
modelacién. Los procesos de optimizacion experimental, representan una
herramienta efectiva para el mejoramiento de la calidad de los productos,
contribuyendo en la diversificacion de productos en la cadena alimentaria,
permitiendo que se vuelvan promisorios de exportacion (Cortés et al., 2015);
igualmente es la mejor opciébn que favorece las ganancias o exista mayor
produccion segun el objetivo principal planteado (Garcia, 2019). En el disefio de
productos y procesos agroalimentarios, es frecuente acudir a las herramientas
estadisticas de disefio robusto y experimental para la valoracion y optimizacién de
mezclas de varios componentes o ingredientes (Kumar, et al., 2010). Esta tarea
corresponde, fundamentalmente, a los departamentos de Investigacion vy
Desarrollo (1+D), donde se toman decisiones de caracter interdisciplinar, ajustadas
a las politicas de las compafias procesadoras y generadoras de nuevos
productos. Para la elaboracion de jugos, néctares, conservas, compotas,
mermeladas, cremogenados 0 yogures, se requiere una mezcla 6ptima de
ingredientes que permitan generar las mejores caracteristicas organolépticas,
fisicas, reoldgicas o quimicas, aun mas econdmica, cuando alguno de los
ingredientes es muy costoso (Branco y Gaspareto, 2003).



111

La optimizacion, también denominada programaciéon matematica, sirve para
encontrar la respuesta que proporciona el mejor resultado, logra mayores
ganancias, mayor producciéon o la obtencién del menor costo, desperdicio o
malestar (Garcia, 2019), una de las técnicas de optimizacion mas usada es la
metodologia de superficie de respuesta (MSR) (Makebe et al., 2017). En el
desarrollo de productos en la industria alimentaria se hace uso de herramientas de
optimizacibn en diferentes enfoques, como caracteristicas nutricionales,
sensoriales, bajas calorias o0 en los ingredientes para encontrar la combinacion de
factores mas favorables (Schiassi, 2020; Curi et al., 2017)

El objetivo de esta investigacion fue optimizar experimentalmente la formulacion y
el proceso de obtencién de un cremogenado a base de Copoazu adicionado con
probidtico y prebidtico.

2. MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. El desarrollo de esta investigacion se llevdo a cabo en el
Laboratorio de Control de Calidad, Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin
y entre los Laboratorios de Andlisis de Alimentos de la Universidad Surcolombiana
(Neiva- Huila) y el Laboratorio de Biotecnologia y Control de Calidad de Alimentos.
Universidad de la Amazonia.

2.1 Materiales. Se utilizaron frutos frescos de Copoazu (Theobroma grandiflorum
L.) en estado de madurez fisiolégica #2 (pedunculo con desprendimiento natural
(Hernandez y Barrera, 2009), frutos colectados del Centro de investigaciones
Macagual- Cesar Augusto Estrada ubicado a 250 m.s.n.m, localizado a 22 km al
Sur de Florencia, cultivo denominado como zona dos, latitud 1° 29" 55.3” N,
longitud 75° 39’ 45.7” W, Florencia — Caqueta (Garcia,2012). Por otro lado se
utilizé como agente prebidtico S20 inulina (Cosucra, Groupe Warcoinng SA-Brasil),
y endulzante stevia (Taeq® Colombia).

2.1.1 Cultivo Lactico. Se utilizé un cultivo probiético comercial liofilizado,
correspondiente a la cepa pura Lactobacillus casei ATCC 393. La preparacion del
inoculo se realiz6 mediante suspension en caldo MRS (Man Rogosa Sugar-Conda
-Espana), fue centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos a 25°C en tubos falcon de
50 mL, la recuperacion de la biomasa se realizd en cabina de flujo laminar,
mediante uso de balanza analitica.

2.2 Elaboracion y formulacion del cremogenado
2.2.1 Higiene y manipulacion de la pulpa

Los frutos de copoazu fueron lavados y desinfectados con una solucion de
hipoclorito de sodio a 50ppm, posteriormente se realizd despulpado mecanico en
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despulpadora de acero inoxidable 300 Kg/hora ref 01200515, (tamices n. 2, marca
JARINOX).

Para el procesamiento en la obtencion de la pulpa, se realiz6 en la planta piloto de
frutas y hortalizas de la Universidad de la Amazonia, teniendo en cuenta tres fases
de operacién: Fase de adecuacion (higiene en la planta, recepcion, seleccion,
pesado, clasificacion, limpieza, lavado, desinfeccion, enjuague). Fase de
separacion (pelado, cortado, extraccion, despulpado, pesado) y fase de
conservacion (empacado — congelado), teniendo en cuentas las normas de
bioseguridad, el uso adecuado de indumentaria. La calidad microbiolégica y
fisicoquimica de la pulpa fue descrita en el capitulo Il.

2.2.2 Preparacion del cremogenado

La pulpa se homogenizé en Ultraturrax T 18 marca IKA 115V (China), durante 2
minutos (posicion 4) (15600-15500rpm), se adiciond el endulzante en 3 %,
posteriormente se incorpord el prebidtico segun el disefio experimental y se
homogeniza segun tiempo de disefio experimental, por ultimo con el objetivo de
evitar el dafio mecénico a las células vivas del microorganismo se incluyo el
in6culo de probidtico (Biomasa g); y se realizé una homogenizacion primero
manual de la mezcla con un instrumento estéril, posteriormente mecanica
(posicion 1) (3500-3600rpm), durante 1 minuto; el cremogenado fue llevado a
almacenamiento a 4°C.

2.3. Diseio experimental del Cremogenado. Para el disefio experimental de los
cremogenados se usé la metodologia de superficie de respuesta con un disefio
central compuesto, de cara centrada a=1, con 20 experimentos mediante Design
— Expert 11, donde se evaluaron las variables independientes, inulina (2 - 4%),
biomasa (2 - 2.5%), tiempo de homogenizacién (5 - 10minutos), y las variables
dependientes, actividad de agua (aw), humedad (Xw), pH, solidos solubles,
potencial Z (ZP), tamafio de particula (Do, Dso, D9o), viscosidad (u) y Log UFC/g.

2.4 Caracterizacion del cremogenado. Humedad (AOAC 930.15/1990), pH (AOAC
942.15/970.21), Aw (AOAC 978.18), acidez titulacion (AOAC 942.15) se expreso
como porcentaje de &cido citrico, solidos solubles (AOAC 932.12) Refractbmetro
MA884 Milwaukee, viscosity () Redmetro Brodfield, husillo RV4, velocidad de 0O-
100 rpm, (20 mediciones cadalO segundos), potencial zeta ({) zetasizer (nano
ZS90), Malvern Instruments Ltda, UK) usando una celda de electroforesis capilar
con una dilucion de la muestra en agua destilada de 1/50, tamafio de particular,
Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltda, Worcestershire, UK), (D1o, Dso, Doo) y
viabilidad del probiético UFC/g mediante diluciones seriadas, en siembrea en
profundidad con agar MRS en condiciones de microaerofilia. Todos los analisis se
realizaron por triplicado.
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2.5 Analisis estadistico. La optimizacion se obtuvo por el analisis por software
Statgraphics Centurion XVI®, mediante analisis de multiples respuestas y el
analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 95% a=0.05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Disefio de formulaciones del cremogenado.

El disefio estadistico experimental de elaboracion del cremogenado a base de
Copoazu con adicion de probidtico se presenta en la Tabla 1, con las variables
independientes (%Biomasa, %prebidtico, tiempo de homogenizacion), y en la
Tabla 2, se muestra las variables dependientes, viscosidad, solidos solubles, pH,
aw, humedad, potencial Z, tamafio de particula, viabilidad de probiético UFC/g, y
valores medios con la desviacion estandar; la Tabla 3 presenta ANOVA, con el
efecto estadistico de las variables dependientes en funcion con las independientes
y de las interacciones lineales y cuadraticas y en la Figura 1, se presentan los
graficos de volumenes de respuesta de las variables dependientes.

En el andlisis del desarrollo de este producto, al adicionarle los demas
componentes ademas de la pulpa se buscé que los sélidos solubles se
encontraran entre 13 +0.5 - 15+0.2.

Tabla 1. Disefio de elaboracion del cremogenado a base de Copoazu con
adicién de probidtico.

ST Biomasa Inulina Ti.empo
(%) (%) (minutos)
1 2,0 4,0 10,0
2 2,0 3,0 7,5
3 2,25 3,0 10,0
4 2,0 2,0 10,0
5 2,25 3,0 7,5
6 2,25 3,0 7,5
7 2,25 3,0 5,0
8 2,25 3,0 7,5
9 2,5 3,0 7,5
10 2,0 4,0 5,0
11 2,25 2,0 7,5
12 2,0 2,0 5,0
13 2,5 4,0 10,0
14 2,25 3,0 7,5
15 2,25 3,0 7,5
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16 2,25 4,0 7,5
17 2,25 3,0 7,5
18 2,5 2,0 5,0
19 2,5 4,0 5,0
20 2,5 2,0 10,0

El copoazu ha sido utilizado para elaboracién de jugos y néctares, cada disefio
tiene su funcion y su propoésito, en el caso de los resultados del disefio del
cremogenado del presente estudio son muy similares a lo reportado para néctares
y jugos (Curi et al., 2017) difiere con reportes de pures a base de copozu en otros
paises con valores altos de 60+/-1 % de solidos solubles, esto debido a que
utilizan conservantes y azucares (Freire et al., 2016). En el comportamiento de los
los sélidos solubles en funcion de las variables independientes consideradas se
evidencio que este parametro durante el disefio mostro afectacion por la inulina; a
mayor inulina aumenté este parametro, esto a causa de los soélidos solubles
presentes en el prebidtico y asi mismo obtuvo una interaccion negativa con los
microorganismos, entre mayor biomasa menos solidos solubles Tabla 2, esto por
el aporte de nutrientes de azlUcares que el microorganismo tiene la capacidad de
fermentar, metabolismo acorde a las bacterias acido lacticas.

Se presenta las evaluaciones de las variables dependientes en la Tabla 2, algunos
parametros con pocos cambios, como el rango para aw (0.983-0.99), lo cual es
acorde a la naturaleza del producto, o a la matriz alimentaria, pulpa de copoazu;
presentd influencia principalmente por la inulina y por la biomasa, de manera
positiva por la inulina con un valor p=0.0005, y de manera negativa por la biomasa
p=0.0368, coherente por la cantidad de solutos que aporta la biomasa a la mezcla,;
igualmente la humedad fue uno de los parametros de poca variabilidad, con un
rango bajo de Xw (84.4% - 87.87%), caracteristico de matrices con mayor riesgo
de contaminacion, lo que pueda estar medianamente controlada por valores bajos
de pH; esta variable no se vi6 influenciado por los factores (Tabla 3), lo que indica
gue es independiente de estos, en general todos los valores presentados se
encontraron dentro de los esperados para cremogenados (Fuquene et al., 2018).

Los atributos de alta calidad microbiolégica de un producto son requeridos con
durabilidad, y las propiedad inherentes de la matriz alimentaria aportan
condiciones favorables o desfavorables de estabilidad en los alimentos; en el caso
de estudio del cremogenados el rango de pH detectado fue 3.37-3.53, valores
relativamente estables lo cual permite un microambiente adecuado para el
probiotico, y adverso para flora acompafiante o contaminante; estos datos son
coherente con lo reportado para otros productos con copoazu (Nunes, 2019;
Duarte, 2010). ElI pH se vi6 afectado por la biomasa, por la interaccion de la
biomasa de manera positiva, es decir estos aumentan y la inulina de manera
negativa, mediante aumenta la biomasa la inulina disminuye aunque estas
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reacciones ocurren, con bajas fluctuaciones, tanto que cuando se analiza la
grafica los valores de pH mantiene constantes.

Tabla 2. Resultados del disefio experimental con las variables dependientes.
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conteo de colonias

Tios Xw aw viscosidad cP pH °Brix D10 (um) D50 (um) D90 (um) Potencial Z (Log UFC/g)
1 87,88+ 0,499 0,984+ 0 1400,6+ 9,8 3,49+ 0,052 15,3+ 0,1 253+ 0 130+ O 563+ 0 15,3+ 1,7 8,6+ 0,57
2 85,237+ 0,065 0,984+ 0,001 1358+ 8,7 3,53+ 0,030 14,3+ 0,2 19,5+ 0 115+ 0 502+ 0 15,7+ 23 7,6+ 05
3 86,336+ 0,106 0,985+ 0,005 948+ 10,5 3,43+ 0,011 12,3+ 0,3 8,57+ 0 86,6+ o 326+ 0O 16,8+ 0,6 7,6 0,57
4 85,726+ 0,093 0,983+ 0,001 846,6+ 0,8 3,40+ 0,020 14,07+ 0,1 7,74+ 0 89,4+ o 338+ 0 149+ 14 9+
5 86,799+ 0,179 0,986+ 0,001 669,3+ 0,0 3,483+ 0,092 13,3+ 0,0 11,1+ O 81,6+ O 351+ O 15,0+ 04 9,3+ 0,57
6 85,381+ 0,093 0,983+ 0,001 1027,3+ 1,1 3,49+ 0,01 14,5+ 0,3 36+ 0 327+ 0 1140+ 0O 17,2+ 05 7,6+ 0,57
7 85,719+ 0,010 0,985+ 0,000 1017,3+ 151 3,47+ 0,005 14,1+ 0,1 359+ 0 226+ 0 849+ 0 16,1+ 1,1 8+ 0
8 85,636+ 0,036 0,985+ 0,001 962+ 4 3,47+ 0,011 14,7+ 0,3 342+ 0 203+ 0 830+ 0 16,2+ 2,0 8,6+ 0,57
9 85,642+ 0,042 0,984+ 0,003 953,3+ 8,0 3,48+ 0,011 14,5+ 0,1 322+ 0 194+ 0 811+ 0 14,5+ 0,0 8+ 0

10 84,643+ 0,089 0,985+ 0,001 1012+ 5,2 3,50+ 0,040 153+ 0,1 36,6+ 0 220+ 0 921+ 0 15,6+ 1,0 12+ 1
11 86,127+ 0,043 0,995+ 0,009 1038,6+ 5,3 3,48+ 0,055 14,5+ 0,0 28,4+ 0 158+ 0 608+ 0 13,6+ 0,8 8+ 0
12 86,600+ 0,637 0,990+ 0,002 1088,6+ 13,5 3,393+ 0,005 13,9+ 0,98 342+ 0 196+ 0 715+ 0 14,4+ 13 9+ 1
13 84,285+ 0,104 0,985+ 0,007 1228+ 6,91 3,39+ 0 15,4+ 0,1 24,5+ 0 144+ 0 597+ 0 13,01+ 0,7 7+ 1
14 84,882+ 0,041 0,990+ 0,005 1326+ 9,2 3,40+ 0,005 153+ 0,1 26,2+ 0 144+ 0 568+ 0 13,1+ 0,3 7,3+ 0,57
15 84,436+ 0,949 0,987+ 0,003 1236+ 5,2 3,34+ 0,028 15+ 0,3 26,9+ 0 142+ 0 557+ 0 16,1+ 2,3 7,3t 0,57
16 84,419+ 0,065 0,989+ 0,001 1012+ 8,3 3,37+ 0,01 153+ o 251+ o 137+ 0 548+ 0 17,9+ 29 8+ 0
17 85,269+ 0,062 0,986+ 0,005 1154+ 6,3 337+ 0 149+ 04 26,4+ 0 139+ 0 555+ 0 159+ 21 13,3+ 0,57
18 86,762+ 0,088 0,986+ 0 966+ 14 3,37+ 0,0115 13,1+ 0,2 27,5+ 0 145+ 0 549+ 0 17,0+ 05 8,6+ 0,57
19 85,982+ 1,634 0,989+ 0 942+ 11,1 3,37+ 0,0230 149+ 04 26,6+ 0 142+ 0 565+ 0 18,2+ 1,8 7,3t 0,57
20 86,850+ 0,151 0,988+ 0,000 933,3t 7,0 3,39+ 0,01 13,1+ 0,1 23,7+ 0 133+ 0 517+ 0O 16,5+ 0,3 8,3t 0,57
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Tabla 3. Efecto estadistico de las variables dependientes en funcion con los

factores.
Variable Efectos principales Efectos cuadraticos Efectos de interaccion
A B C AA BB cc AB AC BC
Xw 0,6201 0,2145 0,1679 | 0,3502 0,1013 0,0618 | 0,9787 0,6521 0,4434
AW 0,4099 0,0892 0,1482 | 0,0322* 0,0004* 0,0792| 0,5592 0,2336 0,9566
viscosidad | 0,0108* 0,0066* 0,2105| 0,0935 0,5139 0,1333| 0,3022 0,7318 0,0002*
pH 0,0006* 0,2717 0,8024 | 0,0638 0,0088* 0,3263 | 0,0043* 0,7078 0,7604
Brix 0,4071 0* 0,7228 | 0,7827 0,0196* 0,0022* 0,0629 0,6448 0,3544
D10 0,4327 0,2182 0*| 09431 0,7474 0,182 0,0981 0,0256* 0,1879
D50 0,9326 0,5438 0,0003* | 0,7894 0,4938 0,8631 0,4375 0,0369* 0,7036
D90 1 0,1043 0,0001* | 0,6114 0,3763 0,4733 0,1705 0,0128* 0,7524
Pzeta 0,2602 0,1986 0,1171| 0,2809 0,9425 0,2216 0,2386 0,0406* 0,0443*
Log UFC/g 0,0129* 0,5341 0,478 | 0,3597 0,806 0,4876 | 0,0184* 0,572 0,1832

A: Biomasa B: Prebidtico C: Tiempo de homogenizacion.
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Figura 1. Volumenes de respuesta de las variables dependientes en funcién de las independientes para la
optimizacién de cremogenado a base de copoazl con adicion de probidtico.
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El producto aqui formulado es considerado cremogenado segun la normatividad
(BOE — A-1983-9198), elaborado con frutas, sanas y en una mezcla, el cual no
debe contener semillas, ni piel, albedo o corteza, con caracteristicas sensoriales
similares a la de la matriz de base. Las propiedades anteriormente nombradas son
caracteristicas de un cremogenado, y aportan a la evaluacion de la estabilidad del
mismo; igualmente los parametros como el potencial Z, para este producto oscilo
entre (-15.03, -17.93mV), valores relativamente bajos en comparacién con
reportes como Schramm (2005); sin embargo, para productos relacionados con
frutas como jugos, néctares, o bebidas a base de puré oscilan entre -14mV a -
18mV (De los Rios, 2019).

Los tamafios de particula oscilaron entre Dio: (7.74 -36.6 um), Dso (81.6-327 um),
Doo (517-1140 pm). Para tamafios de particula pequefios, los movimientos
brownianos son mayormente estables, en cuanto a valores intermedios el
comportamiento se refiere a las combinaciones de las tres fuerzas, (brownianas,
hidrodindmicas, y coloidales), cuando las particulas son consideradas de gran
tamafo se rige por medio de fuerzas hidrodinamicas. En todos los casos los
rangos son amplios, muy representativo de matrices alimentarias, es decir que
para el cremogenado el tipo de particula en su gran mayoria es macroscopica
similar a lo realizado con mezclas de frutales (De los Rios, 2019), lo que es una
propiedad de alimentos con mayores densidades por lo que hace muy propicio la
homogenizaciébn mecéanica para un mejoramiento de la mezcla y teniendo en
cuenta que los polisacaridos funcionan como agentes de suspension para
sistemas coloidales a base de pulpas de frutas lo que podria favorecer o atribuir a
la inhibicion de separacion o sedimentacién de solutos. Para Dio, Dso, Deo, se
evidencio la accion del tiempo de homogenizacion en el tamafio, a mayor tiempo
menor tamafio, como se espera de un proceso mecanico que existe una reducciéon
del tamafio de particula (Tabla 3).

La viscosidad se encontr6 entre (662- 1400cP), se vio afectada por la interaccion
entre inulina — tiempo, de manera positiva es decir a mayor inulina y mayor tiempo
aumentd la viscosidad, acorde con lo publicado por Passephol (2008) y Sadat
(2012), la inulina puede afectar la estructura y la textura del producto, afectando
propiedades reoldgicas; diferente sucedié con la biomasa, entre mayor es la
biomasa menor la viscosidad, evidencia que el punto mayor de viscosidad, es el
mas alto para la inulina y mas bajo de biomasa, esta disminucion de la viscosidad
en aumento de la biomasa es debido a la fermentacidén de azlcares y produccién
de &cidos organicos. Finalmente, los valores Log UFC/g estuvieron entre 7.3-13.3,
para los microorganismos de estudio los cuales cumplen los parametros de la
normatividad donde menciona el valor minimos de 10® UFC/g correspondiente a
log UFC/g 6; esta variable se afecté de manera negativa cuando mayor fue la
inulina (Ministerio de Proteccion Social, 2011).
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Optimizaciéon del cremogenado de copoazl con adicion de probidtico y prebidtico

Segun el andlisis de las formulaciones obtenidos mediante el disefio, la
determinacion del modelo mas apropiado se obtuvo mediante la optimizacion de
multiples respuestas, en primer lugar, para la variable dependiente considerada de
mayor importancia conteo de colonias Log UFC/g de microorganismos probiodticos
entre los factores, los valores obtenidos fueron Biomasa de 2%, Inulina 4%, Yy
tiempo de homogenizacion 5 minutos, al cual denominamos Optimizacion A (TA),
con una deseabilidad de 0.884384, y un impacto de 5 (Cortes et al., 2019).

Mediante el analisis de las formulaciones y el ANOVA, y en iguales condiciones
utilizando impactos entre 3 - 5y peso de 1 — 3, por optimizacibn de multiple
respuesta, para las diez variables dependientes con una deseabilidad de
0.645776; los valores hallados optimizados bajo las anteriores indicaciones fueron
Biomasa 2%, Inulina 4% y tiempo de homogenizacién 10 minutos, denominado
Optimizacion B (TB), estos serian los mejores atributos de calidad del
cremogenado, los cuales se acercaron a valores experimentales, ensayos
realizados por triplicado, ver Tabla 4, donde en la mayoria tiene diferencias bajas,
lo cual hace predecible un modelo mas confiable y se encuentran dentro de los
parametros permitidos por la normatividad.

Tabla 4. Resultados de optimizacion y experimentales del cremogenado a base de
copoazu con adicion de probidtico.

Optimizacién A

Variable Valor Valor teérico Diferencia | EMR
dependiente experimental
Log UFC/g 10.1+1.732 10.02 0.08 0.798
Optimizacion B
Variable Valor experimental Valor teérico Diferencia EMR
dependiente
aw 0.98 + 0.00 0.98 0 0
U (cP) 1194 + 3.46 1364.44 170.44 12,49157163
pH 3.37 £ 0.00 3.48 0.11 3,16091954
°Brix 14.9+0.43 14.97 0.07 0,46760187
D10 (um) 2450 19.7653 -4.73 2,393082827
D50 (um) 133+0 107.376 -25.624 23,86380569
D90 (um) 444 £ 7.8 480.418 36.418 7580,481997
/PZ/ 15.467 £ 1.24 15.6654 0.1984 0,126648538
Log UFC/g | 9.667 +2.081 8.69761 -0.969 0,111409916

EMR: Error medio relativo.

En otros productos desarrollados a base de copoazu se ha encontrado diferencias
entre los soélidos solubles, y esto debe sugerirse a la zona de recoleccion de la
pulpa, y la formulacién del producto como lo menciona Freire (2016), con sdlidos
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solubles que oscilan entre 8-8.5 aproximadamente; los valores aqui presentados
para nuestro producto denotan un buen control para el desarrollo del mismo,
ademas que es beneficioso para el microorganismo insertado. En el caso del pH, y
la actividad de agua, fueron muy similares para ambos casos.

La optimizacion fue realizada de acuerdo a diferentes autores utilizando disefio del
modelo basados en tres variables independietes por medio del sofware Design
Expert, donde se disefiaron 20 corridas y posteriormente su evaluacion mediante
analisis de superficie de respuesta, con la tabla ANOVA se demostro las variables
significativas para la optimizacion del modelo (Mendoncaa, 2019; Hernandez,
2018); sin embargo, este tipo de disefio también se pueden establecer
estadisticamente mediante disefio experimental de mezclas (Salamanca, 2015);
asi mismo se presenta relacidbn con numerosas variables dependientes como
también la de mayor importancia (Jeirani, 2012; Plata, 2012).

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) direcciona a la optimizacion de
un proceso, sefala la regién con rendimiento mas Optimo; fue profundizada por
parte de George Box y Wilson, después de la aplicacion del disefio en ambientes
industriales, quimicas y de proceso en el afio de 1930, regularmente representada
por una grafica tridimensional, es un plano que tiene lineas rectas paralelas;
permite la relacion o la prediccion de la variable respuesta con el factor.

4. CONCLUSIONES

El cremogenado es una opcion de producto agroindustrial, mediante el estudio de
las variables que lo afectan en su almacenamiento, y es una gran oportunidad
para iniciar el desarrollo de otros productos mediante el uso de frutos Amazdnico,
utilizando tecnologias alimentarias, y basados en los alimentos funcionales, es asi
como se demuestra en este estudio que es una excelente matriz alimentaria para
la sobrevivencia de microorganismos probiéticos.

En la optimizacién estadistica, las mejores opciones encontradas para el
desarrollo de producto de cremogenado a base de copoazi con adicién de
probiético fueron dos formulaciones, la primera denominada optimizacion A,
Biomasa de 2%, Inulina 4%, y tiempo de homogenizacion 5 minutos, la cual se
hallo entre la mayor interaccion entre los factores y la variable de mayor
importancia, la variable dependiente viabilidad del probidtico; la segunda
denominado optimizacion B, Biomasa 2%, Inulina 4% y tiempo de homogenizacion
10 minutos, la cual se hallo mediante la interaccion de los factores con diez
variables respuestas.

Los valores del disefio fueron muy cercanos con los valores experimentales. Sin
embargo los microorganismos como seres Vivos son predecibles hasta el 60% por
lo cual se realizé una optimizacion con solo la variable de mayor importancia.
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Los resultados de este estudio apoyan el fortalecimiento de cadenas productivas
regionales especialmente la cadena cacaotera a la que pertenece el copoazu, asi
como también aporta a la implementacion de desarrollo mediante analisis
estadistico para la creacion tecnolédgica sostenible de productos agroindustriales,
abre paso al uso de alternativas de conservantes que se consideren dentro de los
alimentos funcionales sin dafiar o desmejorar las caracteristicas nutricionales y
organolépticas de matriz alimentaria aqui presentada.
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CAPITULO IV

ESTABILIDAD DE UN CREMOGENADO A BASE DE COPOAZU Y VIABILIDAD
DEL PROBIOTICO INSERTADO EN EL PRODUCTO DESARROLLADO
DURANTE EL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

INTRODUCCION

La industria de frutas ha aumentado como resultado al conocimiento de los
alimentos saludables y de alimentos funcionales; Colombia es un pais exportador
de frutas, para el afio 2018 obtuvo un incremento en su porcentaje de exportacion,
superior al 5.64%, frutas como aguacates, maracuya, mangos, pifia, papaya,
fresas entre otros (Colombia Productiva, 2019); en los reportes se evidencia una
baja actividad de exportacion de los frutos Amazédnicos, los cuales son de poca
adquisicién en Europa y América del Norte. En general el consumo se ha visto
incrementado hacia alimentos funcionales, alimentos que sensorialmente
satisfagan a la mayoria de los grupos poblacionales, siendo importante desarrollar
productos a base de frutos Amazdnicos para aumentar su comercio. CopoazU
(Theobroma grandiflorum) es un fruto nativo de la Amazonia Brasilera, y
distribuido en la Amazonia Colombiana (Costa et al., 2015; Bernal et al., 2017), el
interés de investigacion de este fruto ha aumentado desde el afio 2010 por sus
predominantes componentes bioactivos, especialmente en Caqueta y Guaviare
(Fantinelli, 2017; Hernandez, 2012); fragancia por la presencia de compuestos
volatiles como ésteres, (etil acetato, butanoato de etilo, propanoato de etilo,
hexanoato de etilo) (Ramos et al., 2019). La pulpa del copoazu es usada para
jugos, mermeladas, néctares, confiterias, entre otros, es aroméatica y cremosa,
amarilla — blanca (Herndndez, 2010), a pesar de su utilidad las pérdidas
poscosechas son entre el 15 -50% por la poca trazabilidad, y el poco control de
calidad agronémico (De Alvarenga et al., 2016; De Oliveira, 2019).

La pulpa de Copoazu tiene un pH entre 2 - 4, presenta principalmente sacarosa
como el carbohidrato en mayor proporcidon (34.6% materia seca), contiene &cido
palmitico, linoleico y a- linolénico, K, Mg, P (34.27; 13.07; 15.73g /100 ¢
respectivamente), presenta pectina (390 - 850 mg), indicado para mermeladas y
jaleas. Contiene proteinas entre 1.55 — 1.92g (peso seco), aminoacidos 21,9 mg
(%N), extracto etéreo 0,48 -16 g; almidoén 0,96 g; azlUcares reductores 2,8 — 3,03
g; fibra 0,5 — 1,89, brix 10,5 — 12, pH 3,2 -3,6, vitamina C 18,3 — 33 mg, entre sus
caracteristicas (Hernandez, 2010), lo que lo hace atractivo a generar alternativas,
tales como tratamientos térmicos para la pulpa logrando ofrecerla durante el afio,
sin presentar desarrollo de productos a base de copoazu por lo que autores como
Ramos (2019) presentan la importancia de adaptar tecnologias a las condiciones
locales para implementar programa agricolas involucrando dicho fruto.
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Los subproductos de copoazu han mostrado relevancia en la persistencia de los
componentes, segun Roncancio (2018), como la matenca del copoazu, es un
emoliente, lubricante, con capacidad de absorcion de agua, (240%), lo que ayuda
a la estabilidad y como co-emulsionante en emulsiones, adicionalmente los acidos
grasos de cadena larga ayuda a una mayor hidratacion. Dentro de las
presentaciones ofertadas existe pulpa pasteurizada empacada, se usa para
disminuir la microbiota de la pulpa, y a pesar de su considerable reduccion los
costos de congelacion son altos, igualmente las tendencias a la modernidad de la
presentacion y al cuidado de la salud hace importante generar nuevos desarrollos
de productos. La vida util de un alimento se relaciona con la determinacion de la
estabilidad de atributos de calidad en un periodo de tiempo de almacenamiento,
para el caso del cremogenado a base de Copoazu con insercion de L. casei, se
evaluo la aceptabilidad durante seis meses de almacenamiento a partir de analisis
sensorial mediante prueba subjetiva versus la comparacion de calidad
microbioldgica y viabilidad del probiético (Rodriguez, 2019). El objetivo de este
capitulo fue determinar la estabilidad fisicoquimica del cremogenado con insercion
de probidtico durante el almacenamiento de 0 a 6 meses.

Para estudiar las caracteristicas del cremogenado a base de copoazl con
insercion de L.casei ATCC 393 durante el tiempo de almacenamiento se plante6
como propodsito evaluar las propiedades fisicoquimicas del cremogenado, y la
aceptacion de este por analisis sensorial durante el tiempo de almacenamiento; y
mediante la aplicacion del espectro infrarrojo con reflectancia total atenuada ATR-
FTIR como herramienta se realizé andlisis de la informacion quimica aportada.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Recoleccion de frutos y pulpa

Los frutos de Copoazu (Theobroma grandiflorum), fueron obtenidos en el centro de
investigacion Amazoénicas Macagual — Cesar Augusto Estrada, (altitud de 242 msnm,
(HR 87% y una temperatura 28°C, precipitacion anual de 3650 mm H20) N
01°29’55.3” W 075°39°45.7”), los frutos fueron individuos cosechados al azar, con
grado madurez fisiologica, después del que pedunculo se desprende naturalmente
(Hernandez, 2010). Se realiz6 desinfeccion del fruto, lavado con solucion de
hipoclorito de sodio a 50 ppm. El despulpado se realiz0 de forma mecanica
(despulpadora de acero inoxidable 300 K/hora ref 01200515 (tamices n. 2, marca
JARINOX), se empaco en bolsas de polietileno con cierre hermético y se llevo a
almacenamiento a -18°C hasta su uso.

Activacion cepa

Se utilizé la cepa comercial Lactobacillus casei ATCC393, se activO segun las
indicaciones del fabricante, y se obtuvo biomasa después de su activacion, en 200
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mL de caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe) (Conda), a 37°C por 72 horas, en
condiciones anaerdbicas (Marin et al., 2019).

2.2 Preparacion del cremogenado.

Se realizaron dos tratamientos de cremogenados TA y TB, para evaluar de
manera individual durante los 6 meses. Se utilizé pulpa pasteurizada,
homogenizada durante 2 minutos (Ultraturrax T 18 marca IKA - posicion 4 (15600-
15500rpm), se incorpord el endulzante con estevia en 3% (Taeq) (extracto de
estevia al 5%).

Se adiciond prebidtico, inulina, para TA 4% y TB 3%, se homogeniz6 para TA
durante 5 minutos, y para TB 10 minutos, (Ultraturrax, posicion 3 (11000-
11200rpm), y con la finalidad de proteger las células del probi6tico fue inoculado al
final del proceso, TA — Biomasa 2%, TB Biomasa 2.25%, homogenizada de
manera manual y posteriormente mecanica por 1 minuto (posicion 1 — (3500-
3600rpm), el cremogenado fue llevado a almacenamiento en refrigeracion (Tabla
1).

Tabla 1. Ingredientes de los cremogenados de tratamientos TAy TB

Biomasa (%) Inulina (%) Tiempo de
homogenizacién
(min)
TA 2 4 5
B 2.25 3 10

Conservacién de cepa. La cepa de cultivos fue conservados a -20°C, durante el
periodo de estudio (6 meses) y al finalizar se conservaron a -70°C segun
condiciones Optimas de microorganismos probidticos con caldo MRS, adicionando
glicerol 20% y otros con skim milk 20% (Sanchez,2020).

2.3 Almacenamiento

El producto, es decir el cremogenado después de desarrollado fue almacenado en
refrigeracion (4 - 6°C) (refrigerador Haceb — Colombia) en recipientes de vidrio con
capacidad de 120 mL y tapas plasticas, y evaluado durante 6 meses (180 dias).

Cada tratamiento TA y TB, se uso0 diferentes recipientes para ser evaluados en el
periodo de estudio. Cada tratamiento se realizé por triplicado.

2.4 Caracterizacion del cremogenado. Cada una de las siguientes pruebas se
realizaron mensualmente durante 6 meses.
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2.4.1 Propiedades de estabilidad.

Para la evaluacion de la estabilidad del cremogenado se tuvo en cuenta las
variables independientes: tratamiento A (TA), tratamiento (TB), tiempo de
almacenamiento (0 — 6 meses) y como variables dependientes: cenizas (AOAC
942.05), actividad de agua (aw) (AOAC 978.18/1978) por medio de equipo marca
Aqualab 4TE Decagon Devices, Inc. Pullman, WA (4 - 4,5g del cremogenado)
cuyo sensor fue calibrado con soluciones de sal acuosa saturada 13.41 m LiCl
(0.25 £ 0.003 aw), 8.57m LIiCl ( 0.50 £ 0.003 aw), 6.0 m NaCl (0.76 + 0.003 aw) y
2.33 m NaCl (0.92 £ 0.003 aw (Schmidt y Lee, 2012), humedad (xw) (AOAC
934.01/1935), sélidos solubles (AOAC — 932.12) (refractometro marca MA884,
Milwaukee, expresados °Brix, 20°C), pH (AOAC 981.12) (muestra 5g con 95 ml de
agua a 25°C, antes de las mediciones el instrumento se calibré con soluciones
tampoén (pH 4, 7 y 10 a 25°C), acidez total (AOAC 942.15/1988) expresado como
acido citrico (%), potencial zeta (mV) usando equipo marca Zetasizer (Nano ZS90,
Malvern Instruments Ltda, UK) con una celda de electroforesis capilar con una
dilucion de la muestra en agua destilada (1/50) y tamafio de particula (D1o, Dso, y
Doo) con equipo marca Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltda,
worcestershire, UK).

Determinacion de indice de estabilidad (R) en el cremogenado. Para la evaluacion
de indice de estabilidad (R), se realizé una dilucién 1/100, de cada muestra, se
ley6é en 400nm y 800nm (Multiskan go) siendo R= A800/A400 comparados con los
valores del blanco (Pefia et al., 2015).

2.4.2 Caracteristicas de viscosidad.

Se utiliz6 mediciones de los cremogenados anteriormente planteados, mediante
un viscosimetro marca Boeco (M) husillo RV4, a una velocidad de 100 rpm y una
temperatura constante de la muestra en su temperatura de almacenamiento entre
(10+2°C). Se hicieron lecturas en los meses 1, 2y 3.

2.4.3 Evaluacion del contenido total de compuestos fendlicos, flavonoides y
Vitamina C.

Se determind el contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y Vitamina C en
cada tratamiento (A y B) de cremogenado a base de copoazu con insercion de L.
casei ATCC 393, en cada mes durante 6 meses.

Determinaciéon de fenoles totales

La determinacion del contenido de fenoles totales se realizé usando el método de
Folin-Ciocalteau. Para ello se prepar6 una mezcla de reaccion, utilizando el
extracto, agua desionizada y el reactivo de Folin-Ciocalteau, se dejo reaccionar
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por 5 minutos y se agregd carbonato de sodio 7.1%, después de 1 hora de
reaccion en la oscuridad, se leyd la absorbancia a 760 nm. Los resultados se
expresan como miligramos de acido galico (AG) por gramo de muestra empleando
como referencia &cido galico (Barros et al., 2016).

Evaluacion del contenido de Flavonoides

Para realizar la evaluacion del contenido de flavonoides se utilizé el método de
Zhishen, Mengcheng (1999) empleando una mezcla de agua desionizada,
extracto, NaNO2 5% y AICls al 10% después de 5 min, se adicioné NaOH 1M, se
dej6 reaccionar 15 min, y por ultimo se adicion6 agua desionizada. Esta mezcla se
guardé en la oscuridad por media hora y se procedié a leer la absorbancia a una
longitud de 510 nm. Los resultados se expresan como miligramos de catequina
por gramo de muestra; usando catequina como referencia (Dae-OKk et al., 2003).

Contenido de vitamina C

Para analizar el contenido de &cido ascorbico o vitamina C, se adicion6 acido
oxalico 0,15% al extracto de muestra. Luego se prepard una mezcla de reaccion
con extracto, 2-nitroanilina al 0,16%, nitrito de sodio al 0,08%, etanol al 96%,
después de 5 minutos de reaccion, se agreg6o hidroxido de sodio al 10% y agua
destilada. Por ultimo, se leyo la absorbancia a 540 nm. El contenido de acido
ascorbico se reportdé en unidades de mg de acido ascorbico (A.A) por gramo de
muestra, usando acido ascérbico como estandar (Novakova et al., 2008).

2.4.4 Determinacion de la capacidad antioxidante por métodos hidréfilicos, ABTS,
DPPH.

Se determind la capacidad antioxidante a cada tratamiento (A y B) en el
cremogenado de Copoazu durante cada mes por 6 meses empleando métodos
como ABTS, DPPH.

Actividad atrapadora del radical libre DPPH.

Para realizar la actividad atrapadora del radical liore DPPH (1,1 difenil -2
picrilhidrazil), se utilizé una solucion madre de DPPH (9,9 mg de DPPH en 100 ml
de metanol) junto con el extracto. Esta mezcla de reaccién se agitdé en vortex y se
almaceno en la oscuridad por 30 minutos, la absorbancia se ley6 a una longitud de
onda de 517 nm y los resultados se expresaron en pmol de trolox por gramo de
muestra, usando TROLOX como antioxidante de referencia (Dudonne, 2009).
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Reduccién del radical Catién ABTS™

El desarrollo de esta actividad se lleva a cabo haciendo reaccionar el extracto y
una solucion de ABTS (acido 2,2' — azino - bis- 3 - etillbenzotiazolin - 6 -
sulfonico), la cual consiste en mezclar el reactivo ABTS y persulfato de potasio en
agua durante 48 h utilizando el extracto, se preparé una mezcla de reaccién y se
guardo en la oscuridad por 7 min, finalmente se ley6 la absorbancia a 734 nm,
utilizando trolox 5mM como patron de referencia; los resultados se expresan en
pmol de TROLOX (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) por
gramo de muestra (Thaipong et al., 2006).

2.4.5 Espectroscopia FT-IR

Preparacion de la muestra. Luego de cumplido cada periodo mensual, se
pesaron 50 g de cada tratamiento y se adicionaron en recipientes de vidrio para su
posterior liofilizacion usando un Liofilizador de mesa, modelo 0.1 JLG marca
LABOTECGROUP-China (laboratorio de productos naturales- Universidad de la
Amazonia). La muestra seca obtenida fue pasada por tamiz estandar #60
(diametro del agujero de 0.25 mm) en bolsas herméticas rotuladas ademas con un
empaque secundario con silica como agente desecante, para posterior envio a la
ciudad de Neiva para andlisis infrarrojo al laboratorio CESURCAFE de la
Universidad Surcolombiana.

Analisis de FTIR. Esta medicion se realiz6 por medio de un equipo marca Agilent
technologies Cary 630 FTIR Santa Clara, CA, EE. UU, con un rango de frecuencia
entre 4000 — 400 cm, regioén infrarrojo media (Vriesmann, 2010).

Se utiliz6 0.5 g de muestra de cada tratamiento (A y B) para la lectura en el
espectrometro de infrarrojo con transformar de Fourier con reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR), en el rango de 4000— 650 cm™, con una resolucién de 8
cm? y 20 escaneres (resolucion 4). Se us6é modo Apodization: Happ-Genzel. Las
mediciones de ATR-FTIR se realizaron en una atmésfera seca y a temperatura
ambiente (20 + 0.5 ° C) (Bahamon et al., 2018).

2.4.6 Viabilidad del L.casei ATCC 393.

Se midié la viabilidad del probiético mediante recuento en placa, con agar MRS,
siembra en profundidad, se realizaron diluciones seriadas con peptona universal
(Merck Alemania) (10 -10°), se inicié con 10 g de muestra con 90 ml de peptona
0.1% (pH 7.2), realizando homogenizacion mediante vortex (Boeco 300 1/min) por
dos minutos, se incubaron a 37°C en condiciones de anaerobiosis (Gas Pack
system, OXOID) (Obando et al., 2010; Costa, 2015).
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Cabe aclarar que en esta investigacion se realizaron estudios previos de viabilidad
del microorganismo con la pulpa con y sin inulina, con y sin edulcorante y en
temperaturas de refrigeracion (6-10°C) y temperaturas de congelacion (-8°, -25°C),
evaluacion que se realizé a 6 dia y a los 15 dias, el cual no mostré6 ninguna
afectacion en conteo de colonias del probidtico, permitiendo iniciar con la adicion
del microorganismo en producto desarrollado.

2.4.7 Control de Calidad microbiolégica del cremogenado a base de Copoazu con
probiotico.

Se evalud los cremogenados de los tratamientos (A y B) durante los 6 meses de
almacenamiento evaluado. La calidad microbiolégica se determind mediante
recuento de mesobfilos (AOAC 966.23), mohos y levaduras (AOAC 997.02),
coliformes totales (AOAC 991.14), S.aureus (AOAC 975.55). Deteccion de
Salmonella spp/25g (AOAC int 2003) (Saavedra et al., 2014) segun lo requerido
por la resolucion 003929 del 2013 (Ministerio de Salud y proteccion Social). Se
realiz6 muestras de cremogenado con y sin inclusion de probidtico con las mismas
condiciones de higiene para el conteo de mesofilos para evitar interferencia por
parte de los probiotico incluidos.

Recuento de microorganismos aerobios mesdéfilos, agar plate count (Difco ™
Stantard methods agar peptona de caseina glucosa extracto de levadura),
incubacion 35 +/- 2°C 48 horas +/- 2 h, inoculacién en profundidad, de muestras
diluidas 101, 102,103, 104, placas duplicadas. Los resultados fueron informados
como recuento de placas aerobias/g (ufc/g) (AOAC 966.23-a). Para recuento de
mohos y levaduras se usé el método de petrifilm™ (AOAC 997.02), las diluciones
de las muestras fueron realizadas con agua buferada de KH2POs, siguiendo las
instrucciones del fabricantes para la conservacion de las placa de petrifilm a <8°C,
se realizaron diluciones seriadas 107, 102,103, 104, se homogenizo y luego se
colocé en la placa petrifilm, la cual se encontré en una superficie plana, el inoculo
se realizé con 1 ml suspendido mediante pipeteado perpendicular en el centro de
la base y se procedié a colocar la pelicula superior sobre el indculo, y presion
mediante el esparcidor y se dejé reposar durante 1 minuto. Las placas fueron
incubadas en posicién horizontal con la cara trasparente hacia arriba (25°C+ 2) por
5 dias, en blogue no mayor de 10 unidades, segun el inserto del fabricante las
levaduras son colonias pequefias, color verde azulado o blanquecino, los mohos
suelen ser azules pero también puede tomar su pigmentacion natural y son mas
grandes y difusas que las levaduras, se reporta promedio de las colonias/g. Para
coliformes y E.coli fue usado petrifim™ (AOAC 991.14), las muestras se
prepararon como se describié anteriormente del resultado de la homogenizacion,
con diluciones seriadas con una incubacion 35°C 24 +/- 2 h segun el fabricante
aparecen colonias rojas con una 0 mas burbujas asociadas a la produccion de
COz, se realizé conteo en las placas que se encontraban entre 15-150 colonias,
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las colonias sin gas no son contadas para coliformes; para E.coli, las colonias
aparecen de color azul asociadas a burbujas de gas.

Para la evaluacion de microorganismos indicadores de manipulacion se utilizé
petrifilm™, Staph Express — recuento de Staphylococcus aureus; paralelo se
sembrd con agar Bair Parker, siembra en superficie 1 ml, diluciones seriadas por
triplicado, 48 h 37 +/-2°C (AOAC 975.55), su conteo se realiz6 entre 20-200
colonias, las colonias positivas presuntivas (colonias circulares, convexas, lisas,
diametro 2-3mm grisaceas a negro azabache con margen de color blanquecino).

Para los microorganimos indicadores de calidad o microorganimos de
contaminacion, se realizdé deteccion de Salmonella por medio de cuatro etapas,
pre-enriquecimiento, etapa de enriquecimiento selectivo, etapa de aislamiento en
medios selectivos, pruebas bioquimicas diferenciales (AOAC Int. 2003).

Adicionalmente como indicador de contaminacion se realizé deteccion de Listeria
por placa petriflm™ para cada zona en evaluacién (Jiménez, 2003), método
aceptado por la AOAC (certificado N.° 030601).

2.4.8 Analisis sensorial

Se realizé mediante sesenta (60) jueces no entrenados (consumidores) en edades
de 19 a 60 afios, se evaluaron parametros globales de sabor y apariencia del
cremogenado desde el tiempo 0 hasta 180 dias. Se suministré formato con escala
de agrado para los tratamientos evaluados, 1: le molesta, 2: ni le gusta ni le
disgusta, 3: le gusta poco, 4: le gusta mucho; a su vez, 1: acepta, 0: rechaza, 1:
compra, 0: no compra. Las muestras se presentaron al consumidor en recipientes
plasticos de 10 ml previamente identificados con un numero de tres digitos
asignado aleatoriamente y a una temperatura de 12°C. No se aporté a los
consumidores informacién acerca del producto para evitar que influyera en las
notas afectivas sobre el mismo (Hui, 2006). Esta prueba afectiva fue realizada en
el laboratorio de Biotecnologia y Control de Calidad de Alimentos de la
Universidad de la Amazonia.

2.8 Anélisis estadistico

Los datos del cremogenados para ambos tratamientos A y B, durante el tiempo de
almacenamiento (6 meses), se procesaron con analisis de varianza ANOVA, con
nivel de confianza del 95%. Se realizaron comparaciones de medias, las
diferencias significativas fueron halladas mediante Statgraphics Centurion XVI
(Manugistics Inc., Rockville, MD, EE. UU). Los valores de la evaluacion de calidad
microbioldgica, fue expresada mediante descripcidn de crecimiento de la misma.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el analisis de las variables respuestas en funcion de la variable independiente
(tempo de almacenamiento) se evidencia un efecto estadistico significativo
(p<0.05) de todas las variables respuesta en correlacion Tabla 2. La comparacién
de las variables respuestas mostré un efecto estadistico entre ellas para el mismo
tratamiento durante el tiempo de almacenamiento, excepto para el parametro de
potencial Z p=0.0913 y vitamina C p=0.5648, lo cual es un buen indicativo de
estabilidad de la muestra durante el tiempo dado que no mostro separacion de
fases; a diferencia del tratamiento B que todos los parametros presentaron una
diferencia estadistica en comparacion con el tiempo de almacenamiento, el cual se
mantuvo cercano a su valor inicial hasta los 3 meses (valor promedio -9,413mV)
Tabla 3.

Tabla 2. ANOVA de los atributos de calidad en el almacenamiento del
cremogenado tratamiento A

Propiedad P valor Propiedad P valor
Cenizas (%) 0.0001 | D10 (um) 0.000
Viscosidad p (cP) 0.0001 | D50 (um) 0.0002
Xw 0.0001 | D90 (um) 0.0000
Solidos  solubles 0.000 | Potencial Z mV 0.0913
totales (°Brix)
pH 0.000 | R indice de estabilidad 0.0022
aw 0.000 | Flavonoides 0.0057

(mgCat/100g muestra
bh)
Acidez (%) 0.000 | FENOLES mg AG/100 0.0000
g muestra bh
DPPH (umol 0.000 | VIT.C (mg A.A/100g 0.5648
trolox/100g muestra bh)
muestra bh)
ABTS (umol 0.000
Trolox/100g
muestra bh)

Tabla 3. ANOVA de los atributos de calidad en el almacenamiento del
cremogenado tratamiento B

Propiedad P valor Propiedad P valor
Cenizas (%) 0.0000 | D10 (um) 0.0000
Viscosidad p (cP) 0.0000 | D50 (um) 0.0000
Xw 0.0000 | D90 (um) 0.0000
Solidos  solubles 0.0000 | Potencial Z mV 0.0000
totales (°Brix)
pH 0.0000 | R Indice de estabilidad 0.0000
aw 0.0038 | Flavonoides 0.0022

(mgCat/100g muestra
bh)
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muestra bh)

Acidez (%) 0.0000 | Fenoles mg AG/100 g 0.035
muestra bh

DPPH (umol 0.0000 | VIT.C (mg A.A/100g 0.0103

trolox/100g muestra bh)

muestra bh)

ABTS (umol 0.0000

Trolox/100g

En la Figura 1 se presenta la evolucién de los valores medios y desviacion
estandar de los cremogenados tratamientos (A y B) durante el tiempo de
almacenamiento 6 meses, de cenizas, aw, Xw, soélidos solubles, pH, y acidez del
cremogenado a base de copoazu adicionado con probiético y prebiético, durante
el almacenamiento de 6 + 2°C.
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Figura 1. Promedio medio de cenizas, aw, Xw, solidos solubles (SST) y acidez titulable del
cremogenado a base de Copoazu con insercion del probiético, durante el almacenamiento
de 6 £ 2°C.

En la produccion de bebidas de frutas con probidticos son relevantes algunos
parametros como el pH del producto final, que permita la supervivencia de los
microorganismos; la temperatura de almacenamiento (refrigeracion 4°C), para
buscar una estabilidad microbiolégica, fisicoquimica y sensorial del producto,
evitando la produccion de metabolitos que impacten en la viabilidad de los
probioticos. Los valores de pH para los cremogenados para el tratamiento TA (3,5
- 6,13), TB (3,3 - 3,1), para TA solidos solubles (13,9-10,47 °Brix), cenizas (4,86 -
8,42%), acidez (0,834-0,751%), TB solidos solubles (14,9-15,6 °Brix), cenizas (5,5
— 5,2%) acidez titulable total (0,741-2,14,5 % de acido citrico), estos valores
debido a la distribucién de los ingredientes del cremogenado, en el TB tiene un 4%
del prebidtico que ayuda a mantener el pH, lo cual no afecté su relacion con el
microorganismo. En el TA disminuyd en principio el pH y posteriormente aumento,
diferente al TB que se mantuvo estable, lo cual es similar a lo reportado por Costa
(2015) en muestras de yogurt, aduce que el contenido bacteriano mediante su
actividad metabdlica consume azucares, y produce acido lactico, lo cual en
principio disminuye el pH, y posteriormente cuando se agota los nutrientes los
microorganismos utilizan las proteinas y producen otros metabolitos, que
aumentan el pH, lo cual se mostré en el TA o se sugiere que la aparicion del
consumo de &cidos grasos después del azucar como fuente de carbono y la
degradacion de pectinas a acidos uronicos, adicionalmente de la producciéon de
acidos organicos por parte del microrganismo podrian también explicar la
reduccion del pH, evidenciado en el TB (Costa, 2015; Espiritu, 2011).

La humedad para TA (88,8 -91,8 %) TB (87,2 — 88,351 %), se encuentra dentro de
los pardmetros permitidos para cremogenados segun el (Boe — A-1983-9198), aw
(0,985 -0,995) para TA y TB se mantuvo en 0,987 hasta los seis meses de
almacenamiento con fluctuaciones en el tiempo, las cuales son bastantes altas
representativo de este tipo de productos de purés de fruta. Los valores de sdlidos
solubles, de ambos experimentos se encuentran relacionados con pH, lo cual se
evidencio para TB se mantuvo hasta el tercer mes y disminuyo en el cuarto mes,
para TA, se mostré un comportamiento diferente aumento en el tercer mes, y para
el cuarto disminuyo, esto debido al consumo de azuUcares y posteriormente a la
utilizacion de proteinas para su metabolismo, lo cual se refleja en el aumento de
solidos solubles totales por los metabolitos producidos, es decir que los valores de
sélidos solubles, pH, acidez correspondieron a lo esperado por la degradacién de
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los nutrientes o componentes solubles presentes en la fase acuosa evidencia de la
existencia en el producto de un microorganismo inoculado.
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Fig 2. Promedio de los valores de viscosidad (u), PZ, indice de estabilidad del
cremogenado a base de copoazu con insercion del probiético, durante el almacenamiento
de 6 £ 2°C.

Las variaciones durante el tiempo para los dos tratamientos (A y B) para potencial
Z (P2), viscosidad (cP), y R como indice de estabilidad son mostrados en la Figura
2, sus valores iniciales y finales de PZ (-16,73, -12,6 mV), u (1012 - 751cP), indice
R (0,74 x0,01 - 0,38+0,01) para el tratamiento A, y para el tratamiento B, PZ (-
14,8, - 6,93 mV), u (1154 - 727cP), indice R (0,507 £0,03 - 0,313+0,00) (Figura 2).
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El producto desarrollado tiene poca cantidad de lipidos y en el estudio de sus
componentes nutritivos se evidencié que ayudan a la estabilidad natural de la
misma dispersion (Curo et al., 2017) las proteinas presentes en la pulpa ayudan a
Su vez a potencializarlas mediante las posibles uniones que existen entre proteina
— carbohidratos, ademas de tener en cuenta los componentes del cremogenado
como la inulina que genera un poder de agente estabilizador, al realizar
mediciones de los cremogenados del potencial Z, se encontraron valores -16 a -
14, valores reportados para purés y cremas (-20mV), lo cual difiere con lo
reportado Schramm (2005), que sefala estabilidad moderada con valores -30mV,
incluso estudios para detectar los mejores componentes en algunas soluciones
han buscado que se acerque a ese valor (Mirhosseini et al., 2008); sin embargo,
los reportes se asemejan a soluciones o emulsiones con propiedades lipidicas
altas. Se observd disminuciéon de la viscosidad para TAy TB; el PZ para el TA
mostré un comportamiento asintomatico con una disminucion notable desde el
mes cinco, fue mas estable, al poseer mayores fuerzas repulsivas en el sistema en
comparacion el TB (Figura 2), sin embargo, teniendo en cuenta que la viscosidad
disminuye a través del tiempo, esto provoca una mayor movilidad de las particulas
en la fase continua y mayor probabilidad de interaccion de choques de particula,
gue podria inestabilizar el sistema e inducir una posible separacion de fases en TB
a tiempo mayores de 6 meses, posiblemente por su tamafio de particula, siendo
gue la concentracion de iones de esta mezcla proviene exclusivamente de la
matriz ya que no existe ningun tipo de agente adiconado.

Se determind indice de estabilidad por absorcion espectral, mide las distribuciones
de tamafio de particula a partir de la variacion angular de la intensidad de la luz
dispersa cuando existe el paso de un rayo a través de la muestra de particulas
dispersas, para los tratamientos A y B, se obtuvo un valor constante durante el
tiempo de almacenamiento con disminucién desde el mes 4, con mayor influencia
en el tratamiento B que en el A (Figura 2). Los valores de viscosidad fueron
medidos durante tres meses de almacenamiento evidenciando un leve descenso
con valor n<1, siendo el mismo comportamiento que para la pulpa de copoazu,
pseudoplastico, coherente con lo reportado por Costa (2015), esto debido a la alta
concentracion de particulas sélidas en suspension como pectinas, hemicelulosa,
almidon, pectinas (Vriesman, 2009; Revelo et al., 2016), por lo que evidencia una
alta viscosidad segun Vrisman, (2010). oo
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Fig 3. Promedio de los valores de tamafio de particula (D10, Dso, Deo), flavonoides, fenoles
totales, vitamina C, ABTS, DPPH de los tratamientos (A y B) del cremogenado a base de
copoazu durante el tiempo de almacenamiento.

Los valores para TA para D10 (12,46 - 12,9 um), Dso (109,6-152,6 um), Deo (651,6 —
1770 um), fenoles totales (905,9 - 1027,4 mg AG/100 g muestra bh), vitamina C
(81 -61,3 mg A.A/100g muestra bh), ABTS (808,4 - 2404,2 umol Trolox/100g
muestra bh), DPPH (5766,8 - 18621,6 umol trolox/100g muestra bh), flavonoides
(92,315 - 102,5 mgCat/100g muestra bh) se encuentra en la Fig 3 en comparacion
con el TB. TB D10 (26,4 — 11,86 pum), Dso (139,6-156,6 pum), Dgo (555 —1780 pm)
fenoles totales (816,263 - 726,6 mg AG/100 g muestra bh), vitamina C (90.86 -
64,15 mg A.A/100g muestra bh), ABTS (1728,6 - 5297,5umol Trolox/100g muestra
bh) DPPH (4797,820 - 20251,938 umol trolox/100g muestra bh), flavonoides
(91,852- 93,7 mgCat/100g muestra bh).

Entre los factores que afectan la estabilidad de los cremogenados como una
suspension, es la temperatura, los solidos solubles totales, y el tamafio de
particula segun Aguilar (2013), normalmente en una suspension las particulas son
grandes entre 0.6 a 2 x 10* cm, coherente con los datos del cremogenado de
copoazu, esta mezcla es caracterizada como puré de fruta (Figura 3), y deben ser
agitadas fuertemente para su consumo, debido a la probabilidad de separacion;
sin embargo, para el cremogenado de copoazl no presentd division de fases
visual durante el tiempo de almacenamiento, esto debido al correcto tiempo de
homogenizacién y manejo de la pulpa antes de adicionar el microorganismo, entre
mayor sea el tiempo de agitacion, mas tiempo tardara en separarse sus fases
segun Schramm (2006), debido a la traccion mecanica realizada para consecucién
de particulas pequefias en principio por el proceso de despulpado el cual se
realiz6 paso de pulpa por malla del equipo, posteriormente en desarrollo del
producto por medio del instrumento de dispersion, evidenciando una buena
homogenizacion del producto manteniendo la estabilidad de la dispersion
(Schramm, 2006). El tamafo de particula representa, los valores 10%, 50%, y
90% de los tamafios que corresponda segun cada porcentaje, es asi que se
mostro una leve disminucion del Dio durante el tiempo, lo cual presume aumento
de Dso, caso mas pronunciado para el tratamiento B, similar a lo publicado por
Castagnini, (2014).

Observando el comportamiento del contenido de fenoles totales (Figura 3) para los
dos tratamientos del cremogenado de copoazu en el tiempo, se evidencia que
presentan un comportamiento similar durante el almacenamiento evaluado, para
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TA el contenido de fenoles aumentd de manera significativa en el mes 2, TB en el
mes 5, mientras que en los otros meses el contenido de estos metabolitos no
presenta variacion significativa.

El aumento observado de contenido de fenoles totales durante el almacenamiento
pueden ser debido a las reacciones enziméticas y no enziméticas que producen
los compuestos fendlicos en respuesta al estrés provocado en el producto durante
su almacenamiento (Mufioz, 2015; Ginzberg et al., 2009) o en contraste cuando
hay disminucion de concentracion se puede asimilar a la degradacion de los
metabolitos por oxidacién y polimerizacion con proteinas que estos pueden
enfrentar después de un largo tiempo de conservacion (Santander et al., 2017),
por ello, al aumentar o disminuir la concentracion de estos metabolitos se estaran
alterando las propiedades del producto.

La variacion del contenido de fenoles totales durante el almacenamiento del
cremogenado de copoazl es similar a lo reportado Morales y Vivas (2015),
evaluaron tres bebidas con diferente porcentaje de pulpa de curuba; igualmente
Sanchez et al., (2013) en el desarrollo de una bebida a base lactea con extracto
de curuba, publicaron resultados similares donde el comportamiento de los
compuestos fendlicos tiende a ser constante, pero con algunos aumentos o
descensos durante el tiempo de almacenamiento. Para los cremogenados de
copoazu, el alto contenido de fenoles totales permite que sean considerados como
un producto funcional, con propiedad antioxidante (Rodriguez et al., 2014;
Curimbaba, 2020)

Para los flavonoides del cremogenado a base de copoazu (Figura 3), varié la
concentracion de estos metabolitos durante su almacenamiento, con un
comportamiento similar para los dos tratamientos, en el primer mes no hay
diferencia significativa (p>0.05), su contenido es constante, y aumenta en el mes 2
para ambos tratamientos, presentando diferencias significativas (p>0.05) en el
tratamiento B donde se encontré el mayor contenido, en los meses posteriores la
concentracion fluctud, sin diferencia estadistica durante el tiempo de
almacenamiento, esta fluctuacién o inestabilidad del componente es debido a las
numerosas reacciones enzimaticas y quimicas durante el almacenamiento y
procesamiento de los alimentos, donde las transformaciones que sufren los
polifenoles son causadas por reacciones oxidativas catalizadas por polifenoles
oxidasas como lacasas, catecol oxidasas, tirosinasas y por peroxidasas, alterando
asi el contenido de los flavonoides (Adetuyi et al., 2014).

Los valores aqui presentados para flavonoides son similares a los publicados por
Raga et al, 2014) en su estudio sobre el efecto de las condiciones de
almacenamiento sobre la capacidad antioxidante del mesocarpio homogeneizado
y troceado de lechosa (Carica papaya L.), donde concluyen que, bajo un periodo
de almacenamiento, dichos compuestos fendlicos aumentan debido al estrés que
son sometidos, luego decrecen hasta un punto donde se estabilizan.
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Asi mismo, se evaluo el contenido de acido ascoérbico (A.A) también conocido
como vitamina C, el cual es un componente nutricional con alto potencial
antioxidante, los resultados obtenidos para los dos tratamientos se encuentran
resumidos en la Figura 3.

Durante el tiempo de almacenamiento del producto se pudo notar que los dos
tratamientos presentan un comportamiento similar; a pesar de no mostrar
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de vitamina C, se
aprecia una leve disminucion de concentracion durante el tiempo de estudio, lo
cual se da debido a que la vitamina C es demasiado labil e inestable, razén por la
gue se produce degradacion a través del tiempo; factores como la temperatura,
luz, oxigeno, pH, enzimas, metales y concentracién de sal y azucar, son los
responsables de influir en el mecanismo de degradacion cuando se procesa o
almacena los alimentos (Sanchez et al., 2015). De acuerdo con Santander, et al.,
(2017) expresa que un producto a base frutas llega al final de su vida util en el
punto en que la concentracion de vitamina C llega al 50 % del valor inicial,
podemos confirmar que este cremogenado frente a esta evaluacion es estable
durante los 6 meses de almacenamiento ya que su contenido en el mes 6 es
mayor al 50 % del contenido inicial.

Resultados similares presenta Paez et al., (2007) donde estudia la cinética de
degradacion del acido ascorbico en el jugo de parchita; y Mendoza-Corvis et al.
(2017) en su estudio degradacién de vitamina C en un producto de mango
(Mangifera indica L.) y lactosuero, donde al evaluar la cinética de degradacion,
vieron como disminuia la concentracion de acido ascorbico durante el tiempo,
aunqgue a bajas temperaturas tienen una mejor estabilidad de estos compuestos.

De igual manera, los valores de acido ascorbico iniciales obtenidos en este trabajo
(Figura 3) son mayores que los obtenidos por Ferrel y Mamani (2014) en el néctar
de copoazu (0,93 mg/g muestra), igualmente que en el estudio realizado por
Tecse (2017) evaluando el porcentaje de retencién de vitamina C en pulpa de
copoazu enlatada, donde obtuvieron valores de 14,62 mg A.G/100 g de muestra
para el producto final.

Para DPPH (eliminacion del radical 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo) mostré un
comportamiento similar de la actividad antioxidante en los 2 tratamientos durante
su almacenamiento. En el mes 0 y 1 la actividad antioxidante es baja, pero crece
de manera significativa para el mes 2 y en los siguientes meses varia con algunos
cortos descensos intermedios, presentando diferencias significativas (p<0.05) solo
en los 2 primeros meses de almacenamiento. Este aumento de actividad
observado durante el almacenamiento se puede atribuir a la formacién de
pardeamiento de Maillard, reaccion que produce efecto negativo en productos
alimenticios a base de leche, frutas y hortalizas alterando su valor nutritivo, ya que
en su formacion se degrada proteinas y carbohidratos, ademas la reaccion de
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Maillard puede alterar las propiedades organolépticas al verse alterado los
compuestos como las vitaminas y los aminoacidos esenciales (Michalczyk, 2010).

Para los cremogenados de copoazu, la capacidad de eliminar el radical DPPH
durante su almacenamiento ha sido similar a lo encontrado por Sanchez et al.,
(2013) en el desarrollo de una bebida lactea con extractos de curuba, donde
observaron disminucién de la actividad antioxidante en los primeros 8 dias y un
aumento después de los 15 dias de estudio. Sin embargo, son diferentes a los
reportado por Won-Young et al., (2017) donde evalla la actividad antioxidante y
calidad durante el almacenamiento de un yogur al cual se le ha adicionado polvo
de aceituna, disminuyendo linealmente la actividad antioxidante durante el tiempo
de almacenamiento. De igual manera con Thanajiruschaya et al., (2010) quien
reporta disminucion de la actividad antioxidante en muestras de arroz molido
durante 7 meses de almacenamiento.

Por otra parte, el ensayo acido 2,2'-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) se observdé un comportamiento similar para ambos tratamientos con
respecto a la variaciéon de la actividad en el tiempo, estos tratamientos no
presentaron un comportamiento especifico, ya que mostraron aumentos con
diferencia significativa en los meses 2 y 4, y disminuyeron la actividad en los
meses 3 y 5 los cuales no muestran diferencia significativa respecto a la actividad
inicial. Este comportamiento, donde la actividad aumenta y disminuye,
posiblemente es debido a la regeneracion de los compuestos responsables de
estas reacciones a través de los efectos sinérgicos entre los compuestos
antioxidantes presentes en el producto (Izasa, et al., 2011).

Este comportamiento para ABTS presentado para los tratamientos en el
cremogenado de copoazu, es diferente a lo reportado para otros productos
durante el almacenamiento, en el caso de Zapata et al., (2019) evalué compuestos
bioactivos y actividad antioxidante en un jugo de mango almacenado a 4°C y
reportd6 un aumento significativo en los primeros 16 dias de almacenamiento,
posteriormente la actividad disminuy6 hasta el dia 64 de almacenamiento. Por otro
lado, Xu et al., (2019) quien evalué el efecto del tiempo de almacenamiento sobre
la actividad antioxidante del té blanco, ha reportado de la actividad antioxidante
disminuye de manera significativa a medida que aumenta el tiempo de
almacenamiento diferente a Sanlidere (2011) muestran que la actividad
antioxidante aumenta durante 4 semanas en el yogur tradicional y comercial.

Los resultados obtenidos al evaluar actividad antioxidante tanto por métodos
basado en transferencia de atomos de hidrogeno (DPPH, ABTS) muestra que el
producto mantiene estable sus propiedades antioxidantes durante el primer mes
de almacenamiento, a partir del segundo mes las variaciones no son constantes y
esto se asimila al efecto que provocan las reacciones enzimaticas en la
produccion de azucares reductores durante el almacenamiento (Zapata et al.,
2015).
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3.5 Analisis de espectroscopia FT-IR
Andlisis ATR-FTIR de cremogenado de copoazu en tratamiento A- mes 4

En el analisis del espectro FTIR del cremogenado tratamiento A para el mes 4
(M4), (Figura 4) mostré una region de carbohidratos entre 900-1200 cm, una
region de proteinas entre 1550-1700 cm™ y una regiéon de lipidos entre 2800-
3000cm? (Reuter et al., 2020). El perfil del espectro ATR-FTIR de la Figura 4 fue
similar al espectro FTIR obtenido para polisacéaridos solubles en agua extraidos de
Opuntia stricta (Koubaa et al., 2015), obtenido para alimentos ricos en
carbohidratos (Mondragén et al.,, 2017) y similar al obtenido para pulpa de
Cucurbita moschata (Quintana et al., 2018) indicando alto contenido de
carbohidratos en el cremogenado de copoazu de muestra M4. Es de notar que la
muestra en la Figura 4 contenia gran cantidad de carbohidratos propio de las
pulpa de copoazu, ademas de una cantidad de maltodextrina (polisacarido) como
agente diluyente sélido de la estevia y cuyo espectro de infrarrojo (Santiago-
Adame et al., 2015) fue similar al del cremogenado de copoazu (Figura 4) y otra
cierta cantidad de inulina (polisacarido) como agente prebiético (Tabla 4) cuyo
espectro de FTIR (Melanie et al., 2015) también fue similar al obtenido en la Figura
4.

En el caso de proteinas, las sefiales de amida | y amida Il en 1661 cm™*y 1541cm-
! respectivamente de proteinas se ubica en una regién de gran sobrelapamiento
de bandas y son mas anchas comparadas con las sefiales adyacentes (Reuter et
al., 2020). La banda amida | se debe a tensiones C=0 y la banda amida Il se debe
a deformaciones de NH2 en amidas primarias principalmente y en menor grado por
flexiones N-H y tensiones C-H de amidas secundarias. La presencia de bandas
intensas cuyas frecuencias en 1653 cm (C=0, amida I) y 1547 cm (N-H flexién
en plano, C-N extension, amida Il, indican la presencia de proteina en la pulpa de
fruta. Las vibraciones caracteristicas C-O-P, C-O-C y C-C de los &cidos
nucleicos, lipidos y proteinas. Vibraciones de extension en fosfatos de ADN/ARN y
fosfolipidos se encuentran en este rango espectral. En particular, los principales
componentes en esta regidbn surgen del grupo amida Ill, el cual incluye
extensiones C-N y flexiones en plano N-H (~1300 cm), ademas de las
extensiones asimétricas (1237 cm™) y simétricas (1080 cm) del grupo fosfato
(PO2). La observacion de bandas del grupo fosfato se debe a la presencia de
acidos nucleicos, asi como a sales inorganicas de fosfatos, comunmente
presentes en tejidos bioldgicos (Castorena-Garcia et al., 2011).

En el caso de &cidos nucleicos, las bandas fosfodiéster antisimétrica vas (PO2-) en
1220 cm? y simétrica en vs (PO2-) en 1090 cm™* asociadas a ADN no son
evidentes en el espectro dado, debido a que la cantidad de ADN de la pulpa de
copoazl o de Lactobacillus casei es muy pequefia y estas bandas son
sobrelapadas por bandas mas intensas de los carbohidratos (Reuter et al., 2020),
lo cual ocurre para el tratamiento (A 'y B).
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En el caso de carbohidratos, la sefial en el rango 3600-3100cm™ esta asociada
con la presencia de tension O-H relacionada con puentes de hidrogeno de
carbohidratos. La sefial entre 1336-1314 cm™ se asocia a presencia de celulosa
cristalina tipo 1l. La banda en 1157cm™ indica presencia de grupo C-O-C
sugiriendo la presencia de grupo éter saturado que caracteriza la celulosa amorfa.
Un pequefio hombro en 896 cm* esta asociada con la vibracién C-O-C de carbono
anomeérico de carbohidratos presentes en pulpa de copoazd, inulina y L. caseli
(Ramos et al.,, 2014). Sin embargo, junto a las tensiones simétricas y
antisimétricas de los enlaces H-O-H ubicadas en el intervalo 3400-3280cm-* estan
las bandas de en 3300cm™ y 3080 cm™ asignadas a tensiones N-H (amida A y B)
conformando la banda ancha entre 3000-3600cm™ observada (Castorena-Garcia
et al., 2011). La muestra evaluada tiene gran contenido de carbohidratos, propio
de las pulpas de frutas, dadas las bandas de absorcién intensas entre 900 — 1400
cml. La region entre 900-1150cm ™ representa tensiones de C-O y C-C y los picos
entre 1190 y 1400cm™ corresponden a flexiones O-C-H, C-C-H y C-O-H de
carbohidratos, la banda en 1000cm™ es caracteristica de sacarosa. La banda
entre 3100 y 3400 cm™ es tension OH y entre 2800 y 3000cm* es de tensién C-H
de carbohidratos simples y complejos. ElI grupo OH de humedad residual y del
ambiente pudieron contribuir a esta banda ancha (Cholassery et al., 2019). Las
bandas en 1150, 1100 y 1020 cm™ caracterizan &cido galacturénico de
polisacaridos pécticos (Coimbra et al., 2002). Las sefiales en 1740cm™ y 1250cm*
se deben a los grupos carbonilo de hemicelulosa. También se observaron
vibraciones del anillo aromatico de lignina en 1600 y 1500 cm*. Se han atribuido
los picos en 1340cm™ (OH en plano de flexién), 1160cm™ (tensién asimétrica C-O-
C) y 900cm? (deformacién C1-H) con la celulosa (Draman et al 2016).
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Figura 4. Espectro ATR-FTIR de cremogenado tratamiento A mes 4 (M4). Curva
promedio de tres determinaciones.

Con respecto a lipidos, la sefial en 2950cm-* corresponde a tensién de grupos C-H
en anillo fendlico. La sefal en 1594 cm™ es caracteristica de elongacién de enlace
C=C en el anillo aromatico de lignina. Las sefiales en 820-855cm™ y 750-780cm*
se relacionan con sustituciones de los grupos en posiciones orto y para del anillo
aromatico presente en la pulpa de copoazu (Ramos et al., 2014). Las bandas entre
2950 cm™ y 2850cm™ se asignaron a vibraciones asimétricas y simétricas de
tension C-H de lipidos (Castorena-Garcia et al., 2011). La banda intensa en 1720
cm? se asocia a éster carbonilo C=0 de los triglicéridos o fosfolipidos (Castorena-
Garcia et al., 2011).

En la Tabla 4 se presentan las sefiales mas intensas encontradas en el espectro
infrarrojo, con referencias similares a lo encontrado para el analisis de nuestro
estudio.

Tabla 4. Sefales de mayor absorcion observadas en espectro ATR-FTIR de
cremogenado a base de copoazu con adicion de probidtico, tratamiento A mes 4
(M4).

Regidn (cm-1) Grupo funcional2 Referencia
1661 Amida | (proteina) Reuter et al 2020, Song et al
2018
3300 Amida A, N-H Castorena Garcia et al 2011
1541 Amida Il (proteina) Reuter et al 2020, Song et al
2018
3080 Amida B, N-H tensiéon | Castorena Garcia et al 2011
3100-3600 Carbohidrato Ramos Casellis et al 2014
3490-3300 Tension H-O-H Castorena Garcia et al 2011
2960 Tensién CH3 | Castorena Garcia et al 2011
asimétrica
2930 Tension CH2 | Castorena Garcia et al 2011
asimétrica
2880 Tensién simétrica | Castorena Garcia et al 2011
CH3
2850 Tension simétrica | Castorena Garcia et al 2011
CH2
1744 Tensidon C=0 ester Castorena Garcia et al 2011

Tratamiento B, mes 1
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El andlisis del espectro FTIR de cambios en la composicion del cremogenado B
mes 1 (Figura 5) mostré una region de carbohidratos entre 900-1200 cm, una
region de proteinas entre 1550-1700 cm™ y una regiéon de lipidos entre 2800-
3000cm™ (Reuter et al., 2020). El espectro ATR-FTIR de cremogenado del
tratamiento B presenté una absorcién diferente en la region entre 1100-1750 cm™?
comparado con el cremogenado A.

En el caso de proteinas, las sefiales de amida | y amida Il en 1661 cm™ y 1541cm-
1 respectivamente de proteinas se ubica en una region de gran sobrelapamiento
de bandas y son mas anchas comparadas con las sefiales adyacentes (Reuter et
al., 2020). La banda en 1661 cm™! fue mas intensa en cremogenado B respecto de
cremogenado A. La banda amida | se debe a tensiones C=0 y la banda amida I
se debe a deformaciones de NH2 en amidas primarias principalmente y en menor
grado por flexiones N-H y tensiones C-H de amidas secundarias. La presencia de
bandas intensas cuyas frecuencias en 1653 cm (C=0, amida ) y 1547 cm* (N-H
flexion en plano, C—N extension, amida Il, indican la presencia de proteina en la
pulpa de fruta. Las vibraciones caracteristicas C-O-P, C-O-C y C-C de los
acidos nucleicos, lipidos y proteinas. Vibraciones de extensién en fosfatos de
ADN/ARN vy fosfolipidos se encuentran en este rango espectral. En particular, las
principales componentes en esta regién surgen del grupo amida I, el cual incluye
extensiones C-N y flexiones en plano N-H (~1300 cm-1), ademas de las
extensiones asimétricas (1237 cm-1) y simétricas (1080 cm-1) del grupo fosfato
(PO2). En el cremogenado B las dos sefiales antes mencionadas presentaron
mayor solapamiento respecto al cremogenado A (Figura 4). La observacion de
bandas del grupo fosfato se debe a la presencia de acidos nucleicos, asi como a
sales inorganicas de fosfatos, comunmente presentes en tejidos biolégicos
(Castorena-Garcia et al., 2011).
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Figura 5. Espectro ATR-FTIR de cremogenado tratamiento B mes 1 (M1). Curva
promedio de tres determinaciones

Las sefales de lipidos fueron similares para los dos tratamiento (A y B), sefal en
2950cm* corresponde a tensién de grupos C-H en anillo fendlico, la sefial en 1594
cm? es caracteristica de elongacién de enlace C=C en el anillo aroméatico de
lignina. Igualmente para el tratamiento B, las sefiales en 820-855cm™ y 750-
780cm™ se relacionan con sustituciones de los grupos en posiciones orto y para
del anillo aromatico presente en la pulpa de copoazu similar a lo reportado por
Ramos Casselis et al., 2014. Las bandas entre 2950 cm y 2850cm se asignaron
a vibraciones asimétricas y simétricas de tension C-H de lipidos (Castorena-
Garcia et al., 2011) siendo mas intensas en cremogenado A comparado con
cremogenado B. La banda intensa en 1720 cm ! se asocia a éster carbonilo C=0
de los triglicéridos o fosfolipidos (Castorena Garcia et al., 2011).

En la Tabla 3 se presentan las sefiales mas intensas encontradas en el espectro
infrarrojo con autores que reportan valores similares en estudios con productos
relacionados con pulpas de difentes frutas.

Tabla 5. Seflales de mayor absorcion observadas en espectro ATR-FTIR de
cremogenado A (M4)

Region (cm-1) Grupo funcional2 Referencia
1661 Amida | (proteina) Reuter et al 2020, Song et al
2018
3300 Amida A, N-H Castorena Garcia et al 2011
1541 Amida Il (proteina) Reuter et al 2020, Song et al
2018
3080 Amida B, N-H tension | Castorena Garcia et al 2011
3100-3600 Carbohidrato Ramos Casellis et al 2014
3490-3300 Tension H-O-H Castorena Garcia et al 2011
2960 Tensién CH3 | Castorena Garcia et al 2011
asimétrica
2930 Tension CH2 | Castorena Garcia et al 2011
asimétrica
2880 Tensién simétrica | Castorena Garcia et al 2011
CH3
2850 Tension simétrica | Castorena Garcia et al 2011




152

CH2
1744 Tension C=0 éster Castorena Garcia et al 2011

Variacion mensual de la absorcién del espectro ATR-FTIR de cremogenado A
durante los seis meses de almacenamiento.

Al evaluar los cambios en la absorcion de las sefiales en el espectro ATR-FTIR del
tratamiento A, durante seis meses de almacenamiento entre 4-6 °C se observo, en
general, un aumento aproximadamente uniforme de la absorcion en todas las
regiones del espectro ATR-FTIR en el orden M3<M1<M2<M4<M5<M6. Este
aumento en la absorcién al pasar el tiempo fue mayor en la region de lipidos 2800-
3000 cm?, en la region de carbohidratos 900-1300 cm™ y de proteinas de 1500-
1700cm™* segln la Figura 6, observandose dos grupos de absorciéon IR. Las
muestras M1 y M3 presentaron una baja absorcion muy similar entre si
conformando un primer grupo y la alta absorcion de M2, M4, M5 y M6 fue
relativamente similar entre si conformando un segundo grupo.
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Figura 6 Variacion mensual de las sefiales del espectro ATR-FTIR de
cremogenado A de copoazu. Cada curva es el promedio de tres determinaciones.

Se ha demostrado que productos a base de pulpas conservadas a 6°C,
disminuyen componentes bioquimicos del producto, en algunos casos generando
dafos por frio (Mortuza, et al., 2014; Serna et al., 2013). Los cambios antes
mencionados probablemente sucedieron en el cremogenado A, en el cual se
observé un ligero pardeamiento al final del periodo de almacenamiento a baja
temperatura similar a lo observado por Patel et al (2016). La bacteria probiotica
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Lactobacillus casei ATCC393 tiene actividad amilasa extracelular y produce acido
lactico entre otras actividades, generando una leve actividad fermentativa en la
superficie del cremogenado de forma que el acido lactico que se va formando
puede aumentar la absorcidon de algunas bandas del espectro infrarrojo del
cremogenado A como el caso de la banda de tension C=0 en 1730 cm™, la cual
es caracteristica de grupos carboxilo. La sefal varié6 entre 2500-3000 cm™ es
debida a la tension O—H del componente acido, mientras que las bandas en la
regién 1200-950 cm™ son explicadas por modos de tensién de grupos funcionales
C—C y C-0. El intervalo més bajo de la region debajo de 1200 cm~ generalmente
representa diferentes tipos de vibraciones C-H, C-O y CHs (Paucean et al., 2017).

Variacién mensual en la absorcién del espectro ATR-FTIR de cremogenado B

Al evaluar los cambios en la absorcion de las sefales en el espectro ATR-FTIR del
cremogenado B durante seis meses de almacenamiento entre 4-6 °C, se observé
un aumento aproximadamente uniforme de la absorcion en todas las regiones del
espectro ATR-FTIR en el orden M3<M5<M2<M4<M6<M1. Lo anterior implicaria
que durante el almacenamiento de cremogenado B hubo disminucion fuerte de
absorcion infrarroja luego del mes 1 seguido de una leve disminucion de absorcion
de infrarrojo en los siguientes meses. Esta disminucion en la absorcién fue mayor
en la region de lipidos 2800-3000 cm, en la region de carbohidratos 900-1300
cm y de proteinas de 1500-1700cm segun la figura 5 observandose dos grupos
de absorcion IR. La muestra en el mes M1 presento una absorcion alta
conformando un primer grupo y la absorciébn de M2, M3, M4, M5 y M6 fue
relativamente menor y similar entre si conformando un segundo grupo. Estos
resultados muestran que la absorcion infrarroja de los cremogenados estudiados
depende fuertemente de las proporciones de los ingredientes de su formulacion. A
bajas temperaturas de almacenamiento tales como -20°C se han registrado
cambios bioquimicos en zumos de pulpas de frutos de Artocarpus heterophyllus
tales como disminucion gradual del contenido de carotenos y vitamina C, aumento
en el contenido de solidos solubles totales y contenido relativamente estable de
azucares reductores, no reductores y totales durante 270 dias de almacenamiento
(Mortuza et al.,, 2014). Los registros de los cambios y dafio por frio en frutos
acercan a lo que pudo suceder durante el almacenamiento de cremogenado B
(Serna et al., 2013).
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Figura 7. Variacion mensual de las sefiales del espectro ATR-FTIR de
cremogenado B de copoazu. Cada curva es el promedio de tres determinaciones.

3. 6 Viabilidad del L.casei ATCC 393

La tendencia a mejorar la calidad de vida, mediante la alimentacion es cada dia
mas alta, igualmente la presencia de personas con intolerancia a la lactosa,
dislipidemias, alergias a las proteinas lacteas hacen centrar mayor la atencion a
los alimentos como otras matrices para los microorganismos probiéticos (Castillo,
2019), y es aqui donde centramos nuestra atencion en la insercion del L. casei en
una matriz alimentaria de fruto amazénico.
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Los resultados de viabilidad del probidtico en el cremogenado estudiado en esta
investigacion se presentan en la Figura 8.

Conteo de colonias de Lactobacillus casei ATCC393
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Figura 8. Conteo de Lactobacillus casei ATCC 393 en el tiempo de
almacenamiento (6 meses) del cremogenado a base de copoazu.

Existe diferentes intensiones o alternativas de trabajar con la pulpa de copoazu
con la inclusion de azucar dietéticas, o bajas en calorias para agradar al
consumidor (Vallejo et al., 2017). Muchos de los productos desarrollados en
copoazu son interesantes y para incluir probioticos se debe garantizar la viabilidad
de ellos, a pesar de la existencia de las diferentes técnicas de conservacion se
debe evaluar sin capsula para luego buscar mejoras en el producto.

El microorganismo L.casei ATCC 393 present6 una adaptabilidad en suspensiones
a base de Copoazu con inulina que garantizan su viabilidad. El uso de este tipo de
microorganimos es concordante con diferentes estudios como Marin (2019), quien
enuncia los beneficios del L.casei y Obando (2010), sefiala la viabilidad de este
dentro de una matriz lactea en comparacion con otros probioticos durante 21 dias
siendo el de mayor poblacion el L.casei, asi mismo el uso de este microorganismo
para elaboracion y produccion de alimento animal es reportado por Jurado (2020);
igualmente el tiempo de inoculacion fue el adecuado (t0), teniendo en cuenta el
fundamento de la curva de crecimiento microbiano, lo cual dio resultados positivos,
debido al complemento que ejerce la inulina, segun reportes del buen crecimiento
microbiano en comparacion con otros prebioticos (Bernal, 2017) y el éxito regular
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gue tiene con otros probidticos a temperaturas de refrigeracion (Bedani, 2013).
Adicionalmente el endulzante, aspectos tecnoldgicos a tener en cuenta como
ensayos prototipo (Castillo, 2019; Dharmasena, 2012).

Para ambos tratamientos (A y B) el microrganismo superé 10® UFC, hasta el mes
4 con conteos de viabilidad de probiotico alrededor de Log8 UFC/g; para el mes 5
de igual manera se observo una disminucion del microorganimos, el cual adn se
encuentra entre los pardmetros permitidos para caracterizarlo como alimento con
probiotico. En cuanto al prebidtico usado no influyo en la viabilidad probidtica, el
cual se ha encontrado diferentes publicaciones de conceptos de su ayuda en la
viabilidad, como Costa (2015) que evidencié una disminucion del probiético en el
tratamiento que contenia mayor inulina, por lo que sugiri6 en su conclusién una
posible interferencia por parte de prebiético; diferente a lo presentado por Bedani
(2013) quien sefiala el aporte del prebidtico para el crecimiento y viabilidad del
probidtico.

La viabilidad del probiético en los primeros 15 dias disminuyo significativamente (p
<0.05) para los dos tratamientos lo cual es similar a lo ocurrido en otras
evaluaciones, esto es debido al agotamiento de algunos nutrientes, el probiotico
puede alterar la relacion indicada en el medio, adicionalmente el microrganismo
puede haber producido componentes antimicrobianos como bacteriocinas y H202
0 acidos organicos que eventualmente pueden haber inhibido el mismo
microorganimo. Posteriormente el microorganimo se mantiene mas estable en
ambos tratamientos obteniendo conteos favorables segun la normatividad hasta el
mes evaluado (Costa, 2015).
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Figura 9. Analisis de componentes principales del cremogenado con insercion de
probidtico.

El andlisis de correlacion por componentes principales, muestra un efecto
significativo, el tiempo sobre las variables, en menor proporcion paraelmes 1, 2y
3, con mayor proporcion dado que se muestran mas lejos del cero los meses 4, 5
y 6, para TB es de igual manera pero menos afectada, como era de esperarse el
tiempo almacenamiento afecta las variables dependientes (Figura 8). Los valores
de sdlidos solubles, no se ve afectada ni por Xw, ni por cenizas, tiene diferencias
estadisticas entre pH y aw, Xw, acidez, y con una relacidon negativa solidos
solubles, acidez, con valor de p <0.05, aw tiene una relacion estadisticamente
negativa con solidos solubles, y UFC/g, lo cual es congruente con los fundamentos
de actividad de agua es disminuida si aumenta los sélidos solubles y si estos a su
vez disminuyen, presume que los microorganismos o el conteo de colonias es
mayor.

De manera general, la vida atil en productos de frutas con probidticos existe varios
métodos, entre artificiales y naturales, las fuentes no lacteas contienen acidulantes
naturales, que aumentan la vida util del producto creando un ambiente anaerobico,
Optimo para microorganismos tipo probidticos por la disminucion del oxigeno
disponible, lo cual favorece el crecimiento, al igual que los azucares naturales que
ayudan al crecimiento del mismo (Aguilar, 2014). Es asi como numerosos factores
ayudan a la vida util de un alimento, en el caso de productos que contienen
probioticos favorecen al objetivo de durabilidad como el mantener los
microorganismos en buenas condiciones, factores como concentracion de
oxigeno, acidez, pH, tipo de empaque, temperatura de produccion y de
almacenamiento, fuera de las tecnologias de conservacion como secado y
congelacion (Aguilar, 2014).

3.7 Calidad microbiolégica del cremogenado a base de Copoazu con
probiético.

Los cremogenados fueron evaluados durante el tiempo almacenado (1-6 meses),
en la Tabla 6 se puede apreciar el control de calidad microbioldgico o evolucion
microbiano durante el tiempo de almacenamiento mediante recuento de mesofilos,
mohos vy levaduras, coliformes totales, S. aureus y como indicador de
contaminacion se realiz6 deteccibn de Listeria, y Salmonella para los dos
tratamientos.

Tabla 6. Caracterizacion microbioldgica del cremogenado a base de copozu
con insercién de L. casei ATCC 393 (Tratamiento A).

Tratamiento Tiempo de almacenamiento Cremogenado de copoazl Valores
A (mes) Resolucién
3929/2013

pulpa

azucarada
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Meses 0 1 2 3 4 5 6
Recuento E.coli <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 n=>5
UFC/g m= <10
c=
Recuento de <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 n=>5
mohos y levaduras m= <100
UFC/g o ml M= 200
c=1
Recuento de mesoéfilos en el cremogenado sin insercién del probiético
Recuento de <100 <100 <100 53 53 64 49 n=5
microorganismos m= 500
mesofilos ufc/g o M= 800
ml c=1

n= namero de unidades a examinar, m= indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad,
M=Indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad, c= NiUmero maximo de muestras
permisibles con resultado entre my M, <= |éase menor que

Tabla 7. Caracterizacion microbiolégica del cremogenado a base de Copoazu
con insercién de L. casei ATCC 393, (Tratamiento B)

Tratamiento Tiempo de almacenamiento Cremogenado de copoazii  Valores
B (mes) Resolucién
3929/2013
pulpa
azucarada
Meses 0 1 2 3 4 5 6
Recuento E.coli <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 n=>5
UFCl/g m=<10
M= -
c=0
Recuento de <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 n=>5
mohos y levaduras m= <100
UFC/g o ml M= 200
c=1
Recuento de mesoéfilos en el cremogenado sin insercién del probidtico
Recuento de <100 <100 <100 69 68 61 76 n=>5
microorganismos m= 500
mesoéfilos ufc/g o M= 800
ml c=1
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n= nimero de unidades a examinar, m= indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad,
M=Indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad, c= Numero maximo de muestras
permisibles con resultado entre my M, <= |éase menor que

Para el recuento de enterobacterias, coliformes totales, coliformes fecales en
nuestro caso E.coli UFC/g se obtuvieron valores negativos, para los dos
tratamientos, los cuales al inicio de la elaboracion del cremogenado se tuvo mucho
cuidado con este valor, después del almacenamiento se conoce reportes que
disminuyen debido a la acidez y pH de la misma matriz alimentaria debido a la
baja tolerancia de estas bacterias gram negativas (Bruno, 2019; Obando, 2010).
Aunque es un valor relacionado con microorganismos patéogenos se debe tener en
cuenta que su reporte negativo no indica la ausencia de patdgenos entéricos
(Breyman, 2013). El recuento de mohos y levaduras son representacion del
deterioro del producto, estos regularmente se incrementan en el almacenamiento,
en nuestro caso existié un buen manejo del alimento, esto reflejado en el conteo
de mohos, para TA, se mantuvo negativo durante el tiempo evaluado y para TB,
se incremento en el mes 4, 5 mostrando una reduccion para el mes 6 esto debido
al agotamiento de los nutrientes en el medio (mes 4=15mes 5=25, mes
6=12ufc/g), valores concordante con autores como Bernal (2017), en el empleo de
la insercién de L. casei en bebidas de frutos rojos, mostrando la importancia de la
evaluacion el control de calidad microbioldgico para cada producto o tratamiento.

Los valores para Staphylococcus aureus fueron concordantes para mostrar una
buena higiene y manipulacién, aunque para la normatividad Colombiana no es
exigida se evidencio valores menores de 10 ufc/g hasta el mes 4, posteriormente
para ambos tratamientos, aumento su nimero en el 5 mes, y el 6 pero con valores
aceptables segun higiene y manipulacion de alimentos <100 ufc /g (n=3, m=<100,
M= (-), c=0, para calidad microbioldgica en salsas); estos valores acordes a otros
productos a base de copoazi como caramelos con sucralosa, con analisis
microbiol6gico con ausencia de coliformes (<3 NMP ml?1), mohos y levaduras (<10
Ufc mlt) (Nunes et al., 2019). Igualmente para esta investigacion se realizd
Salmonella y Listeria obteniendo excelentes resultados en todo el almacenamiento
en refrigeracion acorde a lo reportado por Breymann (2013), por lo que
microbiolégicamente se deduce como un producto microbiolégicamente seguro
para el consumo humano, en este caso beneficioso dado que el bacilo acido
lactico (BAL) se mantuvo por encima de 10® UFC/g, durante los 90 dias de
evaluacion iniciales. Estos parametros de microorganimos indicadores son
importantes de mantener porque corresponden al desarrollo de productos sin
ningun tipo de conservantes (Breymann, 2013).

Aunque es dificil de evitar la contaminacién por Listeria, en la industria alimentaria
es necesario mediante los protocolos de buena manipulacion ya que esta se
encuentra de manera natural en nuestro entorno, tiene la capacidad de generar
consorcios microbianos, biopeliculas, por ello la trazabildiad de estos tipos de
microrganismos deben realizarse en cada paso del proceso, especialmente para
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frutas, ya que se ha reportado su capacidad para sobrevivir en matrices
alimentarias con pH bajos, acidez alta y temperaturas bajas (Breymann, 2013), por
su condiciones favorables en los alimentos, es un microorganimo de importancia
en Salud Publica.

Tabla 8. Presencia o ausencia de Listeria spp como indicador de
contaminacién de cremogenado con insercion de L.casei ATCC 393 TA, TB.

Muestras Ausencia o presencia
Listeria spp

Tratamiento A Ausencia

Tratamiento B Ausencia

Tabla 9. Presencia o ausencia de Salmonella spp como indicador de
contaminacion.

Numero de muestras Ausencia o Valores
presencia

Deteccion de Ausencia n=>5

Salmonella/25 g m= Ausencia

Deteccion de Ausencia M= -

Salmonella/25 g c=0

Los analisis microbiolégicos en conjunto con los fisicoquimicos de un producto,
permiten tener una idea de la vida util del producto, los cuales de acuerdo con los
pardmetros permiten que sean aptos para el consumo humano (Pimentel, 2017).

En el estudio de la inocuidad de los alimentos ha sido reconocido la inclusion de
antimicrobianos para disminuir el deterioro a causa de microorganismos, como
benzoatos de sodio ya que no es volatil, y tiene un amplio rango de inhibicion
microbiano tanto bacteriano como micoético, acido citrico que tiene amplio espectro
especificamente se reporta inhibicion con microorganismos patégenos, sorbato de
potasio que puede ser utilizado incluso en alimentos &cidos, sin embargo para
conocer qué tipo de antimicrobiano es necesario conocer el comportamiento de la
matriz sin ellos, adicionalmente se busca una conservacion de manera natural
para evitar dafios en el organismo por algun tipo de sustancia afiadida, ademas de
la tendencia a nivel mundial a priorizar los alimentos naturales, libres de cualquier
sustancia conservante quimico y de procesamiento térmico (Breymann, 2013).

3.8 Analisis sensorial
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Las pruebas de aceptacion mediante escalas heddnicas son una herramienta util
en la evaluacion sensorial de un alimento (Ramirez, 2014), son muestras simples
de preferencia que permiten conocer la aceptacion del producto y a su vez, la
intencion de compra (De Paula, 2013; Pauter, 2018)

Analisis de aceptacion.

No hay diferencias estadisticas entre la aceptacion de los tratamientos (A y B), es
decir son iguales para los consumidores. No hay diferencias en la aceptacion por
género, ni por edad.

Los datos indican diferencia significativa (p<0,05) para la aceptacién del producto
entre los meses 0, 1, 2, 3, 4, 5 con una aceptacion promedio del 91,38% respecto
al mes 6 donde disminuye al 23,3%, posiblemente dado al deterioro del producto y
cambio de sus caracteristicas fisicoquimicas que le confieren una textura, sabor y
aroma diferente.

El andlisis microbioldgico es indicativo del deterioro del producto, segun la Tabla 6
y 7 se evidencia un incrementd de microorganimos en el mes 4 que a pesar que
se encuentra entre los rangos permitidos para no afectar la salud humana se
evidencié una disminucion de la aceptacion desde el mes 5, lo que se relacionaria
a la presencia de la calidad microbiana del producto.

'1-

4

ACEPTACION

0+ —-—TA —a—TB
) . , . . , . .
0 1 2 3 4 5 e
MES

Figura 10. Promedio de la aceptacion del cremogenado a base de copoazu con
L.casei ATCC 393, para los tratamientos (A y B) durante el tiempo de
almacenamiento (6 mes)
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Andlisis de compra. No hay diferencias significativas para la compra segun el
tratamiento y no hay diferencias de compra segun el género. Existe diferencia
significativa (p<0,05) en la compra del producto respecto al mes, es decir que en
los meses: 0,1, 2, 3, 4, 5 presentan un promedio de compra del 85,97% frente al
18,33% en el mes 6, esta disminucion de compra se puede atribuir a la baja
aceptabilidad del producto debido o relacionada al cambio y/o alteraciones de sus
caracteristicas fisicoquimicas.

1_
1_
<
o
= 1+
o
O
O —m— TA —0—TB
C T T T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6
MES

Figura 11. Promedios de compra del cremogenado a base de copoazu con L.casei
ATCC 393, para TAy TB durante el tiempo de almacenamiento.

Escala de agrado. No existe diferencia significativa en la escala de agrado segun
los tratamientos, es decir que los tratamientos (A y B) son iguales.

Existe en la escala de agrado me gusta mucho (4) diferencia significativa (p<0,05)
entre los meses 0,1, 2, 3, 4, y 5 con un promedio de 50,21% respecto al 0% en el
altimo mes 6, esta disminucion puede ser atribuida a los cambios fisicoquimicos
del producto a través del tiempo, evidenciada también con la disminucion del PZ,
desde el cuarto mes (Figura 12).
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3-

ESCALA DE AGRADO
e

P

Figura 12. Analisis de escala de agrado del cremogenado a base de copoazl con
L.casei ATCC 393, para TAy TB

Tabla 10. Frecuencias relativas por columnas (expresadas como
porcentajes)

ESCALA AGRADO F M TOTAL
1 6,97 6,35 6,667

2 14,61 13,71 14,18

3 40,00 31,73 36,11

4 38,43 48,22 43,03

TOTAL 100,00 100,00 100,00

F: Femenino, M: Masculino
En la relacién de la escala de agrado segun el género (masculino-femenino) se

encuentra diferencia significativa (p<0.05), dénde el masculino dio mayor
aceptacién al producto (me gusta mucho) frente al género femenino.

4

3

ESCALA AGRADO-M
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Figura 13. Andlisis de escala de agrado con género, vs mes del almacenamiento.
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Figura 14. Andlisis multivariado sensorial de los dos tratamientos TA 'y TB, entre

mujeres (Fem), hombres (mas) y la escala de agrado durante el tiempo de
almacenamiento 6 meses.

Para la evaluacion del cremogenado se observaron ligeros cambios de pH desde
el mes 0 hasta el 4 de almacenamiento, y no afectd la aceptacion sensorial, igual
sucedido en la investigacion de Bruno (2019), con insercion de probidtico en una
matriz lactea; igualmente se refleja en el deseo de compra, lo cual indica que no
existe inferencia entre el analisis sensorial con los cambios de pH y acidez hasta

el mes 4.
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Acu et al (2020) mencionan un incremento en la viscosidad del helado de cabra
con probidtico en 120 dias de almacenamiento, este fendmeno puede deberse a la
composicion de carbohidratos que presenta el producto, lo cual hace que se
realice una mayor absorcion de agua y por ende se genera una mayor viscosidad,
a su vez, la consistencia, estructura y olor se incremento respecto al tiempo de
almacenamiento (Quintana, et al., 2016).

Las caracteristicas sensoriales de un producto determinan la aceptabilidad de los
consumidores, por tanto, la evaluacion de sus propiedades son importantes en el
desarrollo de nuevos productos alimentarios (Acu et al., 2020).

Estudios de aceptacion general realizados por Aguilar et al (2014) en
cremogenado de granadilla indican que no hay diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados en los cuales se empled diversas concentraciones de
sacarosa y extracto de albedo con un porcentaje de pulpa del 63%
aproximadamente.

Alvarenga et al. (2016) indican que la aceptacion general de puré de copoazu
empacado en latas de tinplated no presentd diferencias significativas durante 240
dias del almacenamiento con resultados que variaron entre “me gusta mucho y me
gusta moderadamente”. En Brasil las exportaciones de copoazu crecieron en un
240% desde el afilo 2000-2010. La aceptabilidad sensorial y la intencion de
compra indican una correlacion para el cremogenado evaluado, similar a lo
publicado por Aparecida et al., (2020).

Estudios realizados por Arancibia et al., (2014) indican el efecto del contenido
graso de la leche y agentes espesantes sobre las caracteristicas reologicas y
mecanismos de percepcion sensorial de diversas formulaciones de postres y su
textura para alcanzar una mejor calidad sensorial.

Es prudente iniciar estudios de diferentes formas de mantener el microorganimos
con el objetivo de disminuir la relacion o alteracién por el metabolismo microbiano
y para que el recuento del microorganimo benéfico para salud tenga mayor
duracion en el producto, por lo cual el conocimiento la estabilidad del
microorganimos en el tiempo se pueden iniciar con procesos tradicionales para
inclusion de estos en la matriz alimentaria estudiada.

CONCLUSION

Para el desarrollo de productos alimentarios es prominente la contaminacion por
operaciones como cortar, despulpar, lavar, siendo el agua el mayor transportador
de microorganismo desde los utensilios hacia las materias primas, propiciando la
formacion de biopeliculas, por lo que hace indispensable el control de calidad
mediante el proceso de conteo de colonias, y microrganismos alterantes, el
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protocolo de higiene y desinfeccion de la fruta, el despulpado y el manejo de la
pulpa para la elaboracion fue el adecuado segun los datos arrojados de estabilidad
microbioldgica, fisicoquimica y sensorial.

A pesar que los procesos térmicos y los componentes de conservacion hacen
parte de la seguridad alimentaria, cada dia avanzamos hacia la conservacion por
el manejo para generar productos mas naturales; estos deben ser evaluados hasta
el andlisis sensorial para contemplar el mayor tiempo de vida util sin ninguna
incorporacion adicional. EI metabolismo del probiotico en el producto desarrollado,
aumenta los acidos organicos, los cuales afectan directamente las propiedades
sensoriales del cremogenado, y las caracteristicas de la matriz alimentaria, la
pulpa de copoazu le aporta el medio adecuado para sobrevivir durante el tiempo
de almacenamiento.

Se concluye que las variables independientes que mas afecta la viabilidad de los
microorganimos en general son la matriz alimentaria, en este caso el copoazu y la
cantidad del inoculo. El recuento obtenido del probidtico durante el tiempo de
almacenamiento se puede identificar el desarrollo del producto como un alimento
funcional.

El microrganismo usado como probiotico, L.casei ATCC393, es un microrganismo
con excelente comportamiento en la matriz vegetal, pulpa de copoazu ya que se
mantiene estable durante el tiempo evaluado, la calidad microbiolégica del
producto desarrollado cremogenado con insercion de probidtico, evaluada
mediante recuento de mesodfilos, mohos y levaduras, recuento de E.coli, Listeria,
Salmonella, S.aureus, se encontré dentro de las exigencias que establece la
reglamentacion sanitaria colombiana.

La evaluacién del cremogenado durante el tiempo de almacenamiento presento
caracteristicas 6ptimas para el consumidor en el tercer mes llegando al limite de
aceptacion sensorial entre 4 y 5 mes, sin denotar ningun tipo de riesgo
microbiolégico en el producto hasta el 6 mes.

Por altimo, la biopreservacion definida como una tecnologia de barrera que siendo
combinada con métodos de temperatura como refrigeracion o congelacion y ligado
a las buenas practicas de manipulacion de alimentos, puede ser una opcién
interesante para reducir la adicion de persevantes quimicos fortaleciendo las
cadenas productivas generando alimentos seguros, preservados naturalmente.
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ANEXO 1
Formato de toma de datos analisis sensorial

B. ¢Le gustaria participar en una actividad sensorial de un productos de
cremogenado, elaborado en el programa de Ingenieria de Alimentos de la
Universidad de la Amazonia?.

Nota: Se seguira con consumidores que mostraron disponibilidad para dicha
evaluacion de los tres productos.

1. Edad: ocupacion:
Tiene alguna enfermedad considerable:

2. Instrucciones: Indique con una X su aceptacion al probar cada muestra de
cremogenado de copoazu.

CODIGO DE MUESTRA: 450

La muestra que acaba de probar

La acepta

La rechaza

CODIGO DE MUESTRA: 450

La muestra que acaba de probar

¢ Le gusta mucho?

¢Le gusta un poco?

¢ Nigusta ni le disgusta

e ¢:Le molesta?

¢, Compraria el producto? SI NO




