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Resumen y Abstract IX

Resumen

El consumidor moderno, cada dia muestra mas preferencia por alimentos sanos y
aquellos que pueden contribuir a la prevencion de enfermedades. La Ingenieria de
Matrices representa una metodologia efectiva en el desarrollo de esta gama de

alimentos, conocidos como alimentos funcionales.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un producto de mango minimamente
procesado biofortificado con microorganismos probidticos Lactobacillus casei (L. casei),
utilizando la Ingenieria de Matrices.

Inicialmente se evalud la viabilidad de crecimiento del L. casei en soluciones isotonicas
de concentracion 5 en escala MacFarland: 1) 25% p/p Inulina (1), 2) 14% p/p Glucosa
(G), 3) 25% p/p | + 14% p/p G y 4) pulpa de mango (PM), almacenadas a 37 °C bajo
condiciones anaerébicas y con tiempos de control 0, 5, 10 y 15 dias. Posteriormente,
muestras rectangulares de mango variedad Tommy Atkins (Mangifera indica, L), fueron
tratadas por impregnacion a vacio (IV) con la solucibn de mayor crecimiento del
microorganismo. El proceso IV fue optimizado utilizando la metodologia de superficie de
respuesta con un disefio experimental tipo D-optima, considerando las variables
independientes: [McFarland] (3 — 7) y espesor de lamina (3—7 mm); y las variables
dependientes o de respuesta: fraccion volumétrica de impregnacion en la etapa de vacio
y global (X; y X m® solucién impregnada/m*® muestra inicial), deformacion volumétrica de
impregnacion en la etapa de vacio y global (y; y y m® deformacién muestra/m*® muestra
inicial), porosidad eficaz del proceso IV (e, m® gas/m® muestra) y recuento de
microorganismos (UFC/g). Un estudio de almacenamiento del mango impregnado con la
solucion seleccionada empacado a presion atmosférica, se realizé a 4+2 °C durante 15
dias, verificando el cumplimiento como fuente de probidticos segun los requisitos

exigidos en la Resolucion 333 de 2011.
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Los resultados mostraron que las soluciones evaluadas, presentaron una buena
viabilidad de la cepa de L. casei, con recuentos por encima de 10® UFC/mL, siendo la
solucibn G+l la que presentd el mejor comportamiento al final de los 15 dias
almacenamiento: 11,6+0,2 x 10° UFC/mL. La optimizacion del proceso IV se alcanzé con
una solucién 3,0 escala McFarland y un espesor de lamina de 7 mm, siendo la respuesta
ala IV: y1 (5,79+0,03), vy (4,76+0,03), X; (-7,23+0,01), X (3,2310,02), €. (4,10+0,04) y
UFC/g (8,02+0,07x10%. El mango minimamente procesado biofortificado con L. casei,
alcanzé durante 15 dias de almacenamiento un recuento microbiolégico de 6,4+0,1 ciclos
Log UFC/ 150 g mango fresco, lo cual cumple con la declaracion de etiquetado
nutricional, identificAndolo como un producto con probiotico. Por otro lado, el ANOVA
reporté diferencias estadisticas significativas (p<0,05) en la acidez, pH, fuerza de
ruptura, L*, a* y b* del mango biofortificado con respecto al factor tiempo de
almacenamiento; mientras que no hubo diferencia (p>0,05) en a,, y °Brix, siendo los
resultados a los 15 dias asi: acidez (1,39+0,09), pH (3,13+0,006), a,, (0,98+0,002), °Brix
(11,57+0,40), fuerza de ruptura (3,27+0,97), L* (68,65+2,73), a* (5,04+1,67),
b*(46,64+3,49).

La ingenieria de Matrices, utilizando la técnica IV representa una metodologia efectiva
para el desarrollo de alimentos funcionales, siendo la matriz del mango Tommy Atkins,
una estructura apropiada para la fortificacibn con compuestos fisiol6gicamente activos,

como lo son los probidticos.

Palabras claves: Mangifera indica, Alimentos funcionales, biofortificado, L. casei, inulina,

impregnacioén a vacio.
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Abstract

Every day, the modern consumer, shows preference for healthy foods and those who can
contribute to the prevention of disease. Matrices Engineering represents an effective

methodology to develop this range of foods, known as functional foods.

The aim of this work was to develop a product of minimally processed mango biofortified
with probiotic microorganisms Lactobacillus casei (L. casei) using the Engineering

Matrices.

Initially the viability of growth of L. casei in isotonic solutions of concentration 5
MacFarland scale was assessed: 1) 25% w / w Inulin (1), 2) 14% w / w Glucose (G), 3)
25% w: /pl+14% w/ w G and 4) mango pulp (MP), stored at 37 °C under anaerobic
conditions with control times 0, 5, 10 and 15 days. Subsequently, rectangular mango
samples variety Tommy Atkins (Mangifera indica L) were treated by vacuum impregnation
(IV) using the solution with greater growth of the microorganism. The process IV was
optimized using response surface methodology with D-optimal experimental design type,
considering the independent variables: [McFarland] (3-7) and film thickness (3-7 mm);
and the dependent or response variable: impregnation volumetric fraction of both overall
and vacuum stage (X1 and X m3 impregnated solution / m3 initial sample), impregnation
volumetric deformation of vacuum and overall stage (y; and y m® sample deformation / m®
initial sample), effective porosity of the process IV (g.: m® gas / m® sample) and microbial
counts (CFU / g). A study of storage mango impregnated with the selected solution
packed at atmospheric pressure was performed at 4 + 2 ° C for 15 days, verifying
compliance as a source of probiotics according to the requirements of Resolution 333 of
2011.
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The results showed that evaluated solutions showed good viability of the strain of L.
casei, with counts above 10® CFU / mL, being G + R solution the one that presented the
best performance at the end of the 15 days storage: 11.6 + 0.2 x 10® CFU / mL. Process
IV optimization is achieved with a 3.0 McFarland scale solution and a film thickness of 7
mm, being the response to the IV: y; (5.79 £ 0.03), y (4.76 £ 0 03), X; (-7.23 £ 0.01), X
(3.23 + 0.02), €. (4.10 + 0.04) and CFU / g (8.02 + 0,07x10°%). The minimally processed
biofortified mango with L. casei, reached during 15 days of storage a microbiological
count 6.4 + 0.1 cycles log CFU / 150 g fresh mango, which fulfills the declaration of
nutrition labeling, identifying it as a probiotic product. Furthermore, ANOVA reported
statistical differences (p <0.05) in acidity, pH, shear force, L*, a* and b* of biofortified
mango versus time of storage factor; while there was no difference (p> 0.05) in a,, and
°Brix, with results at 15 days as well: acidity (1.39 + 0.09), pH (3.13 = 0.006), a,, ( 0.98 £
0.002), °Brix (11.57 + 0.40), shear force (3,27+£0,97), L* (68,65+2,73), a* (5.04+1,67), b*
(46,64+3,49).

Matrices engineering, using the technique IV represents an effective methodology for
developing functional foods, being the Tommy Atkins mango matrix, an appropriate

structure for fortification with physiologically active compounds, such as probiotics.

Keywords: Mangifera indica, Functional Foods, biofortification, L. casei, inulin, vacuum

impregnation
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Introduccion

Interés del estudio

El presente trabajo de investigacion corresponde al desarrollo de un producto de mango
minimamente procesado e impregnado en una solucion de inulina enriquecida con
Lactobacillus casei, con una concentracién mayor que 10°® UFC/ 150 g de mango fresco.
Este producto alimenticio se enmarca dentro de la gama de los alimentos funcionales
(AF), aportando al sector agroindustrial del mango, una base tecnolégica innovadora que
permite la obtencién de un producto fresco con excelentes atributos de calidad y con un

posible potencial de prevencion de enfermedades en la poblacion.

El mango es una de las frutas mas apetecidas por la poblacién por sus excelentes
propiedades nutricionales, sabor, color y aromas. El Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural MADR, formulé la Agenda Exportadora 2013, en el cual participaron diferentes
actores del sector, con el objeto de priorizar los productos promisorios exportables.
Dentro de las dieciséis especies de frutas seleccionadas, se encuentra el mango por ser
la especie de fruta que a nivel mundial ha mostrado una tendencia creciente y sostenida
de demanda en los ultimos quince afios Bonilla, Toro y Mejia (2010). EIl andlisis del
diagnostico del sector agroalimentario plantea oportunidades claras para esta fruta,
segun informe publicado por Asohofrucol y el Fondo Nacional de Fomento Hortofruticola

(Asociacion hortifruticola de Colombia, 2013)

Los AF, ejercen un efecto positivo en la salud del individuo mas alla de los efectos
nutricionales basicos (Rodriguez, Megias y Baena, 2003; Roberfroid, 2000) y representan
en la actualidad, la gama de alimentos de mayor interés en la poblacion, por sus
beneficios saludables, destacdndose entre ellos, los alimentos con microorganismos

probidticos, como el Lactobacillus casei, los cuales tienen una serie de propiedades
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bioguimicas, como produccion de bacteriocinas, acidos organicos y equilibran el sistema
inmunolégico, entre otros. Para alcanzar estos beneficios, los cientificos recomiendan
consumir AF como parte de una dieta diaria (Castro y Rovetto, 2006; Verbeke, 2005;
Rodriguez et al., 2003).

Entre los microorganismos probidticos se encuentran una serie de géneros microbianos,
entre ellos los lactobacilos que conforman el grupo de las bacterias &cido lacticas (BAL),
mas utilizadas en la produccién de alimentos para consumo humano (Prado, Parada,
Pandey y Soccol, 2008); Gonzéalez-Martinez, Gbmez-Trevifio y Jiménez-Salas, 2003) La
cepa comercial de Lactobacillus casei (ATTC 393) se caracteriza por ser genéticamente
estable, capaz de alcanzar el intestino humano y multiplicarse sin producir dafios al
huésped (Barrentxe, Aranguren, Martinez-Pefiuela, Marzo y Urdaneta, 2008), con lo
cual puede mejorar las funciones gastrointestinales al aumentar la absorcion y el
aprovechamiento de nutrientes, la integridad y el desarrollo de la mucosa intestinal,
generar un aumento de la tolerancia a la lactosa, disminuir o mejorar la resolucién de
procesos alérgicos, (Pereira, Maciel y Rodrigues, 2011; De Preter, Hamer, Windey y
Verbeke, 2011; Teitelbaum y Walker, 2002), y en sumatoria una mejora en la calidad de

vida.

La técnica de impregnacién a vacio (IV) ha sido ampliamente utilizada para el desarrollo
de alimentos funcionales, incorporando componentes con actividad fisioldgica (CFA) al
interior de su estructura (Shah y Nath, 2008; Anino, Salvatori, y Alzamora, 2006;
Alzamora, Salvatori, Tapia, Lopez-Malo, Welti-Chanes y Fito, 2005; Zhao y Xie, 2004;
Gras, Vidal, Betoret, Chiralt, y Fito, 2003; Gras, Vidal-Brotons, Betoret, y Fito, 2002).

En la sociedad actual, los consumidores tienen amplio acceso a la informacion
nutricional y sanitaria, lo cual ha generado un creciente interés en productos frescos de
mayor valor nutricional, saludables y naturales, que contribuyan como terapias
preventivas para mejorar su salud. Dadas estas circunstancias, se genera un
compromiso con la sociedad, desde las universidades, empresas, estado, entre otros;
para contribuir en el desarrollo de nuevos productos (principalmente alimentos
funcionales), que impriman valor agregado y mayor competitividad a las cadenas

productivas.
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Generalidades del mango

El fruto de mango y su comercializacion.

La clasificacion taxonémica del mango de acuerdo a Kosterman y Bompard (1993) es la
siguiente: Clase Dicotiledoneas; Subclase Rosidae; Orden Sapindales; Suborden
Anacardineae; Familia Anacardiaceae; Género Mangifera; Especie M. indica. Es un fruto
carnoso, de colores atractivos, delicioso sabor y excelentes propiedades nutricionales, lo
gue a nivel mundial, es de gran aceptacién. Tuvo su origen en la India donde ha sido
cultivado desde 2000 afos a. C. En 1779 fue introducido a México; siendo este el
principal productor y exportador, sobre todo hacia los Estados Unidos (Sergent, 1999).
En la Tabla 1 estan reportados los valores nutricionales, se puede apreciar su alto
contenido de vitaminas y minerales (Bricefio, Zambrano, Materano, Quintero, y Valera,
2005; Mosqueda-Vazquez, de los Santos, Becerra-Leor Cabrera-Mireles, Ortega-Zaleta
y Angel-Pérez, 1996)

Tabla 1. Valor nutricional del mango

Nutriente Cantidad
Calorias 63.7 K/cal
Proteinas 0.40¢g
Humedad 82.8¢g
Hidratos de carbono 17.18¢
Fibra 1.06¢g
Calcio 12.8 mg
Fosforo 17.9 mg
Hierro 0.63 mg
Vitamina A 1.87 mg
Acido ascérbico 172 mg

El mango es un producto climatérico, altamente perecedero, debido principalmente a la
actividad de las enzimas de degradaciéon (p.e. poligalacturonasa y celulasa), que se

activan en el periodo de maduracién provocando la reduccion del contenido de fibra
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dietética (EI- Zoghbi, 1994) y el ablandamiento de la fruta (Labib, EI-Ashwah, Omran, y
Askar, 1995), acortando el periodo de vida Uutil, por lo que debe ser consumido

rapidamente después de su cosecha (Dominguez, 2006).

Desde esta perspectiva, resulta esencial para la cadena productiva del mango, generar
estrategias y planes de accibn que le permitan encaminarse primero hacia un
aprovechamiento integral, sostenible y competitivo de su produccién, seguido de una
consolidacion de sus productos tradicionales en el mercado nacional e internacional, y a
la diversificaciébn de nuevos alimentos con un mayor valor agregado en busqueda del

fortalecimiento y generacion de ventajas competitivas.

Los paises mas productores de mango segun el informe de la FAO para el 2010 son la
India y la China. La India presenta la mayor producciéon mundial de mango con el 40% de
la cosecha total (11,6 millones de toneladas métricas). La figura 1 ilustra la distribucion

de paises exportadores e importadores en el mundo, durante el periodo 2007 - 2011.

Figura 1 Paises importadores y exportadores del fruto de mango para el quinquenio
2007-2011. Fuente: (Asociacion hortifruticola de Colombia, 2013).

| |importadores
India EE.UU.

México Emiratos
Pert Arabia Saudi

== Bl Paises Bajos

La Tabla 2 presenta el volumen del comercio internacional del mango, indicando una
tendencia constante y creciente, previéndose un aumento del mismo hasta llegar a

superar los 1.798 millones de ddlares para el afio 2029 (Bonilla et al., 2010).
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Tabla 2 Volumen del comercio internacional del mango.

I‘t:e°"‘e’.°i°| Potencial | Potencial | Potencial | Potencial

nternacional | 2908 2009 2010 2011

i 2014 2019 2024 2029

Total Mango | 1 063949 | 1134510 | 1269364 | 1508624 | 1559017 | 1 644153 | 1723072 | 1.798 887
Mango

organico 851 908 1015 1.207 1.248 1.315 1378 1.439

En Colombia la superficie de plantacion de mango, ha mantenido la misma tendencia en
la dltima década, aproximadamente 11.908 hectareas y una produccién de 981.686
toneladas por afio (MADR, 2011), por lo que es posible producir mango durante la mayor
parte del afio; aunque, se presentan dos picos de oferta: una de mayo hasta agosto y la

otra de noviembre hasta enero (www.cundinamarca.gov.co). La Figura 2 muestra el

Fuente: (Asociacion hortifruticola de Colombia, 2013)

comportamiento de la Produccibn de mango en el periodo 2010-2011.

Resultados Evaluaciones Agropecuarias Municipales 2011. Ministerio de Agricultura y

Desarrollo Ru

ral.

Figura 2. Produccién de mango en Colombia: 2010-2011.

Fuente:

2010

2011

DEPARTAMENTO CULTIVO Rend Araz Produc. Reand Area Produc. Rend
(Kgiha) (Ha) (D) (Kgiha) (Ha) (T} (Kgiha})

Amazonas
Antioguia B.775 2.128 13.926 6.544 1.710 12.821 7498
Atlantico 13.236 584 7.390 12654 623 7.736 12417
Bolivar 15.483 1.082 14.575  13.470 1.169 16.125 13.794
Boyaca 4.783 65 305 4692 52 185 3.558
Caldas 4200 80 336 4200 85 357 4200
Cauca 7.942 311 2576 8283 245 2078 £.482
Cesar 9.801 630 6070 9635 664 6162 9.280
Cérdoba 10.857 500 B.0BE 16172 480 5991 14565
Cundinamarca 8.969 7.628 §6.970  8.779 7.752 68.116 8.787
La Guajira 5.266 295 1529 5183 296 1483 5010
Huila MANGO B.693 137 1210 858322 156 1.388  8.897
Magdalena 10.689 2267 27.052 11.933 2287 25334 11.077
Narifio 6.009 91 650  7.143 83 519 6253
Norte Santander 12.823 13 168 12.923 18 189 10.500
Santander 7.459 52 225 4327 57 265 4549
Sucre 7.348 10 64 6400 7 113 16.143
Tolima 22732 2623 47752 18.205 2.699 69.068 25590
Valle del Cauca 0.438 137 1138 8307 135 870 7.185
Vichada 5.455 39 975 25.000 53 1.110 20.943
TOTAL MANGO 12.227 18.680 201.029 10.762 18.575 221.015 11.899

En la industria alimentaria, ha crecido el interés por esta fruta, y se han reportado, varias
investigaciones para el desarrollo de nuevos productos a base de mango (Ostos, Diaz y

Suarez, 2012; Villamizar, Quinceno y Giraldo, 2011; Ajila, Leelavathi y Prasada Rao,


http://www.cundinamarca.gov.co/
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2008; Vergara-Valencia, Granados-Pérez, Agama-Acevedo, Tovar, Ruales y Bello-Pérez,
2007; Giraldo, Vazquez, Martin-Esparza, y Chiralt, 2006; Cano-Chauca, Stringheta,
Ramos y Cal-Vidal, 2005; Giraldo, Talens, Fito y Chiralt, 2003).

Alimentos funcionales (AF)

No existe una definicion exacta sobre los alimentos funcionales; sin embargo, varios
autores coinciden que es un alimento que contiene componentes con funciones
benéficas fisiolégicas sobre el organismo y que pueden mejorar el estado de salud al ser
consumidas de manera regular (Castro y Rovetto, 2006; Anino et al., 2006; Rodriguez et
al., 2003; Yu, Kogan, y Huang, 2002; Arai, 2000; Milner, 2000; Roberfroid, 2000a).

En el contexto nacional e internacional, se encuentran en el mercado una serie de
productos que se enmarcan dentro de la gama de los AF (Russell, Drake y Gerard, 2006;
Friedeck, Aragul-Yuceer y Drake, 2003), que incluyen alimentos fortificados,
enriguecidos, adicionados, reducidos; que ayudan al metabolismo de sustancias; con
bajo contenido energético (bajos en grasas o en azlcares); que favorecen a mantener un
peso adecuado; que controlan el nivel de azlcar en sangre y las tasas de colesterol y
triglicéridos plasméticos, reduciendo el riesgo de enfermedades cardiovasculares;
permiten un adecuado rendimiento en la practica de actividad fisica; la defensa contra el
estrés oxidativo; ayudan en la prevencion de enfermedades degenerativas e incluso el
cancer; regulan el transito intestinal; el sistema inmunoldgico; las funciones psicolégicas
y de conducta, estdn relacionadas con el apetito y la sensaciébn de saciedad, el
rendimiento cognitivo, el humor o tono vital y el manejo del estrés con los alimentos
enriquecidos en fibra, con sustancias excitantes (cafeina, ginseng, etc.) o tranquilizantes
extraidas de plantas, etc (Arihara, 2006; Quilez et al., 2003; Reichert, 2002; Schieber et
al., 2001; Hollingsworth et al., 2000; Jenkins et al., 2000; Imai et al., 1996).
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Metodologias para la elaboracion de alimentos funcionales.

Para la elaboracion de alimentos funcionales existen diversas metodologias, las cuales
han variado a través de los afios, segun las tendencias del consumidor y el avance en el
desarrollo tecnolégico. Dentro de éstas tecnologias estdn la ingenieria genética,
técnicas de cria y cultivo, incorporacién a granel y la ingenieria de matrices (Cortés et al.,
2005).

* Ingenieria genética.

Gracias a la ingenieria genética se pueden desarrollar productos con cambios
perdurables en el tiempo y modificaciones genéticas que permiten obtener alimentos con
caracteristicas especificas que le brindan un valor agregado al alimento (Costanigro y
Lusk, 2014; Sheng et al., 2014; Carlsson et al., 2014; Maheshwari, y Kovalchuk, 2014)

= Técnicas de cria y cultivo.

Son las modificaciones en las técnicas de cultivos vegetales y en la cria de animales con
el fin de generar productos finales con propiedades adicionales a las del producto
original. (Pavelek et al., 2012; Zhaoy Shewry, 2011)

* Incorporacion a granel.

Es la técnica mas aplicada en la industria de alimentos para la formulacién de productos
fortificados y enriquecidos. Esta técnica consiste en la produccibn de una mezcla
homogénea con nutrientes a adicionar en las cantidades deseadas, las cuales son
obtenidas a partir de un estudio completo del procesamiento a seleccionar para la adicién
de éstos nutrientes. En la industria alimentaria esta técnica se aplica en alimentos como
el azucar, harinas, productos lacteos, aceites vegetales, las margarinas, las bebidas y los

alimentos liquidos (Cortés et al., 2005)
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» |ngenieria de matrices.

Forma parte de la ingenieria de alimentos y utiliza los conocimientos sobre composicion,
estructura y propiedades de la matriz alimentaria con el fin de obtener un producto con
mejores propiedades estructurales y sensoriales (Chiralt et al., 1999).

Betoret, et al., 2011, han propuesto una nueva clasificacion de tecnologias para la
elaboracion de alimentos funcionales, basados en las tendencias de los articulos de
investigacion desde el afio 2000 hasta el 2010. Esta nueva clasificacion abarca las
metodologias tradicionalmente usadas y propone el uso de tecnologias emergentes. La
Figura 3 muestra la tendencia de los articulos de investigacion relacionados con

alimentos funcionales desde el afio 2000 hasta el afio 2010.

Figura 3. Tendencia de los articulos relacionados con AF en el tiempo. Fuente: Betoret,
etal.,, 2011
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La tendencia al incremento del consumo de los alimentos funcionales y suplementos
alimenticios en la mayoria de los paises, es consecuencia de las costumbres alimenticias
del consumidor actual, las cuales han variado debido a los cambios en los héabitos
alimenticios, la actitud del consumidor, el desarrollo y avance en la produccion y oferta de

alimentos funcionales, entre otros (Cortés et al., 2005). Es por esto que las empresas
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fabricantes de alimentos han renovado sus catalogos de productos como consecuencia
del potencial de mercado observado en la produccion de alimentos funcionales. Los
investigadores han propuesto los conceptos de salud, tecnologia y nutricion como los
pilares para la produccion de AF, sin dejar a un lado los estandares de calidad exigidos
por el consumidor actual (Bigliardi y Galati, 2013; Khan et al.,, 2013). La Figura 4

representa los actores principales en la obtencion de un alimento funcional.

Figura 4. Principales actores en la obtencion de un alimento funcional. Fuente: Bigliardi,
y Galati, (2013).

Especialista: Nutricionista.
Beneficios para la salud, Funciones nutricionales
marcadores fisiolgicos y
mecanismos patdgenos

Tecnologia en alimentos:
Materias primas, ingredientes y
procesos tecnologicos

La técnica utilizada por la ingenieria de matrices es la impregnacion a vacio, la cual se
aplica en matrices alimentarias porosas con el fin de desarrollar productos minimamente
procesados. Esta técnica modifica la estructura y composicion quimica de la matriz
alimentaria, como consecuencia de una transferencia de masa. El IV ha sido descrito por
(Fito, 1994; Fito y Pastor 1994), como un proceso de transporte de materia en un
sistema solido —liquido, mediante la accion del mecanismo hidrodindmico (HDM). Como
consecuencia de estos cambios de presion sujetos al mecanismo hidrodinamico, la
matriz alimentaria sufre alteraciones en su estructura, presentandose fenémenos de

deformacién—relajacion (DRP) en la matriz del alimento poroso.



10 Introduccién

Se representd matematicamente el comportamiento del conjunto HDM-DRP y se
encontraron cambios en el volumen del producto una vez concluidos los procesos de

vacio y presion atmosférica (Martinez-Monz6 et al., 1998; Fito et al., 1996)

La ecuaciéon que describe la relacién entre la fraccion volumétrica de liquido incorporado
(X) por medio del HDM, la porosidad eficaz de la matriz (s ), las deformaciones
volumétricas de la estructura del producto al concluir el proceso de vacio (y;) y al final del
proceso (y) y la relacién de compresion r = Paim / Pyacio -

&= X=p)r+mnm
r—1 (Ecuacion 1).

La microestructura y las propiedades mecanicas del sélido, al igual que la viscosidad de
la solucién externa (Fito et al., 1996; Chiralt et al., 1999) repercuten en la interaccion
entre los procesos del HDM-DRP. Varios estudios han sido realizados en diferentes
matrices de frutas con disoluciones isoténicas con el proposito de establecer el
comportamiento de la porosidad efectiva (¢) (Restrepo y Rojano 2009; Atarés et al., 2008;
Mujica-Paz et al., 2003; Betoret et al., 2003)

Factores como la composicion y estructura del tejido, el tiempo de relajacion de la matriz
sélida, tamafio y forma de la muestra, la velocidad del flujo del gas y del liquido durante
la accién del HDM vy la viscosidad de la solucién afectan el proceso de impregnacion a

vacio (Derossi et al., 2010 Martinez-Monzé, 1998).

El proceso de impregnacién a vacio ha sido de gran importancia en la industria de los
alimentos para el desarrollo de AF, ha sido aplicado para la impregnacién de solutos en
varias matrices alimenticias, procesos de deshidratacion, incorporaciéon de
crioestabilizantes o crioprotectores, incorporacion de compuestos fisiologicamente
activos (CFA), incorporacion de compuestos antioxidantes y conservantes, desarrollo de

productos a partir de corteza de citricos.

En los procesos de salado de quesos, pescados y productos carnicos esta técnica ha
sido de gran importancia porque permite eliminar los grandes depdsitos de salmuera

generando menores vertidos de residuo (Crosa et al., 2011; Chiralt et al., 2001b)



Introduccién 11

Asimismo el proceso IV ha sido utilizado en frutas y hortalizas como tratamiento previo en
procesos de deshidratacion (Schulze et al., 2014; Giraldo et al, 2003; Chafer et al.,
2001), para favorecer la ganancia de solutos, incorporacibn de CFA y de
crioestabilizantes o crioprotectores (Panarese et al., 2014; Hironaka et al., 2014;
Sanzana et al., 2011; Marin et al., 2010; Restrepo et al., 2010; Puente et al., 2009; Zhao
y Xie 2004)

Esta técnica representa una alternativa para el aprovechamiento de subproductos en la
industria, varias investigaciones estan enfocadas en la de corteza de algunos citricos
(Chafer et al., 2003; Chafer et al., 2001)

Probidticos

En Colombia la Resolucion 333 del 2011, establece en el articulo 3 la definicién para
declarar un producto en su etiquetado nutricional como fuente de probiéticos. La FAO y la
OMS han definido a los probiéticos como organismos vivos que ingeridos en cantidad
adecuada confieren un beneficio saludable en el huésped. En esta denominacién se
incluyen, ademas, de los microorganismos que fermentan el yogur (Lactobacillus
delbrueckii sub bulgaricus y Lb. Acidophillus Streptococcus thermophilus), los de otras
leches fermentadas de nueva generacion (Lactobacillus casei inmunitas) (Barrentxe et
al., 2008; Grajek et al., 2005; Gill y Guarner, 2004). Los anteriores géneros bacterianos
hacen parte de las bacterias acido lacticas, que ejercen similares acciones saludables en
el organismo: equilibran la flora intestinal y potencian el sistema de defensas o
inmunoldgico (Pereira et al., 2011; Gill y Guarner, 2004; Tuhoy et al., 2003; Salminen y
Von Wright, 1998).

Para que un microorganismo pueda ser considerado como probidtico los criterios de
seleccién son: ser una cepa segura, no patdgena, ni toxigénica, permanecer viable y
estable durante uso y deposito, ser capaz de sobrevivir el paso por el tracto digestivo y a
su vez tener la habilidad de vivir en el ecosistema intestinal, ser capaz de adaptarse a la
flora intestinal fisioldégica del huésped, ser capaz de adherirse a las células epiteliales,
entre otros (Champagne et al., 2005; Teitelobaum y Walker, 2002). Entre los efectos

benéficos atribuidos a los probidticos destacan, reducir los efectos de la intolerancia a la
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lactosa, prevencion y tratamiento de diarrea (asociadas con rotavirus y uso de
antibidticos), disminucién de enterocolitis necrotizante, disminucién y prevencion de
enfermedades alérgicas, infecciones urinarias y colonizacién por Helicobacter pylori, y en
la prevencién de tumores y cancer colorectal (Ishikawa et al., 2005; Cross, 2002;
Teitelbaum y Walker, 2002; Ohashi et al., 2002; Asahara et al., 2001; Takahashi et al.,
2001; Yamazaki et al., 2000).

Una vasta proporcién de alimentos probioticos se asocian a alimentos derivados lacteos,
de los cuales las personas intolerantes a la lactosa no pueden beneficiarse. Desde este
punto de vista la investigacion en la generacion de probiéticos no lacteos toma
importancia para la industria de alimentos (Pereira et al. 2011; Rivera-Espinoza y
Gallardo-Navarro, 2010; Giraffa et al., 2010), como una alternativa para una poblacién

cada vez mayor y sin limitantes para su consumo.

Bacterias acido lacticas (BAL).

Son un grupo amplio de bacterias con la caracteristica comun de producir &cido lactico
como principal producto final del metabolismo. La Tabla 3 presenta los microorganismos
probidticos mas cominmente usados en la agroindustria, y las principales especies de
BAL.

Tabla 3. Microorganismos probiéticos

_ _ Especies de
Especies de Lactobacillus - ) Otros
Bifidobacterias

L. Acidophilus Bf. Adolescentes Bacillus Cereus
L. Amylovorus Bf. Animalis Clostridium botyricum
L. Brevis Bf. Breve Enterococcus faecalis
L. Casei Bf. Bifidum Enterococcus faecium
L. Casei sp. rhamnosus Bf. Infantis Escherichia coli

_ _ Lactococcus lactis sp.
L. Crispatus Bf. Lactis _
Cremoriss
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L. Delbrueckii.sp bulgaricus Bf. Longum Lactococcus lactis sp. Lactis

Leuconostoc mesenteroides
L. Fermentum .
sp. Dextranicum

L. Gasseri Pediococcus acidilactici
L. Helveticus Propionibacterium
L. Johnsonii Freudenreichii
L. Lactis Saccharomyces boulardii
L Paracasei Streptococcus salivarius s.
thermophilus
L. Plantarum
L. Reuteri

Fuente: Prado et al., 2008.

Las BAL, han sido empleadas en la industria farmacéutica dadas sus multiples
propiedades benéficas (Hori, 2009; Gonzalez et al., 2003). En la industria alimenticia, son
utilizadas como conservadores biolégicos por la produccién de bacteriocinas que ejercen
accion antibacteriana y contribuyen a la prevencion de la descomposicién de alimentos.
Asimismo, aportan nutrientes a los productos alimenticios (vitaminas y proteinas) y
aumentan la biodisponibilidad de algunos minerales (Pophaly et al., 2014; Coda et al.,
2011; Gonzélez et al., 2003), a un costo relativamente bajo.

Los efectos probiéticos de las BAL se pueden categorizar de la siguiente manera: efectos
sobre el intestino delgado y la digestion, modificacion directa de la microflora del colon y
su metabolismo, y efectos generales que se inician en el colon (Prado et al, 2008; Parvez
et al, 2006; Harish y Varghese, 2006). Estudios reportados por pediatras confirman la
importancia de los AF probidticos en la salud infantil en el tratamiento y prevencion
enfermedades gastrointestinales, dermatitis atépicas, enterocolitis, entre otras (Kligler et
al., 2007; Grajek et al., 2005; Young y Huffman, 2003; Rosenfeldt et al., 2003).
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Prebidticos

Los prebitticos son componentes con actividad fisiologica que se encuentran en los
alimentos, que resisten la digestién en el intestino delgado y son susceptibles de ser
fermentadas por la flora bacteriana del intestino grueso, ejerciendo un efecto favorable

sobre la misma e indirectamente sobre nuestro cuerpo (De Preter et al., 2011).

Entre los prebidticos hay diferentes tipos de fibra: soluble, lignina y oligosacéaridos no
digeribles, por ejemplo los fructooligosacaridos (Teitelbaum y Walker, 2002), que se
afiaden a productos como leche, yogures, flanes y margarinas. Estos compuestos son
sustrato de las bacterias que colonizan el intestino grueso, originando acido lactico y
acidos grasos de cadena corta, que estimulan el crecimiento de las bifidobacterias y
equilibran la flora intestinal (Parvez et al., 2006; Roberfroid, 2002; Roberfroid, 1998).

Muchos tipos de fibra insoluble han sido empleados en la ultima década como medio de
combinacion simbidtica para introducir y nutrir bacterias vivas benéficas al colon de seres
humanos y animales domésticos. Este tipo de fibras se conoce con el nombre de
prebidticos, el cual es un ingrediente fermentable que permite cambios especificos en
composicion y/o actividad en la microbiota gastrointestinal que confiere beneficios al
hospedero en su estado de salud (De Preter et al., 2011; Vergara-Valencia et al., 2007;
Grajek et al., 2005; Gibson et al., 2004; Jenkins et al., 2000).

La inulina es un fructano no digestible, fermentable, reconocido como agente prebibtico y
supresor de algunas bacterias patégenas y alterantes de la microflora intestinal
(Glibowski et al., 2014; Kajiwara et al., 2002). La inulina ha sido empleada como aditivo
de fuente de fibra microbiana y al ser humano en varios estudios (Chaito, Judprasong y

Puwastien, 2014; Rodriguez, Granada y Cruz, 2011)

A la inulina se le atribuyen propiedades benéficas para la salud como la propiedad de
agente prebiotico, la cual posee la capacidad de estimulacién de las bifidobacterias y
lactobacilos en el colon, el fortalecimiento del sistema inmunolégico, el mejoramiento en
la asimilaciébn de las grasas y azUcares en la sangre y la absorcion de algunos
minerales (Stephen et al., 2010; Camire et al., 2001). Asimismo, al ser un fructano tiene

la propiedad de aportar 1,5Kcal/g, que al ser comparada con los carbohidratos digeribles
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gue aportan 4Kcal/g, le permite ser una alternativa de consumo, que al ser sumado con
su propiedad de disminuir los niveles de glucosa en la sangre lo vuelven un producto
recomendable para pacientes con diabetes (Roberfroid M. 1999).

En la industria, la inulina ha sido utilizada en la elaboracion de material farmacéutico,
como ingrediente en detergentes, desarrollo de yogures, productos carnicos y empaques
bioactivos, entre otros (Mufioz Ohmen et al., 2014; Muiloz Ohmen et al., 2012; Villalobos
2009; Castor L. 2007; Garcia et al., 2007;
Bustamante et al., 2006; Lopez-Rubio et al., 2006; Balcazar et al., 2003). En este estudio

et al.,, 2010; Ramirez-Suomi et al.,

la inulina fue adicionada como fuente edulcorante y como sustrato para el L. casei. La
Tabla 4 presenta algunas de las propiedades funcionales de la inulina y sus derivados en

la industria de los alimentos:

Tabla 4. Propiedades funcionales de la inulina y sus derivados

Aplicacion Funcionalidad
Productos Cuerpo y palatabilidad, capacidad de formar gel, emulsificantes, sustituto de
lacteos azlcares y grasas, sinergismo con edulcorantes
Postres Textura, depresion en el punto de congelacion, sustituto de azlcares y
congelados grasas, sinergismo con edulcorantes
Productos Estabilidad de emulsion, textura y capacidad de ser untado, sustituto de
untables grasas
Productos Disminucion de a,, ,sustituto de azlcares
horneados
Cdereales de Crujencia, capacidad de expansion
esayuno
Prepa;:if;c;n con Cuerpo y palatabilidad, capacidad de formar (no acidas) gel, estabilidad de
L emulsion, sustituto de azlcares y grasas, sinergismo con edulcorantes
(no acidas)
Aderezos de Cuerpo y palatabilidad, sustituto de grasas
ensaladas
Prgdgctos Textura, estabilidad de emulsién, sustituto de grasas
carnicos
Chocolate Sustituto de azucares, humectante

Fuente: Madrigal y Sangronis (2007).
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un producto de mango (Mangifera indica L.) variedad Tommy Atkins
minimamente procesado biofortificado con microorganismo probidticos, empleando la

técnica de impregnacion a vacio.

Objetivos especificos

o Caracterizar el mango fresco y el mango biofortificado en cuanto a las
propiedades fisicoquimicas, texturales, de color, bromatolégicas, y microbioldgicas.

o Disefiar y formular la solucién de impregnacion que garantice el criterio de

biofortificacion para obtener un producto probidtico con L. casei.

o Evaluar la respuesta a la impregnacion a vacio, en cuanto a las variables fraccion
y deformacién volumétrica en cada etapa del proceso y la porosidad efectiva de la

matriz.

o Realizar un estudio de almacenamiento del mango minimamente procesado

biofortificado con microorganismos probiéticos.



1.Capitulo |

MANGO (Mangifera indica L.) BIOFORTIFICADO CON
Lactobacillus casei MEDIANTE LA TECNICA DE
IMPREGNACION A VACIO

MANGO (Mangifera indica L.) BIOFORTIFIED WITH
Lactobacillus Casei BY VACUUM IMPREGNATION
TECHNIQUE.

Resumen

Se desarroll6 un producto de mango (Mangifera indica L.) variedad Tommy Atkins
minimamente procesado biofortificado con microorganismos probioticos, empleando la
técnica de impregnacion a vacio (IV). Se evalué durante 15 dias a 37 °C y bajo
condiciones anaerodbicas, la viabilidad de crecimiento del L. casei en soluciones
isotdnicas de concentracion 5 en escala MacFarland: 1) 25% p/p Inulina (1), 2) 14% p/p
Glucosa (G), 3) 25% p/p | + 14% p/p G y 4) pulpa de mango (PM). Con la solucién que
presentd mayor recuento de microorganismos se trataron laminas de mango con la
técnica IV y este proceso fue optimizado utilizando la metodologia de superficie de
respuesta con un disefio experimental tipo D-optima, considerando las variables
independientes: [McFarland] (3 — 7) y espesor de lamina (3—7 mm); y las variables
dependientes: fraccion volumétrica de impregnacion en la etapa de vacio y global (X; y X
m® solucién impregnada/m3 muestra inicial), deformacién volumétrica de impregnacion
en la etapa de vacio y global (y; y y m® deformacién muestra/m® muestra inicial),
porosidad eficaz del proceso IV (g.: m® gas/m® muestra) y recuento de microorganismos
(UFC/g). Un estudio de almacenamiento del mango impregnado empacado a presion
atmosférica, se realiz6 a 4+2 °C durante 15 dias. Con las condiciones Optimas: patrén

3[McFarland] y espesor de lamina de 7 mm se obtuvo un producto biofortificado con un
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la técnica de impregnacion a vacio

recuento microbiologico de 6,4+0,1 ciclos Log UFC/ 150 g mango fresco, lo cual cumple
con la declaracion de etiquetado nutricional, identificandolo como un producto con

probidtico.

Palabras claves: Tommy Atkins, impregnacion al vacio, alimentos funcionales,

probidticos, prebidticos.

Abstract

A product of mango (Mangifera indica L.) cv Tommy Atkins minimally processed and
biofortified with probiotic microorganisms was developed using the technique of vacuum
impregnation (V). Was assessed for 15 days at 37°C under anaerobic conditions, the
viability of growth of L. casei in isotonic solutions of concentration MacFarland scale 5: 1)
25% wiw Inulin (1), 2) 14% w/p Glucose (G), 3) 25% w/w | + 14% w/w G and 4) mango
pulp (PM). With the solution that presented higher microbial count, mango slices were
treated with the technique IV and this process was optimized using the methodology of
response surface with a D-optimal type experimental design, considering the independent
variables: [McFarland] (3 - 7) and slice thickness (3-7 mm); and dependent variables:
impregnation volumetric fraction of both vacuum stage and overall (X, and X m?®
impregnated solution / m® initial sample), volumetric deformation of impregnation of
vacuum stage and overall (y and y; m*® sample deformation / m?® initial sample), efficient
porosity of process IV (e.: m* gas / m® shown) and microbial counts (CFU / g). A study of
storage impregnated mango packed at atmospheric pressure, was carried out at 4 + 2°C
for 15 days. With optimal conditions: pattern 3 [McFarland] and slice thickness 7 mm, a
biofortified product with microbiological count 6.4 £ 0.1 cycles log CFU / 150 g fresh

mango, fulfilling the nutrition labeling statement, identifying it as a probiotic product.

Keywords: Tommy Atkins, vacuum impregnation, functional foods, probiotics, prebiotics
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Introduccion

El mango es una fruta tropical, apreciada en el mercado internacional, con aumentos
considerables, afio tras afio, en los volumenes comerciales (Rodriguez y Bermudez
2011; Bonilla et al., 2010). Es una fruta de la zona intertropical que cuenta con gran
aceptacion por parte del consumidor debido a su extraordinario sabor, olor, color y
textura que lo hacen especial. Se puede consumir fresco o como ingrediente en
ensaladas, helados, mermeladas, entre otros. En la industria alimentaria ha crecido el
interés por esta fruta porque presenta la caracteristica de mantener las propiedades
sensoriales casi sin alterarse y ser estable después del procesamiento, por lo cual puede

ser una opcidén para comercializarla en paises no productores (Giraldo et al., 2006)

Han sido reportadas varias investigaciones enfocadas al desarrollo de nuevos productos
a partir de esta matriz, con el propésito de mejorar su cadena agroindustrial y su
potencial de comercializacion (Villamizar et al., 2011; Vargas et al., 2010; Sothornvit y
Rodsamran 2008; Ajila et al., 2007; Giraldo et al., 2006; Vergara-Valencia et al., 2007)

La técnica de impregnacién al vacio (IV) también ha sido aplicada en mango (Tommy
Atkins) para el desarrollo de alimentos funcionales (AF), empleando calcio como
componente con actividad fisiolégica (CFA) (Ostos et al.,, 2012; Cortes et al., 2007).
Diversas investigaciones avalan su efectividad en matrices alimentarias porosas (frutas,
hortalizas y tubérculos): incorporacion de solutos (Buguefio et al.,2003; Chafer et al.,
2003; Gonzalez-Martinez et al., 2002; Fito et al., 2001a, 2001b; Pavia et al., 2000),
incorporacion de crioestabilizantes o crioprotectores (Talens et al.; 2003; Talens et al.;
2002a; Talens et al, 2002b), incorporacion de CFA (Restrepo et al., 2010; Shah y Nath,
2008; Cortés et al., 2007; Anino et al., 2006; Cortés, 2004; Betoret et al., 2003). Han sido
aplicados procesos de IV, que impliguen el uso de microorganismos probidticos, en
mango con Lactobacillus casei (Giraldo et al., 2007; Giraldo et al., 2003; uchuva con L.
casei y L. plantarum (Marin et al., 2010a), manzana con L. casei (Puente et al., 2009),

entre otros.

En el contexto mundial y nacional de salud, el consumo de AF, es un tema de interés

general, debido a su relacién con la disminucién o prevenciéon de padecer o desarrollar
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ciertos tipos de enfermedades (Takachi et al., 2008). Los AF estan enfocados a un
publico especifico, basados en su efecto benéfico o su declaraciéon en salud (Rodriguez
et al., 2003; Roberfroid, 2000). Los alimentos con probidticos y prebidticos (simbibticos)
se encuentran dentro de la gama de los AF, los cuales han sido evaluados
cientificamente corroborando su efecto sinérgico y benéfico en la salud del consumidor
(Tripathy y Giri, 2014; Asemi et al., 2014; Closa-Monasterolo et al., 2013; Evageliou et al.,
2010; Harish y Varghese, 2006; Grajek et al., 2005; Gill y Guarner, 2004). Los
probidticos son microorganismos que al ser consumidos en cantidades adecuadas
mejoran el equilibrio inmunolégico, generando beneficios para la salud y el bienestar del
huésped. Los prebidticos son componentes no absorbibles que se encuentran o
adicionan en los alimentos, que estimulan uno o mas grupos de microorganismos
intestinales benéficos, y por lo tanto tienen un efecto positivo en la salud humana (Gibson
y Roberfroid, 1995).

Estudios de casos clinicos afirman que los microorganismos probiéticos pueden ser
usados tanto para la prevencibn como para el tratamiento en estados diarreicos,
gastroenteritis, sindrome de colon irritable, enfermedad de Crohn, colitis, pacientes con
cancer de vejiga; asi como para mejorar la funcién inmune, la digestion de la lactosa,
algunas alergias infantiles, hiperlipidemia, enfermedades hepaticas, procesos
inflamatorios, infecciones por Helicobacter pylori, actividad antitumoral, y actividad
antimicrobiana, otros tipos de cancer, entre muchos otros (Tripathy y Giri, 2014; De
Preter et al., 2011; Pereira et al., 2011; Evageliou et al., 2010; Hori, 2009; Barrentxe et
al., 2008; Naito et al., 2008; Kligler et al., 2007; Takeda y Okumura, 2007; Parvéz et al.,
2006; Harish y Varghese, 2006).

Los probidticos mas cominmente usados son las bacterias &cido lacticas (BAL) (Prado et
al., 2008; Kligler et al., 2007; Harish y Varghese, 2006). Dentro del grupo de las BAL se
encuentra el género Lactobacillus. casei, una especie que puede colonizar una amplia
variedad de habitats asociado a su metabolismo (amplio rango de temperaturas y pH)
con importantes aplicaciones en la agroindustria de alimentos (Giraffa et al., 2010; Hori,
2009); sin embargo, sus requerimientos y viabilidad deben ser establecidos bajo
condiciones de proceso, para su 6ptima aplicacién (Mantzouridou et al., 2012; Parvez et
al., 2006; Champagne et al., 2005; Young y Huffman, 2003).
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Por otro lado, la inulina es una de las fibras prebiéticas de mayor uso en la industria
alimentaria, dadas sus propiedades nutricionales y caracteristicas tecnolégicas sobre el
sabor y la textura del alimento (Alvarez y Barbut, 2013; Ziobro et al., 2013; Barclay et al.,
2010; Meyer et al., 2011; Franck, 2002). Ademas, se considera un excelente vehiculo
para la inclusion de probidticos, favoreciendo la colonizacién y la proliferacion en el
intestino del hospedero (Glibowski et al., 2014; Closa-Monasterolo et al., 2013;
Mantzouridou et al., 2012; Oliveira et al., 2011; Evageliou et al., 2010; Roberforid, 2002).

Segun la FAO, para que un alimento cumpla con las caracteristicas de alimento con
probidticos, debe contener como minimo un recuento de 10° — 10’ UFC/g o mL durante
todo el tiempo de vida util (Champagne et al., 2005). Dadas las condiciones nutricionales
y de incorporacion, la mayoria de los productos con caracteristicas probioticas son
derivados lacteos (Espinoza y Navarro, 2010; Buriti et al., 2007), lo cual implica serias
limitaciones para personas con intolerancia a la lactosa (Pereira et al., 2011; Parvez et
al., 2006) y veganos (Prado et al., 2008). En general, pocos estudios de incorporacion de
BAL como probidticos en matrices alimentarias no lacteas han sido reportados (Luana et
al., 2014; Pereira et al., 2011; Coda et al., 2011; Rivera-Espinoza y Gallardo-Navarro,
2010; Marin et al., 2010a, 2010b; Martensson et al., 2000).

Esta situacibn ha generado un reto para la industria de alimentos, quien desde las
oficinas de Investigacion + Desarrollo + innovacion (I+D+i), debe buscar nuevas
alternativas o alternativas diferentes a los derivados lacteos, que satisfagan las
necesidades del consumidor moderno. En este sentido, se hace necesario, el ajuste de
las condiciones de crecimiento y de viabilidad para el microorganismo en estudio (Pereira
et al., 2011; Puente et al., 2009), y el uso de técnicas combinadas para su desarrollo con
el proposito de suministrar el ambiente necesario (nutrientes, acidez, pH, entre otros.)
(Martensson et al., 2000), que permitan alcanzar la declaracién nutricional como

alimentos enriquecidos con probidticos.

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un producto de mango (Mangifera indica
L.) variedad Tommy Atkins minimamente procesado biofortificado con microorganismos

probidticos, empleando la técnica de impregnacion a vacio.
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1.1. Materiales y métodos

1.1.1 Materias primas

Se emplearon mangos variedad Tommy Atkins, adquiridos en el mercado local, en forma
de laminas de 2 x 2 cm? y espesores entre 3y 7 cm; con grado de madurez comercial,
verificada mediante la relacion del porcentaje de acidez y °Brix. Se trabaj6é con la cepa
comercial de Lactobacillus casei ATTC 393 (Quimirel Ltda®) conservada en cryo viales y
activada en un medio de cultivo caldo MRS (De Man, Rogosa, Sharpe- Merck®). Para la
preparacion de las soluciones de impregnacion, se utilizé inulina (I) (Tecnas.S.A® al 91%
de pureza) y glucosa anhidra (G) (Carlo Erba® al 99% de pureza).

1.1.2 Seleccidén de la solucién de impregnacién vehiculizantes de
L. casei

Las soluciones evaluadas como vehiculos para la IV fueron isotonicas al mango, con el
proposito de eliminar otros mecanismos de transferencia de masa, diferentes al
mecanismo hidrodinamico utilizado durante el proceso (Cortés, 2004). Las soluciones
evaluadas fueron: 25% p/p Inulina (1), 14% p/p Glucosa (G), 25% p/p | + 14% p/lp G y
pulpa de mango (PM) a 11,5 °Brix. Cada solucién fue inoculada con el L. casei a una
concentracion de 5 patrén de McFarland. La figura 5, describe la metodologia realizada

para la seleccién de la solucion vehiculo de impregnacion.

La activacion fue realizada en el medio de cultivo MRS, incubando a 37 °C durante 3 dias
en anaerobiosis. La cepa activada fue inoculada en cada una de las soluciones
preparadas, garantizando un patrén inicial de McFarland 5 (1500 millones de

bacterias/mL) (Marin et al., 2009). El criterio de incorporacion de microorganismos fue
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fijado de forma tal que cumpla con el criterio de declaracion nutricional de alimento
enriquecido con probiéticos, con un recuento minimo de 10° UFC/mL, segln la
Resolucion 0333 de 2011 (Ministerio de la Proteccion Social — Colombia). Todas las
soluciones fueron previamente esterilizadas en autoclave (Cosolodated Stills y Sterilizers)
a 121 °C durante 15 min, y las determinaciones fueron realizadas por triplicado. Para
observar el comportamiento de los microorganismos, las soluciones fueron conservadas
a 37 °C bajo condiciones anaerdbicas, con tiempos de almacenamiento 0, 5, 10 y 15 dias
(Marin et al.,, 2009). Para cada tiempo de control se determinaron las variables
fisicoquimicas (aw, °Brix, humedad, densidad, acidez, pH) y el recuento en unidades
formadoras de colonia — UFC/mL. Se consider6 como soluciones control las mismas
anteriores sin la inclusion del L. casei. La solucion que presentd el mayor recuento de
microorganismos durante los 15 dias de almacenamiento a 37°C, fue la seleccionada
para el proceso de IV y se le realiz6 una valoracion de la presencia y el tamafio de los
microorganismos por microscopia electrénica de barrido (SEM), utilizando un microscopio
marca JEOL, referencia JISM-7100F.

Figura 5. Metodologia para la seleccién de la solucién vehiculo de impregnacion

L, . Incubacion a 37°C, .
A.ctlvamon.del —>1 L. Casei —>| durante 3dias. [—> Centrifugacion Ot_:tenmon
microorganismo 100ml caldo MRS o biomasa
Anaerobiosis
Seleccion .
- Incubacién de
solucion )
. soluciones
vehiculo
o 3 soluciones propuestas: ;
Preparacion de 1 InuFI)in; Soluciones
soluc:or.lesal a, 2 Inulina + Glucosa Esterilizaciona 1.21 C propuestgs !n_cqbadas
y °Brix del 3.3l + Inul durante 15 min. a patron inicial 5
mango - lucosa +inulina McFarland
4. Soluciones control
Recuento UFC Incubaciona 37°C Siembra en placa

cada 5 dias por 72 horas. por triplicado
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1.2. Proceso IV.

El proceso IV se realizd sobre las laminas de mango sumergidas en la solucién de
impregnacion seleccionada previamente, bajo condiciones de presiéon de vacio de 20 kpa
(5 min) y presion barométrica local de 85,3 kpa (5 min), utilizando la metodologia descrita
por Salvatori et al., (1998). El proceso IV se optimizé utilizando la metodologia de
superficie de respuesta con un disefio experimental tipo D-optima, considerando las
variables independientes: [McFarland] (3 — 7) y espesor de lamina (3 — 7 mm); y las
variables de respuesta: fraccion volumétrica de impregnacion en la etapa de vacio y
global (X; y X m® de solucién impregnada/m?® de muestra inicial), deformacién volumétrica
de impregnacién en la etapa de vacio y global (y; y y m® de deformacién en la
muestra/m*® de muestra inicial), porosidad eficaz del proceso IV (e.: m® de gas/m® de
muestra) y recuento de microorganismos (UFC/g). Los parametros IV se determinaron
segun el modelo matematico descrito por Salvatori et al., (1998) y Cortes et al. (2004) y el
recuento de los microorganismo se realiz6 empleando el método de siembra en
profundidad en agar MRS incubadas a 37 °C por 72 h en condiciones de anaerobiosis
(Marin et al., 2010a). Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando el Software
Design Expert 8.0.5.2., maximizando el conteo de UFC/mL, mientras que las otras
variables de impregnacion fueron mantenidas dentro del rango obtenido del disefio

experimental.

1.3. Almacenamiento de mango biofortificado

Las muestras impregnadas fueron almacenadas bajo refrigeracion (4 + 2 °C) durante 15
dias de almacenamiento, empacadas a presion atmosférica, empleando un empaque
transparente termoformado de base (didmetro: 4,25 pulg, altura: 0,98 pulg) y tapa
(diametro: 4,25 pulg, altura: 2,16 pulg) de material BOPS (Alico®) y con espesor: 13/1000

pulg. Los empaques fueron llenados con una porcién de 150 g de mango impregnado,
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realizando la caracterizacion fisicoquimica, fisica y el conteo de L. casei a los tiempos de
control de 0, 3, 6, 9, 12 y 15 dias. Los recuentos del microorganismo para el producto
final durante su almacenamiento se realizaron por el método de siembra en profundidad,
expresados como UFC/ 150 g de porcion. Los resultados del almacenamiento, fueron
analizados a partir de ANOVAS utilizando el método LSD (minimas diferencias
significativas) como método de comparaciones multiples, con un nivel de confianza del
95% (o= 0,05). El andlisis de varianza fue realizado con el paquete estadistico

Statgraphics Centurion XVI.1

1.4. Caracterizacion fisicoquimica y fisica

Las muestras de mango frescas e impregnadas se caracterizaron en términos de
humedad segun el método oficial 930.15/90 de la AOAC; pH, usando un potenciémetro
por inmersion del electrodo (método AOAC 981.12/90); sélidos solubles, mediante lectura
refractométrica (método AOAC 932.12/90); acidez, empleando el método de titulacion
con NaOH (método AOAC 942.05/90); indice de madurez, calculado a partir de la
relacion entre °Brix totales y el % de acido citrico; a,, determinada con un higrémetro de
punto de rocié a 25°C (Aqualab serie 3TE, Decagon, Devices, Pullman, WA, USA);
densidad de las disoluciones, determinada por el método del picnémetro (AOAC-90-
945.06). Los parametros de color fueron determinados en las coordenadas del CIE-
L*a*b*, a partir de los espectros de reflexion empleando un espectrofotdmetro de esfera
(modelo SP64, X-RITE Inc, MI, USA), con iluminante D65 y un observador de 10° como
referencia. La textura se realiz6 a partir de ensayos de puncion con un analizador de
textura TA.XT2 de la firma Stable Micro Sistema (SMS), utilizando el Sofware Texture

Exceed, version 2.64 y una celda de carga de 50 kg.
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1.5. Resultados y discusion

1.5.1 Caracterizacion del mango fresco

La Tabla 5, presenta los resultados de la caracterizacion de las propiedades
fisicoquimicas, y fisicas del mago fresco, variedad Tommy Atkins.

Tabla 5. Caracterizacion del mango fresco, variedad Tommy Atkins

Parametro Mango fresco
Humedad (%) 82,1 +0,1
aw 0,980+0,003
°Brix 11,5+0,4
pH 3,2+0,1
(% aggg i?trico) 1,4+0,1
indice de madurez 8,5+1,1
Fuerza de ruptura (N) 58+1,0
L* 75,7+1,.2
a* 4,819
b* 55,8 £1,6

Los valores de los pardmetros fisicoquimicos del mango fresco lo identifican con un fruto
perecedero, con un valor de humedad y a, alto, que lo caracteriza como un sustrato
favorable al crecimiento de microorganismos; su contenido de sélidos solubles es muy
importante, principalmente aportados por carbohidratos como la sacarosa (Villamizar et
al., 2011). Resultados similares han sido reportados en otras investigaciones (Ostos et
al., 2012; Mujica-Paz, Valdez-Fragoso, Lopez-Malo, Palou y Welti-Chanes, 2003; Cortes
et al., 2007). Las diferencias encontradas, se deben principalmente al estado de madurez
seleccionado para la investigacion. Por otro lado, las propiedades fisicas de color y
textura presentan diferencias con respecto a reportados por Ostos et al.,(2012), debido a
las geometrias evaluadas y el estado de madurez de la fruta. Ostos et al., (2012)

reportan valores de inferiores de L* 67,5t14,4) en el mango fresco, lo cual se podria
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asociar al espesor de las muestras cilindricas que las hace ver mas oscuras; ademas,
valores similares de a* (7,51+2,55) y b* (54,22+3,99), que las ubica en la zona de los

grises en el plano cromatico a*b*.

1.5.2 Obtencién de la solucién de impregnacion
vehiculizante del BAL

La Figura 6 presenta los recuentos en unidades logaritmicas (UFC/mL) de L. casei, en
las soluciones de impregnacion evaluadas, durante su almacenamiento a 37°C y 15 dias.
El ANOVA report6 diferencias estadisticas significativas en el recuento microbiano con
respecto a los factores tipo de soluciéon (p = 0,0090) y tiempo de almacenamiento
(0,0181) y a sus interacciones (p=0,000). Situacién similar ha sido reportado por (Marin
et al., 2009), utilizando una solucién isoténica de glucosa, patron 0,5 de escala

McFarland y pulpa de uchuva.

Figura 6 . Recuento (UFC/mL) de L. casei en las soluciones de impregnacion

G+l+L.casei, G+L.casei, |+L.casei y PM+L.casei, a 37°C y 15 dias de almacenamiento
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Se observa que la soluciones G+I+ L. casei conserva un recuento bacteriano estable a
través del tiempo de almacenamiento, siendo sus promedios y desviaciones estandar

durante los 15 dias 11,6+0,2; mientras que con la solucion G+L. casei, se presentan
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fluctuaciones a los 5 dias, probablemente por un proceso de adaptacion en el sustrato,
incrementando posteriormente hasta alcanzar niveles similares a la solucion G+I+ L.
casei (11,4+0,4). Para el caso de la solucibn de impregnacion I+ L. casei, el
comportamiento es similar a la solucion G+L.casei, pero necesitd un tiempo de
adaptacion mayor (10 dias) donde su recuento alcanza valores aproximados de 6
unidades logaritmicas. Posterior a este recuento, se observa un incremento hasta valores

de (11,5+0,4), similares a los alcanzados por las soluciones G+I+ L. casei y G+L. casei.

Bustamante et al., 2006, determinaron el crecimiento y la tasa especifica de crecimiento
para varias cepas de BAL cultivadas en glucosa y en dos compuestos prebioticos:
rafinosa e inulina; se observé que fue similar en inulina y rafinosa, pero siendo menor que
en glucosa, por lo cual se sugirié que existen diferencias en perfiles de fermentaciéon con
sustancias prebioticas, indicando el uso preferencial de carbohidratos con un grado de
polimerizacién bajo. Resultados similares han sido reportados por (Rabiu et al., 2001;
Van der Meulen et al., 2001), donde las BAL metabolizan polisacaridos como las inulinas
0 sus derivados, pero prefieren oligosacaridos con grado de polimerizacién de tres o
cuatro monomeros o en su efecto monosacaridos como la glucosa. A pesar de la
preferencia de las BAL por azlcares menos densos, la inulina es el prebidtico mas
ampliamente usado de forma comercial principalmente para la formulacién de alimentos
funcionales y como sustituto de grasa en productos carnicos, dado que ofrece beneficios
para la salud, presenta un aporte calérico reducido (maximo de 1,5 kcal/g), fermentable
por la microbiota intestinal selectiva del intestino grueso (Madrigal y Sangronis, 2007).
Estudios in vivo corroboran que la inulina es una excelente fuente prebiética, sugiriendo
gue una ingesta diaria de 4 g, son efectivos para incrementar el nUmero de bacterias

beneficiosas en el colon (Jenkins et al., 1999).

En la solucion de impregnacion PM+L. casei, se observl un recuento importante de L.
casei hasta los 10 dias de almacenamiento, alcanzando niveles aproximados de 10
unidades logaritmicas; posteriormente, se presenta un descenso fuerte alcanzando en el
dia 15 recuentos hasta la dilucion 10° (6,4+0,1), lo que no cumple las condiciones
minimas para que la solucién de impregnacion sea un vehiculo, que al impregnar el fruto
de mango pueda alcanzar niveles mayores a 10° y asi, poder ser considerado un

alimento funcional enriquecido con probiéticos, segun la Resolucién 0333 de 2011
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(Ministerio de la Proteccion Social — Colombia). Algunos investigadores han reportado en
procesos de impregnacion en mango con L. casei, niveles entre 5 y 7 unidades
logaritmicas, considerandolo como una matriz adecuada para el crecimiento de este

microorganismo, asociado a su alto valor nutricional (Giraldo et al., 2007).

Con respecto al comportamiento con la solucion G + L. casei, estos datos concuerdan
con (Marin et al., 2009) que evalu6 la viabilidad del crecimiento de L. casei en pulpa de
uchuva y en solucion isoténica de glucosa como vehiculo de aplicacion para 1V,
reportando recuentos de 5,40 x 10° y 7,3 x 10® UFC/mL respectivamente. Ambos
resultados cumplen con el criterio de probiético con base a la viabilidad del

microorganismo.

La Figura 7, presenta los valores medios y sus desviaciones estandar de las propiedades
fisicoquimicas, en funcion de las soluciones de impregnacién evaluadas y el tiempo de
almacenamiento. EI ANOVA reporté diferencias estadisticas significativas (p<0,05) para
la a,, pH, °Brix, densidad y acidez, con respecto a los factores tipo de solucién y tiempo

de almacenamiento, y a las interacciones de ambos.

Con respecto a la a,, los resultados de las soluciones no presentaron cambios
apreciables, variando entre un minimo de 0,946+0,003 y un maximo de 0,996+0,002,
esta situacién es debido a que todas las soluciones inicialmente se desarrollaron en
condiciones iséténicas al mango, siendo los mayores valores para la PM y PM+L. casei.
En todos los casos, los valores de a,, de las soluciones, reflejan un sustrato favorable al
crecimiento la mayoria de microorganismos, tales como mohos (0,8), levaduras (0,85),
bacterias grampositivas (0,90) y bacterias gramnegativas (0,93) entre otros, que limitan
su tiempo de uso (Bibek y Bhunia, 2010). Segun Doyle et al., (2001), la a,, minima que
puede soportar un microorganismo esta relacionado con la temperatura, siendo su valor
para el crecimiento de bacterias a 25°C del orden de 0,91-0,88. El crecimiento bacteriano
no solo es dependiente del a,, minimo, sino que dependen de la relaciéon pH-a,, siendo
sus valores minimos 6,8 y 0,91, respectivamente. Algunas investigaciones han reportado
valores de a,, en soluciones de impregnacion a base de leche (0,991), zumo de manzana
(0,984) y zumo de mandarina (0,983) con L. casei (Betoret et al., 2003; Betoret et al.,
2012).
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Figura 7. Caracteristicas fisicoquimicas aw , °Brix, densidad, % acidez y pH de los

tratamientos evaluadas durante 15 dias de almacenamiento a 37°C
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Los valores de °Brix y densidad, se enmarcan como asociaciones de soluciones, siendo
en orden decreciente: I, I+L. casei (22 y 20 °Brix, y 1.1y 1,08 g/mL), G+l, G+I+L. casei:
(18.0 y 17.0 °Brix, y 1.075 y 1,065 g/mL), G, G+L. casei (15.0 y 12.0 °Brix, y 1.06 y
1,045); y PM, PM+L. casei (11.5 y 10.0 °Brix, y 1.04 y 1.035). Estos resultados se
asocian a la estructura molecular del carbohidrato, donde la PM es mas facilmente
fermentable e hidrolizable al ser una matriz multicomponente y susceptible a mayores

cambios fisicoquimicos (Betoret et al., 2012).

En relacién al pH, todas las soluciones son diferentes al inicio del almacenamiento,
posteriormente, se presenta una disminucion brusca del pH generando 2 agrupaciones,
una con pH entre 4,1 — 3,9 conformada por I, G y G+l y otra conformada con pH entre
3,6 y 3,1 conformada por I+L. casei, G+L. casei, G+I+L. casei, PM y PM +L. casei. Se
observa que la disminucién del pH se hace mayor por la presencia del microorganismo

inoculado en las soluciones, dado que la interaccidén con los sustratos genera una mayor
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actividad metabdlica del microorganismo, que favorece el aumento en la produccién de
acido lactico y como consecuencia un aumento en la acidez del medio (Marin et
al,.2009). Segun Kneifel et al., (2000), muchas BAL tienen la capacidad de fermentar
diferentes carbohidratos, pero depende del metabolismo de la especie y de la cepa
especifica (Kuwuhara et al., 2004). La mayor disminucién se present6 en la solucién PM

+ L. casei, debido al mayor proceso fermentativo antes mencionado.

A pesar de que en todos los tratamientos evaluados se observo viabilidad de la cepa de
L. casei, se selecciond la soluciéon de G+l, como vehiculo para el proceso de IV en
mango Tommy Atkins, debido a que los recuentos fueron homogéneos y en mayor

cantidad, al final del tiempo de almacenamiento.

La Figura 8 presenta las micrografias obtenidas por SEM para la solucién de G+ | +L.
casei, observandose la presencia de las BAL, bajo su forma tipica (ovalada de borde
redondo) y con tamarfios aproximados del L. casei de 1.65um x 0,66 um. Estos resultados
concuerdan con los reportados por (Marin et al., 2009; Sutula, et al., 2012).

Figura 8. Microscopias SEM en la solucion de G+ | inoculada con L. casei a diferentes
aumentos: (a) 22000; (b) 35000; (c) 10000 y (d) 20000
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1.6 Proceso IV

Las Tabla 6 y 7 presentan los valores medios y desviaciones estandar de los parametros
IV y recuentos L. casei, segun disefio experimental realizado, y los resultados del
ANOVA. La Figura 9 presenta los gréaficos de superficie de respuesta de las variables

dependientes.






Tabla 6. Respuesta a la IV del mango Tommy Atkins con la solucién G+I+ L. casei, obtenida bajo las diferentes geometrias
evaluadas y [McFarland].

Corrida | [McFarland] | Espesor X (%) X1 (%) Y (%) v1 (%) ge (%) Logio UFC/g
1 7 7 3,73+£1,06 -5,31+0,005 2,02£ 0,01 | 1,64+0,01 | 7,40+0,01 7,54+0,09
2 7 3 3,20+0,35 -10,15+0,02 1,39+0,01 | 1,63+0,01 |11,33+0,01| 7,60+0,55
3 4 6 3,35%£1,03 -6,31+0,01 2,69+0,03 | 4,5+0,075 | 5,34+0,03 7,43+0,06
4 3 7 3,24+0,1 -7,27+0,02 4,53+0,25 | 5,78%£0,05 | 4,15+0,26 8,08+0,63
5 5 7 3,46+1,13 -6,57+0,02 2,50+0,01 | 3,93+0,02 | 7,77+0,01 7,81+0,02
6 3 5 2,80+0,70 -8,09+0,02 3,16+0,02 | 4,54+0,02 | 3,90+0,02 7,57+0,56
7 3 5 2,71+1,07 -8,13+0,02 3,39+0,01 | 4,75+0,01 | 3,84+0,02 7,60+1,00
8 3 7 3,21+1,03 -7,19+0,01 4,80+0,05 | 5,80%0,04 | 4,06+0,05 8,08+1,14
9 4 4 3,18+0,93 -9,80+0,01 1,60+0,01 | 2,53+0,01 | 8,46+0,01 6,73+0,10
10 3 3 3,32+0,95 -14,25+0,02 1,38+0,01 | 2,20+0,01 | 11,97+0,01| 7,60+0,80
11 5 6 6,29+1,06 -7,37%0,02 2,60+£0,06 | 3,23+0,01 | 6,70+0,06 6,30+0,31
12 6 5 3,03+1,41 -6,96+0,01 1,40+0,03 | 2,40+0,02 | 6,81+0,02 7,37+0,67
13 7 3 3,69+0,33 -12,30+0,04 1,48+0,01 | 1,35+0,01 |11,44+0,01| 7,67+0,51
14 3 3 1,40+1,69 -12,66+0,01 1,14+0,03 | 1,87+0,02 | 11,64+0,04| 7,68+0,41
15 7 7 4,11+0,98 -5,51+0,01 2,27+0,01 1,70+0,01 | 7,34%0,02 7,69+0,47
16 5 4 2,88+1,11 -10,03+0,01 1,57+0,01 | 2,26+0,01 | 8,94+0,01 8,40+0,05




Tabla 7. Resultados del ANOVA en el proceso de optimizacion del proceso IV en mango

biofortificado con L. casei.

Variable Intercepto A B AB A? B?
X 3,80 0,43 0,42 -0,089 -0,57 -0,043
Valor p 0,2060 | 0,2099 0,7973 | 0,4088 | 0,9498
X1 -7,65 0,96 3,04 -0,11 0,52 -2,18
Valor p 0,0018 | <0,0001 | 0,6557 | 0,2978 | 0,0012
y 1,85 -0,61 1,00 -0,67 0,76 -0,24
Valor p <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0007 | 0,1653
1 3,0 -1,21 1,05 -0,91 0,28 -0,49
Valor p <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,1108 | 0,0116
€ 6,82 0,74 -2,89 0,91 -2,14 3,96
Valor p <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
UFC/mL -1,18*10" | -2,05*10" | 1,89*10" | -1,88*10" | 2,62*10' | 4,86*10’
Valor p <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001

La X no presenté diferencias significativas (p>0,05) con respecto a ninguno de los
factores; mientras que si hubo diferencia significativas en Xy, v, v1, € y el recuento de L.
casei, con respecto a la [McFarland] y al espesor. El comportamiento de X estuvo dentro
del rango de 3 — 4%, para el rango estudiado de [McFarland] y espesor, lo que denota
una homogeneidad en el mecanismo hidrodindmico impuesto por los cambios de presion
(Fito, 1994; Fito y Pastor 1994). La X; present6 resultados negativos, lo que denota la
salida de liquido nativo del interior de la matriz del mango, que se hace mayor con la
disminucion del espesor de la ldmina y con el incremento de la [McFarland], lo cual se
asocia al dafio mecéanico del tejido superficial de la estructura vegetal por el corte
realizado para la obtenciéon de las laminas, dejando expuesto los liquidos del tejido del
mesocarpio que ante el vacio impuesto se combinan con la soluciéon de impregnacion,

aun siendo isoténica.

Estos resultados concuerdan con los reportados en otras matrices alimentarias
sometidas al proceso de IV (Cortés, et al., 2010; Martelo, 2011; Gras et al., 2002; Marin,
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2009; Ruiz et al.,, 2010). Otras investigaciones reportan efectos similares respecto al
factor espesor, donde la forma geométrica evaluada, cilindros y rectangulos, generé
cambios en las variables IV (Cortes et al., 2007), y en mangos fortificados reportan
valores de X del orden del 5 al 6.5% y de €. entre 5,1 al 6,6% (Ostos et al., 2012; Cortes
et al., 2007), superiores a los encontrados en este estudio, sin embargo, menores valores
de X y &, también han sido reportados en tajadas de mango utilizando soluciones
isoténicas de sacarosa (Mujica—Paz et al., 2003; Salvatori, 1998).

Los valores de vy, y v fueron positivos, lo que denota una expansion volumétrica de la
estructura, afectado principalmente por el vacio aplicado durante los 5 min y se potencia
principalmente con la disminucién del espesor y con la interaccién negativa del espesor —
[McFarland] alcanzando valores del orden de 4,5%. La porosidad eficaz al proceso IV
mostro valores altos (10 — 12%), lo que hace de esta matriz muy adecuada al proceso IV
a espesores bajos y en cualquier [McFarland]. Algunas investigaciones han reportado
valores menores de ¢ en manzana (0,336), melén (0,071) y mango (0,016) en
soluciones de sacarosa (Mujica—Paz et al., 2003) y valores menores de y; en manzana

(0,041) en zumo de manzana (Betoret et al., 2003).

El recuento de L. casei alcanzé niveles de 8 unidades logaritmicas cuando el sistema
operd a [McFarland] en el rango 3 - 4 y espesores 6 — 7 cm; sin embargo, en todos los
experimentos el mango presentd niveles superiores a 7 unidades logaritmicas, lo que
resulta efectivo para el mango y permite considerarlo con un alimento adicionado con
microorganismos probidticos. Betoret et al., (2003) han reportado recuentos similares de
microorganismos en manzanas impregnadas en leche (1,710’ UCF/g) y manzanas

impregnadas en zumo (4,5*10° UCF/g).



Figura 9. Superficie de respuesta para maximizacion de L. casei para el proceso IV bajo las concentraciones y los espesores

evaluados.
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1.6.1 Optimizacion del proceso IV.

La optimizacion del proceso IV en mango realizado por la metodologia de superficie de
respuesta se realizé bajo las siguientes restricciones: maximizar UFC/g y manteniendo
dentro de los rangos los parametros de impregnacion, lo cual permitié obtener un factor
de deseabilidad del 96,6 %. Bajo esta situacion, el software fij6 las condiciones de
operacidbn mas adecuadas: [McFarland] = 3,12 y espesor = 7 mm. La validacion del
modelo, se realiz6 comparando los valores experimentales a la condicibn Optima
obtenida y los valores teéricos determinados a partir del modelo de superficie de
respuesta. La Tabla 8 presenta los valores experimentales a la condicion éptima de

proceso frente a los valores teéricos predichos por el software.

Tabla 8. Validacion del modelo de optimizaciéon en el proceso IV de mango impregnado

con L.casei.
Variable Valor Experimental | Valor Teorico
X (%) 3,23+ 0,02 3,35
X1 (%) -7,23 +0,01 -7,12
vl (%) 5,79 £0,03 5,8
y (%) 4,76 £ 0,03 4,45
e (%) 4,10+ 0,04 4,44
Log 10 UFC/g 8,02 £ 0,07 8,06

Estos resultados permiten concluir que la matriz de mango Tommy Atkins en forma de
laminas, es una estructura apropiada para la adicion de compuestos fisiolégicamente
activos como lo son los probi6ticos, en su interior en forma efectiva. Esta situacion ya ha
sido corroborada previamente otros investigadores en la fortificacion de mango con calcio
(Ostos et al., 2012; Cortes et al., 2007) y en diferentes frutos (Mujica-Paz et al., 2003).
Ademas, Betoret et al., (2003) ha reportado que el proceso IV es adecuado para la

vehiculizacién de microorganismos probiéticos al interior de frutas.
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1.6.2 Almacenamiento

La Figura 10 presenta los valores medios con los intervalos LSD (95%) de los parametros
fisicoquimicos y fisicos en mangos biofortificados con L. casei durante el
almacenamiento. El ANOVA report6 diferencias estadisticas significativas (p<0,05) en la
acidez, pH, fuerza de ruptura, L*, a* y b* con respecto al factor tiempo de
almacenamiento; mientras que no hubo diferencia (p>0,05) en a,, Yy °Brix. El proceso de
IV generd cambios en los pardmetros fisicoquimicos del mango impregnado (MI) con
respecto al mango fresco (MF), donde las propiedades mas afectados fueron la fuerza de
ruptura: 5,801+0,964 N (MF) vs 1,57+0,4516 N (MI), L*: 75,7 £1,2 (MF) vs 65,1 +4,9 (MI),
y a*: 4,8 £1,9 (MF) vs 10,90+2,9 (MI). En la Tabla 9 se observan los valores-p obtenidos
para las variables fisicoquimicas y fisicas.



Figura 10 . Valores medios con los intervalos LSD (95%) de los parametros fisicoquimicos y

fisicos en mangos biofortificados con L. casei durante el almacenamiento.
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Tabla 9 Valores-p obtenido para las variables fisicoquimicas y fisicas

. Fuerza de
Parametro ay °Brix pH AC(I)deZ ruptura L* a* b*
(%) N)

Valor-p | 0,6104 | 0,0540 | 0,0424 | 0,0000 0,0000 0,0002 | 0,0008 | 0,0052

La disminucién de la fuerza de ruptura en las Ml, se atribuye a un debilitamiento del tejido
producto del stress mecanico impuesto en la superficie de las muestras por los cambios
de presion aplicados. Por otro lado, la disminucion de L*, se atribuye a la mayor
absorcion de la luz en los espacios intercelulares del Ml que se encuentran llenos con el
liquido de impregnacion y hace ver las muestras mas oscuras (Cortés, 2004; Zhao y Zie,
2004); este mismo fendmeno incrementa la cromaticidad a*. Algunas investigaciones
efectuadas en diferentes estructuras vegetales, demuestran que una de las propiedades
fisicas mas afectadas por el proceso IV es el color (Fito et al.,, 2001; Restrepo et al.,
2009), presentandose normalmente una disminucion de L* que hace que las muestras
impregnadas sean mas oscuras. Otros investigadores han reportados una situacion

similar en los resultados de la a* (Restrepo et al., 2009).

Durante el almacenamiento, el comportamiento del pH y la acidez no se consideré6 muy
influenciada por la solucién de impregnacién con el L. casei, siendo coherente ambas y
variando dentro de un rango pequefio, (3,05 — 3,4) y (0,95 - 1,75%), respectivamente.
Estos pequefios cambios se asocian al proceso fermentativo y la degradacion de
azucares (Pereira et al., 2011; Kuwuhara et al., 2004; Kneifel et al., 2000), también son
coherentes con las cantidades de solucion incorporada al interior de la matriz (X =3,35%)
y con el comportamiento del L. casei en la solucion G+I+L. casei, donde el pH vari6é de
4,3% hasta (3,2 — 3.3%) y la acidez entre 0,2 - 0,4%.

En cuanto a los parametros de color, la L* podria considerarse que hay una tendencia de
tener un comportamiento homogéneo, excepto en el dia 9 que la muestra presenté un
valor inferior al resto (L* = 40), posiblemente por estar en un nivel de sobremaduracion no

adecuado o por haber presentado golpes mecénicos durante su transporte. Las
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cromaticidades a* y b* presentaron un comportamiento similar, disminuyendo con el
incremento del tiempo, posiblemente por la degradaciéon de los pigmentos amarillos y
rojos propios de los componentes originales del mango, p.e. betacarotenos, antocinainas,
entre otros (Reis et al., 2006). Valores de a* y b* reportados por Ostos et al., (2012) para
la impregnacién de mango con calcio, se encuentran dentro del rango de variacién del
presente estudio. En general, durante el tiempo de almacenamiento evaluado, los
cambios de color observados, le confieren una buena conservacion de la estructura del

mango y minimos cambios enziméticos.

Con respecto a la fuerza de ruptura, hay una tendencia a incrementar la dureza de las
muestras (0,8 hasta 3,6 N), lo cual es atribuible a la deshidratacion que experimenta las
muestras por los fendbmenos de transferencia de masa que ocurren en el espacio de
cabeza (humedad relativa de la Ciudad de Medellin, aproximadamente del 65%) y la
muestra con valores de aw entre 0,0983 y 0,974. Ostos et al., (2012) reporta fuerzas de
ruptura en mango impregnado de 5,6 N; seguramente, las diferencias pueden atribuirse a
multiples factores: estado de madurez del mango, formas geométricas empleadas, al
acoplamiento del mecanismo hidrodinamico y la deformacién - relajacién de estructura

durante el proceso IV, y a la compaosicién de la solucién de impregnacion, ente otros.

La Figura 11 presenta los valores medios con los intervalos LSD (95%) de las unidades

logaritmicas del L. casei en mangos impregnado durante el almacenamiento.

Figura 11. Recuento de UFC/g del mango impregnado durante el almacenamiento

7,2

117

6,6

Log (UFC)/g
—

6,4

6,2
0 3 6 9 12 15
Tiempo (dias)




44 Proceso de obtencion de mango biofortificado con microorganismos probidticos mediante

la técnica de impregnacion a vacio

El ANOVA reporté diferencias estadisticas significativas en el recuento de L. casei
(p<0,05) con respecto al factor tiempo de almacenamiento. Se observa 2 grupos
homogéneos, uno conformado por los dias 0, 3, 6, 9 y 12 dias y otro conformado por el
dia 15. En el primer grupo hay una tendencia a incrementarse el recuento alcanzando
una estabilidad desde el dia 3 hasta el dia 12, posiblemente por la adaptacion con el
sustrato completo. A partir del dia 12, se observa un descenso; sin embargo, dentro de
los 15 dias totales de almacenamiento, siempre los niveles fueron mayores de 6
unidades logaritmicas, garantizando la declaracion probi6tica. Bustamante et al., (2006)
afirman que las variaciones en la tasas de crecimiento a través del tiempo obedecen
también a parametros de adaptacion de las cepas, el cual no es el mismo que el
suministrado en el medio de cultivo, por lo que el nimero final de UFC podria ser menor.
Muchas investigaciones indican que diferentes especies de Lactobacillus, Streptococus y
Bifidobacterium son capaces de metabolizar la inulina y fructooligosacaridos (Garcia et
al., 2007; Kaplan y Hutkins 2003; Kaplan y Hutkins 2000).

En general, a pesar de los cambios fermentativos en el producto, este present6 una alta
estabilidad con una vida util viable de 15 dias bajo los parametros fisicoquimicos
evaluados. Esta es una ventaja de las frutas con microorganismos probi6ticos frente a los
productos lacteos, los cuales son mas faciimente fermentables, presentando fuertes
cambios en las variables fisicoquimicas como el aumento de la acidez, la disminucion del
pH y °Brix, los cuales son un proceso natural causado por la produccién continua de
acido lactico y otros acidos organicos por la fermentacion de la lactosa de los cultivos
probidticos adicionados (Buriti et al., 2005). Oliveira et al., (2011) indican que la adicién
de prebidticos y probidticos presenta un efecto sinérgico, mejorador de la textura en

productos lacteos aumentando la firmeza.

Un efecto similar pudo haber sido generado, dado que en este estudio se presentaron
bajas variaciones en el perfil de textura, expresado como dureza o fuerza de ruptura.
Este efecto puede correlacionarse con otras matrices alimentarias donde la inulina es
empleada como sustituta de grasa en productos carnicos emulsificados, mejorando la

textura del gel cérnico (Villalobos, et al., 2010).
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2. Conclusiones y recomendaciones

2.1 Conclusiones
Los parametros fisicoquimicos del mango fresco lo identifican como un fruto perecedero,
con un valor de humedad y a,, alto, que lo caracterizan como un sustrato favorable al
crecimiento de microorganismos. Las propiedades fisicas de color y textura presentan
diferencias con respecto a los valores reportados en la literatura, estas diferencias estan

relacionadas con la geometria escogida y el estado de madurez de la fruta.

La viabilidad de supervivencia del L. casei en condiciones de almacenamiento de 37°C y
15 dias, en las diferentes soluciones isoténicas evaluadas fue efectiva; siendo la

solucién de G+I+ L. casei la més estable y alcanzando 11,6+0,2 Log UFC/mL.

La Ingenieria de matrices, como metodologia de obtencion de alimentos funcionales es
muy efectiva para la obtencion de mango Tommy Atkins minimamente procesado
biofortificado con microorganismos de L.casei, siendo las propiedades de las soluciones
evaluadas y la microestructura del fruto adecuada, para la incorporacion de los
compuestos fisioldgicamente activos, a través del mecanismo hidrodindmico impuesto
por los cambios de presion durante el proceso IV. La respuesta a la impregnacion a
vacio, en cuanto a las variables fraccién y deformacion volumétrica en cada etapa del
proceso Yy la porosidad efectiva de la matriz y el resultado del andlisis estadistico nos
indica que la X estuvo dentro del rango de 3 — 4%, no presento diferencias significativas
(p>0,05) con respecto a ninguno de los factores; mientras que si hubo diferencia
significativas en X,,y, y1, € y el recuento de L. casei, con respecto a la [McFarland] y al

espesor.
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El mango Tommy Atkins impregnado con la solucion vehiculizante de G+l+ L. casei
cumple con los requisitos exigidos por la Resolucion 333 de 2011 para su declaracion de
etiquetado nutricional como fuente de probibtico, alcanzando durante 15 dias a
temperatura de 4+2°C, un recuento microbioldgico de 6,4+0,1 ciclos Log UFC/ 150 g
mango fresco. En la caracterizacion del mango impregnado y almacenado durante 15
dias, se observa principalmente una influencia del factor tiempo sobre la acidez, pH,
fuerza de ruptura, L*, a* y b*; mientras que no hubo influencia en a,, y °Brix. La estructura
presenta un debilitamiento del tejido causado por el stress mecanico impuesto en la
superficie de las muestras por los cambios de presion aplicados durante el proceso IV;
mientras que los mayores cambios de color se relacionan por la disminucion de L*,
atribuible a la mayor absorcién de la luz del liquido incorporado en los espacios

intercelulares del mango impregnado.

2.2 Recomendaciones
Se recomienda realizar en estudios futuros valoraciones microbiolégicas y un analisis
sensorial que defina la aceptacion del producto por parte del consumidor. Por otro lado,
se sugiere evaluar la viabilidad de crecimiento del microorganismo a diferentes

condiciones de sustrato, teniendo en cuenta otras clase de prebidticos.

Se sugiere investigar otras alternativas o diversificacion de productos de mango
minimamente procesado, evaluando tecnologias que reduzcan su actividad de agua y

confieran mayor estabilidad.
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