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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un producto potencialmente simbiético impregnando al vacio
laminas de mora de castilla (Rubus glaucus) con tres soluciones; zumo de mora, solucion de
Fructooligosacaridos (FOS), y una mezcla de zumo de mora y solucién de FOS, todas inoculadas con
Lactobacillus casei ATCC 393 (10° UCF/mL). Las laminas de mora impregnadas con la mezcla de zumo més
FOS y con solucién de FOS, contenian mas de 10° UCF/g luego de 72 horas de almacenamiento bajo
condiciones de refrigeracion y mas de 0,0022g de FOS por cada 100g de muestra impregnada. Los resultados
indican que la presencia de FOS en la solucion de impregnacién aumentaria la viabilidad del microorganismo
y que en efecto, es viable la obtencion de un alimento potencialmente simbiético a partir de mora de castilla
mediante la impregnacion de su matriz porosa con microorganismos benéficos y sustancias prebiéticas.

Palabras clave: Mora (Rubus glaucus), fructo-oligosacaridos, prebiético, probiético, simbiético.

Abstract

The aim of this study was to develop a product potentially symbiotic by applying vacuum impregnating over
Andean blackberry slices immersed in three solutions: a solution of fructooligosaccharides (FOS), natural
blackberry juice, and a mixture of fruit juice and solution of FOS, inoculated with Lactobacillus casei ATCC
393 with 10° UCF/mL. The blackberry slices impregnated with the mixture of fruit juice and FOS, and with
just the FOS solution, they were found to contain 10® UCF/g and over 0.0022 g of FOS per 100g of
impregnated sample after being stored for 72 hours under refrigeration conditions. The results indicate that the
presence of FOS in the impregnation solution increases the viability of the microorganisms and it can be
concluded that it is feasible to obtain a potentially symbiotic food from Andean blackberry by means of the
impregnation of its porous matrix with beneficial microorganisms and prebiotic substances.

Keywords: Andean Blackberry (Rubus glaucus), fructo-oligosaccharides, prebiotics, probiotics, synbiotic.

1. Introduccién enfermedades (Dykes et al., 2003;
Los alimentos funcionales son alimentos 0 Alzamora et al.,, 2005; Mei-Fang, 2011;
ingredientes que ademas de aportar Jiménez-Colmenero et al., 2010). Entre los
nutrientes, han demostrado poseer  alimentos funcionales se incluyen, los
beneficios adicionales por encima del valor  probidticos, prebidticos y simbioticos. Los
nutricional normal y que conjuntamente,  prebiéticos son ingredientes alimenticios
gjercen un papel preventivo reduciendo los  no digeribles que afectan beneficiosamente
factores de riesgo que provocan las al hospedador mediante la estimulacion
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selectiva del crecimiento y/o actividad de
un namero limitado de bacterias en el
colon, mejorando asi la salud del
hospedador (Glenn y Roberfroid 1995;
Pérez, 2003; Gonzalez, 2007; Glenn,
2004). Los probitticos son definidos como
organismos vivos que ingeridos en
cantidades adecuadas, ejercen un beneficio
para la salud del hospedador (Betoret et
al., 2003; Awureli et al., 2011; Quigley,
2010). Debido al potencial sinérgico entre
probidticos y prebidticos, los alimentos
que presentan en su composicion una
combinacion de estos ingredientes son
llamados simbidticos (Pérez, 2003; RoRle
et al, 2010). La interaccién entre
probidticos y prebidticos podria favorecer
la adaptacién de los probidticos a un
sustrato alimenticio previo a su consumo
(Martinez-Villaluenga y Goémez, 2007).
Una amplia variedad de probié6ticos con
fibra prebidtica han sido incorporados en
alimentos a fin de favorecer Ia
supervivencia de los microorganismos
durante el almacenamiento y obtener los
beneficios de estos alimentos en la salud
(Capela et al.,, 2006; Cardarelli et al.,
2008)

Mediante la aplicacion de la técnica de
impregnacion a vacio (IV) es posible
incorporar componentes fisioldgicamente
activos (CFA) en la estructura porosa de
los alimentos (Fito et al., 2001). Este
mecanismo es definido como un proceso
de transporte de materia en un sistema
sOlido-poroso-liquido a presiones sub-
atmosfericas donde mediante la accion
hidrodindmica y los mecanismos promo-
vidos por los cambios de presion, el poro
es llenado de la solucion vehiculo con el
componente bioactivo (Fito et al., 2001;
Betoret et al., 2003). La aplicacién de esta
tecnologia en frutas y hortalizas para la
obtencién de un alimento potencialmente
simbidtico podria convertirse en una
alternativa a los productos probiéticos de
origen lacteo de consumo restringido para
intolerantes a la lactosa.

La mora (Rubus glaucus) es un fruto
apreciado por su valor nutricional y por ser

una  excelente fuente natural de
compuestos antioxidantes, sin embargo es
altamente perecedera, situacion que hace
necesaria la busqueda de alternativas de
procesamiento que permitan mantener sus
propiedades nutricionales y generen valor
agregado al producto. La técnica de IV con
la incorporacién de componentes bio-
activos (probiéticos y prebidticos), podria
ser una opcion para la obtenciéon de un
ingrediente alimentario con cualidades
simbidticas para su uso en cereales de
desayuno, postres, snacks, entre otros.

El presente estudio plantea la obtencion de
un producto potencialmente simbiético
mediante la incorporacion de un fructo-
oligosacarido (FOS) y el probiético Lb.
casei en matrices de mora, cuya mezcla
favoreciera la viabilidad del micro-
organismo durante el almacenamiento.

2. Material y Métodos

Cultivos bacterianos. La cepa liofilizada
de Lactobacillus casei ATCC 393 fue
adquirida a través de una casa comercial;
activada en caldo MRS (Scharlou) e
incubada a 37°C durante 48 horas en
condiciones  aerobias. Durante la
experiencia fue conservada en crioviales
hasta su uso.

Material fresco. Moras de castilla (Rubus
glaucus) fueron obtenidas a través de un
proveedor de la zona rural del municipio
de Manizales, Caldas en Colombia.

Tratamiento de las muestras. Las moras
fueron seleccionadas considerando la
homogeneidad del material y apariencia
sana. Sometidas a un proceso de
higienizacion y cortadas en laminas de
2,02+0,1cm de diametro con 0,59+0,06cm
de espesor.

Caracterizacion  fisico-quimica.  Los
solidos solubles fueron medidos en
unidades Brix y determinados con
refractdmetro (Brixco Instruments) a 20°C,
el valor de pH fue medido con un
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potenciometro (Schott). La actividad de
agua fue determinada wusando un
higrometro de punto de rocio (Thermo-
Constanter Novasina) y la humedad fue
cuantificada hasta peso constante segun el
método AOAC 934.06 (AOAC, 1999). La
viscosidad y densidad de las soluciones de
impreg-nacion fueron obtenidas mediante
el uso de un viscosimetro de Ubbelohde y
picnd-metro respectivamente. El contenido
de FOS en las muestras impregnadas fue
determinado empleando el método
enzimatico espectrofotométrico basado en
el método 999.03 de la AOAC (2003).
Cada valoracion fue realizada por
triplicado.

Soluciones de impregnacion (SI). Se
consideraron tres soluciones vehiculo en
las pruebas de impregnacién: zumo natural
de mora (ZM), obtenido con un extractor
doméstico clarificado y esterilizado por
filtracion. Solucion estéril de fructo-
oligosacaridos (FOS) (Nutraflora® corn
productos Andina) y una mezcla de zumo
natural y solucion de FOS (ZM+FOS);
todas las soluciones fueron isotonicas con
respecto a la mora fresca.

Inoculacion de soluciones de impreg-
nacion. La biomasa de Lb. casei obtenida
en caldo MRS fue recuperada por
centrifugacion a 8000 rpm (Hettich
Universal 320) durante 15 minutos y
adicionada a las soluciones de impreg-
nacion hasta una concentracion de micro-
organismos de 10° UFC/mL segin escala
Mc Farland.

Impregnacion a vacio (IV). Las laminas
de mora debidamente identificadas fueron
pesadas y sumergidas en la Sl, llevadas al
dispositivo de impregnacion y sometidas a
una presién de vacio de 50 mbar durante
10 minutos a 20°C; una vez restablecida la
presién atmosférica las muestras conti-
nuaron sumergidas 10 minutos mas. Se
evalué la evolucion de la masa de las
muestras impregnadas, el recuento de
UFC/g, la humedad y el contenido de FOS.

Se determinaron los parametros de
impregnacion: fraccion volumétrica de
impregnacion Xve (m°Sl/m®mora fresca) y
Xv (kgFOS/kg.mora.impregnada) conside-
rando los modelos matematicos siguientes:

M- M;

Xy o= — i
ME= M
Pdis E
\ «MFos
= _(Mf . Ml) ) 100ml (2)
v Mt * pyis

Donde: M = masa, pgis = densidad de Sl,
papm = densidad aparente de la mora.

Recuentos microbianos y viabilidad del
microorganismo en las muestras im-
pregnadas. Las muestras impregnadas
fueron almacenadas en refrigeracion (6°C)
durante 72 horas. Se realiz6 el recuento de
unidades formadoras de colonia por gramo
(UFC/g) cada 24 horas mediante siembra
en placa, incubacion y conteo sobre agar
MRS. Los recuentos en cada caso fueron
realizados por triplicado.

El andlisis estadistico de los datos se
realizé aplicando pruebas de ANOVA a un
nivel de significancia del 5% usando el
paquete Startgraphics plus 2.1.

3. Resultados y discusion

Caracterizacion fisico-quimica de las
soluciones de impregnacion

La incorporacion de componentes
bioactivos en una matriz vegetal esta
condicionada por diversos factores, entre
ellos la porosidad del producto y las
caracteristicas  fisico-quimicas de la
solucién vehiculo, las cuales no deberian
afectar considerablemente la composicién
celular ni el proceso de impregnacion de
los componentes bioactivos en los poros de
la fruta (Martinez-Monz6 et al., 1998).

La Tabla 1 muestra la caracterizacion
fisico-quimica de las soluciones isot6nicas
de impregnacién considerando el pH, la
viscosidad y la densidad. Los valores de
densidad obtenidos para cada una de las
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soluciones vehiculo no superaron los 1,05
kg/m*  ni  presentaron  diferencias
significativas entre ellas (p<0,05). Las
viscosidades determinadas se hallan en un
rango entre (1,2 mPas y 1,4 mPa.s);
comparando estos valores con los
reportados en la literatura para ensayos de
impregnacion con soluciones no isotonicas
se puede considerar que el proceso de IV
en este caso no fue perturbado por estos
parametros (Martinez-Monz¢ et al., 1998).
El valor de pH es bajo para las soluciones
con zumo de mora y aproximadamente
neutro para las soluciones de FOS, este
valor podria llegar a ser clave en la
supervivencia del microorganismo.

Tablal
Caracterizacion fisico-quimica de las solucio-
nes isoténicas de impregnacién inoculadas.

Viscosidad Densidad

Sl pH

(mPa.s)  (kg/m®)

o 202 1259 104001
+001 +0001  +160

310 1325  1042.%5

IMHFOS 901 +0008  +150
6.80 1308 104257

— +001l +0021  +010

Caracterizacion fisico-quimica de las
muestras impregnadas

La Tabla 2 muestra la caracterizacion
fisico-quimica realizada a las muestras
frescas e impregnadas con las soluciones
descritas. Se observa en todos los casos
como el proceso de impregnacién
incrementa el valor de humedad y de

actividad de agua en las muestras al
sustituir el aire contenido en los poros por
solucion de IV. Con respecto a la variacion
de masa de las muestras impregnadas no se
observaron diferencias significativas entre
tratamientos.

Parametros  calculados
impregnacion a vacio

Los parametros de impregnacion calcu-
lados se muestran en la Tabla 3. Se calculd
una porosidad de 3,68% con lo cual se
podria considerar que es este, el espacio
real a ser ocupado por la solucion vehiculo
tras la IV, sin embargo, existen diversos
factores que podrian variar esta prediccion,
entre ellos la deformacion de la matriz
durante el proceso, las caracteristicas
inherentes a las soluciones de impreg-
nacion, que pueden afectar los mecanismos
de transferencia de masa en el interior de la
fruta (Fito y Pastor, 1994; Cortés, 2007).
Estos parametros de impregnacion y la
composicién de la solucién hacen posible
predecir la composicion final de las
muestras impregnadas en lo que a la
concentracién de prebidtico se refiere. Los
porcentajes de X,y para las muestras
impregnadas con soluciones de FOS vy
ZM+FQOS fueron de 0,44% y 0,18%
respectivamente. Estas cifras comparadas
con los datos experimentales reportados en
la Tabla 2 de 0,45% y 0,22% para
soluciones de FOS y ZM+FQS, evidencian
la precisién entre los datos calculados con
respecto a los valores reales encontrados.

para la

Tabla 2
Caracterizacion fisico-quimica de la mora fresca e impregnada.
Sélidos
Hu?;/(z;jad solubles aw pH IEOOA§ AM
(°Brix)
?"N‘I’SI Fresa  g77:23 8507 0981+0,001 30%001 - .
Mora impregnada (M)
ZM 91,128+0,6 8,55+0,5 0,982+0,001 3,24+0,01 - 0,054 + 0,003
ZM+FOS 91,122+0,2 8,75+0,1 0,986+0,001 2,76+0,02 0,22 0,048+0,001
FOS 91,140+0,1 8,58+0,1 0,980+0,001 3,10+0,02 0,45 0,057 0,003
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Supervivencia de Lb. casei en moras
impregnadas

La viabilidad de Lb. casei fue evaluado en
muestras de mora impregnadas en las
diferentes soluciones y almacenadas bajo
refrigeracion (6°C) durante 72 horas. Los
resultados obtenidos son mostrados en la
Figura 1.

Las  muestras  recién  impregnadas
contenfan aproximadamente 10° UFC/g.
Durante el periodo de almacenamiento se
observa una drastica disminucién de la
viabilidad en las muestras impregnadas
con ZM, mientras en las muestras
impregnadas con ZM+FOS y solucion de
FOS la viabilidad se mantiene hasta las 72
horas con una reduccién de menos de dos
unidades logaritmicas. No se encontraron
diferencias  significativas  entre  los
recuentos para las muestras impregnadas
con ZM+FOS vy soluciéon de FOS. Esta
observacion evidencia el efecto benéfico
que tiene el prebidtico en la viabilidad de
la cepa impregnada en la matriz de la fruta.

Tabla 3
Pardmetros de impregnacion considerados en el
sistema.

Porosidad XMe

8
real (g) -10? EI<<IVF1005
(maire/m®*  (m3Sl/ /kg M
MF) m*M) aM)
0,036
P +0,007 - -
5.26
24 - +0.3 -
458 18
ZUpROs - +03  +0.00
555 44
FOS - +02 000

En la actualidad existen pocos reportes
sobre estudios de adicidn de prebidticos y
probidticos en matrices vegetales, sin
embargo distintos autores han realizado
pruebas sobre otros productos alimenticios,
demostrando en algunos casos efectos
benéficos sobre la supervivencia de
microorganismos probi6ticos en productos

lacteos con la adiciébn de sustancias
prebidticas (Capela et al., 2006; Martinez-
Villaluenga et al., 2006; Cardarelli et al.,
2008), otros investigadores como Nazzaro
y colaboradores no reportaron un efecto
benéfico de FOS e inulina sobre la
viabilidad de Lb. rhamnosus en jugos de
zanahoria (Nazzaro et al., 2008).

=
o
=)

[mZV = ZM+FOS = FOS]

d ®
=) =)

Viabilidad (log10UCF/g)
»
o

»
=]

0 24 48 72

Tiempo (h)
Figura 1. Efecto de la adicion de FOS sobre la
viabilidad de Lb. Casei en muestras refrige-
radas.

Aunque la viabilidad del microorganismo
en condiciones de refrigeracion se ve
bastante favorecida en las moras
impregnadas con solucion de FOS, la
estabilidad del az(car en condiciones
acidas, de alta humedad y a tiempos largos
de almacenamiento de acuerdo con los
proveedores no es favorable, es posible
entonces considerar la aplicacion de un
proceso de estabilizacion a las muestras, de
tal forma que la actividad de agua sea
reducida, favoreciendo el tiempo de vida
atil del producto potencialmente simbio-
tico obtenido.

4. Conclusiones

Este estudio muestra que la adicién de
prebiético en las soluciones de impreg-
nacion en frutas favorece la viabilidad de
la cepa Lb casei. Esta mezcla y una
adecuada estabilizacion del producto,
permitira obtener un alimento con caracte-
risticas potencialmente simbidticas cuya
accion sinérgica conlleva beneficios a la
salud.
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