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RESUMEN

Las bebidas simbidticas contienen prebidticos y probidticos; para que estos
productos conserven sus propiedades simbidticas, los probidticos deben
permanecer viables y en una cantidad superior a 107 UFC/mL durante el
almacenamiento. En el presente trabajo se determiné la vida util de la bebida
simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus). La
bebida simbidtica fue almacenada por 32 dias a una temperatura de 4 °C;
durante este tiempo se realizé el seguimiento de las caracteristicas
organolépticas, fisicoquimicas (% acidez, pH, °Brix y azucares reductores
directos), microbiolégicas (analisis de coliformes, hongos filamentosos y
levaduras), recuento de probidticos viables (Lactobacillus rhamnosus ATCC®
53103™ 'y Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356™) LogUFC/mL vy
aceptabilidad sensorial. Las caracteristicas organolépticas no tuvieron variacion
considerable durante el periodo de almacenamiento; el % de acido lactico varid
significativamente (p>0,05) de 0,21+0,0027 % en el dia 0 a 0,31+0,0067 % en el
dia 32; el pH de 4,02+0,026 (dia 0) a 3,65+0,012 (dia 32); los °Brix de
14,07+0,057 (dia 0) a 12,63+0,057 (dia 32) y los ARD desde 9,9040,09 (dia 0) a
7,50+0,05 (dia 32). En el analisis microbiolégico el crecimiento de coliformes,
hongos filamentosos y levaduras fue <10 UFC/mL. En el recuento de probitticos
Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ disminuyd significativamente de
10,32+0,064 LogUFC/mL (dia 0) a 8,3+0,05 LogUFC/mL (dia 32); y Lactobacillus
acidophilus ATCC® 4356™ de 10,01+0,057 LogUFC/mL (dia 0) a 8,02+0,021
LogUFC/mL (dia 32). En el analisis sensorial la calificacion de los atributos se
mantuvo por encima del valor 5 de la escala heddnica “No me gusta ni me
disgusta”. La bebida simbidtica presenté variaciones en los parametros; sin

embargo, cumple las especificaciones minimas exigidas.

Palabras clave: Vida util, bebida simbidtica, Hylocereus monacanthus,

simbidticos, pitahaya roja.
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ABSTRACT

Symbiotic drinks contain prebiotics and probiotics; For these products to retain
their symbiotic properties, probiotics must remain viable and, in an amount,
greater than 10”7 CFU/mL during storage. In the present work, the shelf life of the
symbiotic drink based on red pitahaya pulp (Hylocereus monacanthus) was
determined. The symbiotic drink was stored for 32 days at a temperature of 4 °
C; during this time the organoleptic, physicochemical characteristics (% acidity,
pH, °Brix and direct reducing sugars), microbiological (analysis of coliforms,
filamentous fungi and yeasts), viable probiotic counts (Lactobacillus rhamnosus
ATCC 53103™ and Lactobacillus acidophilus ATCC®® 4356™) LogCFU/mL
and sensory acceptability were monitored. The organoleptic characteristics did
not vary considerably during the storage period; % lactic acid varied significantly
(p>0,05) from 0,21+£0,0027% on day 0 to 0,31+0,0067% on day 32; pH from
4,02+0,026 (day 0) to 3,65+0,012 (day 32); °Brix from 14,07+0,057 (day 0) to
12,630,057 (day 32) and DRS from 9,90+0,09 (day 0) to 7,50+0,05 (day 32). In
the microbiological analysis, the growth of coliforms, flamentous fungi and yeasts
was < 10 CFU/mL. The probiotic count Lactobacillus rhamnosus ATCC®
53103™ decreased significantly from 10,32+0,064 LogCFU/mL (day 0) to
8,310,05 LogCFU/mL (day 32); and Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356 ™
from 10,01+0,057 LogCFU/mL (day 0) to 8,020,021 LogCFU/mL (day 32). In the
sensory analysis, the attribute rating remained above the value 5 of the hedonic
scale "l do not like it or dislike it". The symbiotic drink presented variations in the

parameters; however, it meets the minimum required specifications.

Keywords: Shelf life, symbiotic drink, Hylocereus monacanthus, symbiotics, red

pitahaya.
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. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

Los simbiéticos son productos que contienen prebidticos y probibticos; en donde
los prebidticos, que son oligosacaridos (fiboras solubles)!, favorecen
selectivamente el desarrollo de los probidticos; los cuales son microorganismos
promotores de salud?. Los probidticos tienen que mantenerse viables en los
productos y encontrarse superior a 10’ UFC/mL o g de producto para ser
considerados productos funcionales® y ejerzan efectos beneficiosos al
consumidor®.

Los probidticos al ser microorganismos vivos poseen un metabolismo; y como
consecuencia de este se obtienen productos como acido lactico; el cual produce
cambios organolépticos, fisicoquimicos, sensoriales y microbiologicos® haciendo
que el tiempo de vida util del producto se vea afectado®.

Las condiciones de almacenamiento de los productos simbidticos se dan a
temperatura de refrigeracion (4 °C) para poder reducir el metabolismo de los
probioticos y sobrevivan una mayor cantidad de estos®; de esta manera se mejora
la estabilidad organoléptica, microbiolégica, fisicoquimica y sensorial del
producto; asimismo, la viabilidad de los probidticos, el perfil sensorial de la bebida,
entre otros’. Sin embargo, durante el almacenamiento a temperatura de
refrigeracion, los probidticos continian con su metabolismo lento consumiendo
los nutrientes presentes en el producto® y generando acido lactico cuyo aumento
produce los cambios en las caracteristicas del producto® ’, haciendo que el tiempo
de vida util sea corto®. El tiempo de vida dtil también dependen de las especies
de probiéticos afiadidas a los productos’®, pues independientemente una de las
otras tendran su propio metabolismo el cual generara acido lactico que afectara
su estabilidad’. Por otra parte, también se tienen que tener en cuenta las matrices
utilizadas en el desarrollo de los productos simbidticos, que pueden ser jugos de
fruta''; debido a que van a poseer diversos nutrientes que seran fundamentales
para la actividad metabdlica de los probidticos'?, provocando asi los problemas
previamente mencionados.

Todos estos problemas citados han hecho que diversos investigadores, realicen

estudios para determinar cuél es el tiempo en el que bebidas que contienen

1



probiéticos mantienen estabilidad en sus caracteristicas fisicoquimicas,
microbiolégicas y sensoriales; y por tanto ejerzan efecto beneficiosos al
consumidor'®; dichas investigaciones concluyen que el tiempo de estabilidad
estimado es de 21 a 28 dias™* °.

Por otro lado, se conoce que los probidticos en las bebidas suelen disminuir su
cantidad conforme pasan los dias, segun las evidencias se estima que a partir del
dia 21 se genera una disminucion paulatina, perdiendo asi su actividad funcional®;
cabe resaltar que, si estos probidticos no se administran en las cantidades
adecuadas no brindaran beneficios al consumidor™s.

Por las razones sefaladas es necesario realizar estudios de tiempo de vida util
de productos simbioticos y probidticos; por ello se buscd determinar el tiempo de
vida util de la bebida simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus

monacanthus).

1.2. Formulacion de problema

¢, Cual es la vida util de la bebida simbidtica a base de la pulpa de pitahaya roja

(Hylocereus monacanthus) durante el almacenamiento?
1.3. Objetivos.

1.3.1. Objetivo general

Determinar la vida util de la bebida simbidtica a base de pulpa de pitahaya

roja (Hylocereus monacanthus) durante el almacenamiento

1.2.2. Objetivos especificos

- Evaluar las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y microbiolédgicas
de la bebida simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus
monacanthus) durante el almacenamiento.

- Realizar el recuento de los probidticos viables (Lactobacillus rhamnosus
ATCC® 53103™ vy [actobacillus acidophilus ATCC® 4356™) en la bebida
simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)
durante el almacenamiento.

- Realizar la evaluacion sensorial de la bebida simbiética a base de pulpa de
pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el almacenamiento.



1.4. Importancia y alcance de la investigacion

Los productos simbioticos al poseer microorganismos viables (probidticos) tienen
un tiempo de vida util reducido’. Tanto la presencia de los probioticos y el tipo de
matrices que se utiliza en su produccién influyen en el tiempo de vida util de los
productos'?; la cantidad de probidticos disminuyen durante el almacenamiento por
lo que es necesario realizar estudios de las caracteristicas fisicoquimicas,
microbiolégicas, sensoriales y la viabilidad de probidticos para conocer el tiempo
en el que producto se mantiene estable cumpliendo con sus propiedades para ser
considerado un producto simbidtico®. La bebida simbidtica a base de pulpa de
pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) es un producto novedoso que contiene
dos probidticos (Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ vy Lactobacillus
acidophilus ATCC® 4356™) y una matriz vegetal (pulpa de pitahaya roja
“Hylocereus monacanthus”); el comportamiento del probidtico en este tipo de
matriz es diferente en comparacién con otras matrices como cereales y lacteos;
con este trabajo se muestra la viabilidad de los probidticos superiores a 8
LogUFC/mL en la bebida simbidtica durante el tiempo de estudio a temperatura
de refrigeracién (4°C). Por otro lado, con este trabajo se complementd la
investigacién del desarrollo de la bebida simbiética a base de pulpa de pitahaya
roja (Hylocereus monacanthus); en tal sentido, los resultados se utilizaran para el
manejo del tiempo de almacenamiento de la bebida simbidtica en caso se escale
a nivel industrial. Finalmente; el presente trabajo servira como antecedente para
otros estudios de tiempo de vida util de productos simbidticos o probidticos

utilizando matrices vegetales.

1.5. Limitaciones de la investigacion

Entre las limitaciones encontradas esta la temporada; debido a que la floracion y
produccion del fruto se realiza entre los meses de noviembre y abril®

condicionando los ensayos experimentales a las épocas mencionadas.



REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes

Los probidticos son aquellos microorganismos no patégenos que han sido
estudiados en humanos y poseen beneficios favorables para la salud?; mientras
que los prebidticos son aquellos ingredientes alimenticios que ejercen
modificaciones beneficiosas sobre la microbiota intestinal lo cual confiere a la
persona una mejora en su salud’. Dentro de los probidticos se han descrito
especies del género Lactobacillus, una especie acidolactica, que posee la
capacidad de resistir un pH acido y a las enzimas gastricas’”’.

Dias et al. (2013)™ desarrollaron una bebida lactea simbidtica y realizaron los
analisis fisicoquimicos, microbiolégicos (funcion probidtica de Lactobacillus
acidophilus y Bifidobacterium bifidum) y sensoriales. La bebida desarrollada fue
almacenada en refrigeracion por 21 dias; a los dias 1, 7, 14 y 21 se evalud el
porcentaje de acidez, contenido de proteina, cenizas, contenido total de fibra
dietética, el contenido de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium bifidum
viables; y la aceptabilidad. El contenido de proteinas, fibras, carbohidratos,
sélidos solubles se encontré dentro de los parametros permitidos. Por otra parte,
el recuento de células viables en la bebida, después de 21 dias, se mantuvo
superior a 2 x 10° UFC/mL. Finalmente, la aceptacion de la bebida a los 21 dias
de almacenamiento usando la escala hedodnica fue satisfactoria.

Jaimez et al. (2019)'® midieron la sobrevivencia y la actividad proteolitica de las
bacterias Lactobacillus casei Shirota y Lactobacillus rhamnosus GG en leches
fermentadas y adicionalmente realizaron analisis fisicoquimicos. Se realizo la
medicion del pH durante el tiempo total de fermentacién (21 dias) en los dias 7,
14 y 21, esta fermentacién fue a 4 °C. Determinaron que hubo una disminucion
del pH; mientras que, en los valores de probidticos, refieren que se mantuvo por
encima de 10° UFC / mL, cumpliendo asi su funcion de bebida probidtica.
Segura et al. (2020)" desarrollaron una bebida simbibtica a base de agua de
coco, utilizando Lactobacillus rhamnosus como probidtico y realizaron los analisis
fisicoquimicos, evaluaciéon sensorial y la evaluacion probidtica. Se realizaron
lecturas de pH desde el inicio de la incubacién cada hora hasta un pH 5 y luego

cada 3 dias hasta un pH 3; también se determinaron la humedad, cenizas,



proteinas y fibra dietética, una vez alcanzado este pH se almacend a refrigeracién
durante quince dias que es el tiempo de vida util de la bebida, la bebida de
caracteristicas simbioticas (el contenido de probioticos de 82 x 108 UFC / mL) fue
aceptada por los panelistas.

Ajibola et al. (2021)'® desarrollaron y analizaron las propiedades fisicoquimicas y
sensoriales; el potencial antibacteriano y la viabilidad probidtica de las bebidas
probidticas a base coco. Los probidticos utilizados fueron Lactobacillus casei
ATCC 393, Lactobacillus plantarum ATCC20174, Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469 y Lactococcus lactis 10-1. Se reportd que, hubo un aumento del porcentaje
de acidez, una disminucion de pH, °Brix, contenidos de fenoles, antioxidantes y
taninos durante el almacenamiento en refrigeracion. Los probiéticos mantuvieron
su viabilidad durante el almacenamiento en refrigeracion, siendo L. /actis 10-1 el
que mostré mayor viabilidad (8,43 Log UFC/mL) en comparacion con otras cepas;
y en el analisis sensorial no hubo diferencias significativas entre todas las
muestras.

Da Cunha et al. (2021)%° realizaron los andlisis fisicoquimicos, microbiolégicos y
sensoriales de una bebida simbidtica a base Bertholletia excelsa H.B.K. Como
parte del estudio la bebida simbibtica se almacend a temperatura de refrigeraciéon
durante 28 dias. Durante este tiempo cada tres dias se realiz6 la evaluacion de
pH, sélidos solubles, acidez titulable y el recuento del probidtico (Lactobacillus
casel) a través de recuento en placa. A partir del dia 14 la acidez incrementd (en
términos de acido lactico), el contenido del probidtico tuvo una variacién de 9,48
a 8,59 log UFC/mL hasta el dia 28 dias que dur¢ el estudio, cumpliendo con los
requisitos de una bebida simbidtica.

Rezaei et al. (2022)?" realizaron evaluacion fisicoquimica, sensorial, contenido de
acido gamma-aminobutirico y recuento de probidticos en dos bebidas a base de
uva negra. Una fue fermentada con Lactobacillus plantarum plantarum 1BRC
(10817) y otra con Lactobacillus brevis IBRC (10818); las bebidas fueron
almacenadas durante 28 dias y los ensayos se realizaron en intervalos de 7 dias.
La produccion de acido gamma-aminobutirico aumento hasta el dia 21 y luego
disminuyd en el dia 28; el pH disminuyd y el porcentaje de acidez aumentd
significativamente; asimismo, la cantidad de probiéticos disminuyé de manera

significativa para ambas bebidas durante la evaluacion; y la bebida de uva



fermentada con Lactobacillus plantarum plantarum IBRC (10817) tuvo mayor

aceptacioén sensorial.
2.2. Bases tedricas

2.2.1. Hylocereus

Es un género de cactus trepadores perennes herbaceos oriundo de América y
de gran relevancia nutritiva por los frutos comestibles que poseen; asimismo
estos crecen en zonas tropicales y subtropicales y presentan una gran tolerancia
a las sequias; la temporada de los frutos de las distintas especies de este género
son entre los meses de noviembre y abril??, las especies de este género dan
frutos comestibles cuyo tamano varia de mediano a grande (entre 200 a 800 g)
con escamas anchas, varios colores de piel y pulpa; y numerosas semillas
pequefas y blandas, estos frutos por lo general se mantienen a una temperatura
que entre los 4 °C y 10 °C para una mejor conservacion®.

En la tabla 1 se observa las especies mas comunes de Hylocereus®*.

Tabla 1. Especies de Hylocereus mas comunes

Género Especies

H. purpusii

. escuintlensis (Kimn.)

. tricae (Hunt)

. minutiflorus Br. and R.

. megalanthus (Schum. ex Vaupel)
Hylocereus
. Stenopterus (Weber) Br. and R.
. calcaratus (Weber) Br. and R.

. undatus (Haw.) Br. and R.

. trigonus (Haw.) Safford

I T T T I T T I I

. monacanthus




2.2.1.1. Hylocereus monacanthus

Es una de las especies que tiene flores largas que van desde los 25 cm hasta
los 30 cm; su fruto color rojo cuyo peso oscila entre 130-350 g es oblongo y
cubierto de escamas que varian en tamafio (Figura 1), la pulpa es de color rojo
y contiene semillas negras; y la textura es agradable para el paladar humano,
ademas es cultivada por su caracteristico pigmento?°. La temporada para este
fruto es entre los meses de noviembre y abril’®. Esta especie posee mayor
cantidad de oligosacaridos con respecto a las demas; y son estos los que van

a actuar como componente prebiotico?*.

Figura 1. Imagen de Hylocereus monacanthus

2.2.2. Probiédticos

Los probidticos, también denominados microbianos de alimentacion directa (por
sus siglas en inglés DFM)?, son aquellos microorganismos vivos no patégenos
que al ser consumidos en concentraciones adecuadas son beneficiosos para la
salud del huésped, asi como para el tratamiento y prevencion de ciertas
enfermedades®. Los probidticos interactian de distintas formas con la
microbiota del huésped; entre estas se tiene la competencia con los patégenos

por los nutrientes y la adhesion al epitelio, al antagonismo a través de la



produccion de sustancias antimicrobianas y disminucién de pH en la mucosa
por produccion del acido lactico y otros acidos organicos de cadena corta.
Algunas especies del género Lactobacillus producen las bacteriocinas de clase
Il 'y clase Il que pueden inhibir a los patogenos en diferentes mucosas?’.
Asimismo; estos probioticos al ser agregados a ciertos tipos de alimentos tienen
que mantenerse en las cantidades adecuadas desde la produccion hasta su
posterior almacenamiento y consumo para ejercer su actividad?.

Las bacterias probioticas pertenecen generalmente al grupo de bacterias
grampositivas y principalmente a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium;
sin embargo, otras bacterias, entre ellas Escherichia coli, y levaduras como

Saccharomyces boulardii poseen propiedades probioticas?®.

2.2.2.1. Lactobacillus rhamnosus

Es una de las especies mas importantes de los Lactobacillus, esta tiene una
gran afinidad hacia las células gastrointestinales del ser humano por lo que
puede usarse para paliar o prevenir ciertas enfermedades digestivas; tal y

como para el tratamiento de la diarrea infecciosa en nifios?°.

2.2.2.2. Lactobacillus acidophilus

Es una especie del género Lactobacillus la cual es utilizada con mucha
frecuencia como probidtico intestinal pues brinda diversos efectos
beneficiosos sobre la microbiota gastrointestinal. Debido a su gran aporte es
utilizado en ciertos productos comerciales tales como: yogurt, bebidas

fermentadas, etc®°.

2.2.3. Prebidticos

También conocidos como alimentos funcionales o nutracéuticos son aquellos
alimentos no digeribles (fibras solubles) que no son utilizados netamente por el
huésped, sino que son usados como sustrato por microorganismos presentes
en la microbiota intestinal para generar metabolitos que ayudaran a la salud del
consumidor’. Estos prebioticos poseen ciertas caracteristicas tales como: la
resistencia al pH acido del estbmago, estimulacion selectiva de la microbiota
intestinal y que sean fermentados por estas bacterias®'. Uno de los géneros que
contienen oligosacaridos es Hylocereus y precisamente estos oligosacaridos
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son los que le confieren propiedades prebidticas; y estas propiedades brindaran
un beneficio al huésped, pues al consumir los frutos del género Hylocereus
promoveran la salud intestinal®*. Cabe mencionar también que la pitahaya de
fruto rojo (Hylocereus monacanthus) es la que mas oligosacaridos posee por

encima de las demas especies®2.

2.2.4. Bebida simbidtica

Las bebidas simbidticas son aquellas que contienen una cantidad de probiéticos
y prebidticos® que actuian sinérgicamente para modular la microbiota intestinal®?.
Diversos estudios han demostrado que cuando se combinan prebiéticos con
probidticos, conocido como simbidtico, hay una mejora en la proliferacion de
probidticos en el intestino y modifica la estructura de la microbiota intestinal,
impactando de manera positiva en la salud de las personas®:.

Las bebidas simbidticas han contribuido al crecimiento del mercado de
productos funcionales, lo que ha permitido que se sigan lanzando mas

productos para su comercializacion3.

2.2.5. Tiempo de vida util

Es el tiempo que transcurre en el cual un determinado alimento va a conservar
su “calidad aceptable” bajo un punto de vista organoléptico y de seguridad®. El
tiempo de vida util depende de distintos factores que lo haran variar; entre estos
factores determinantes tenemos a: la temperatura de almacenamiento, la
humedad, exposicion a la luz, etc®.

Asimismo, el tiempo de vida util ha sido un reto tanto para los investigadores
como para empresas que elaboran productos alimenticios; por tal motivo han
establecido parametros desde la produccién hasta la distribucion del producto.
Para la evaluacion de la vida util de los alimentos o productos alimenticios,
durante su almacenamiento, se realizan pruebas fisicoquimicas,
microbioldgicas, organolépticas y en ocasiones analisis nutricionales®’.

La industria alimentaria ha buscado la manera de desarrollar productos que
tengan un tiempo de almacenamiento amplio. Para determinar este tiempo de
vida util (almacenamiento) se requiere realizar varios analisis, entre ellos el
analisis de durabilidad que va a determinar el crecimiento de microorganismos,

el analisis fisicoquimico, el analisis sensorial, entre otros3e.



La determinacion del tiempo de vida de un producto se puede determinar
mediante analisis sensoriales, métodos instrumentales, analisis fisicos, analisis
quimicos y analisis microbiologicos. Estos métodos para determinar el tiempo
de vida util de un producto se podrian agrupar en métodos directos, siguiendo
estos procedimientos: identificacién de causas de deterioro del alimento,
seleccion de ensayos a realizar, planeamiento de estudio de vida util, realizacién
de estudio de vida util, determinacién de vida util y finalmente el monitoreo de
vida util; y en métodos indirectos, en donde tendremos en cuenta: datos
bibliograficos, tiempos de comercializacion, prueba de distribucién, métodos

predictivos y test de aceleracion®.

2.3. Glosario de términos

Simbidtico. Es aquel producto que contiene probidticos y prebidticos los
cuales van a brindar beneficios al huésped pues mejoran la supervivencia y la
actividad de la microbiota gastrointestinal®.

Unidades formadoras de colonia (UFC). Es la medida de células viables en
la que una colonia representa un agregado de células que derivan de una
célula progenitora®’.

Grados Brix. Es una calibracion del indice de refraccion que mide la cantidad
solidos disueltos en una solucion*?.

Acidez titulable. Es la concentracion de protones aprovechables que se
encuentra en los acidos débiles de una solucién (jugos, yogures, vinos, etc.)
la cual se puede titular o neutralizar con una base fuerte, como el hidroxido de
sodio (NaOH)*.

pH. Es un pardmetro que expresa la concentracién de iones hidrégeno (mol/L),
indicando, de esta manera, la acidez o alcalinidad de una determinada
solucion o sustancia®.

Escala hedénica. Es aquella escala que mide el grado de aceptabilidad o
agrado de un determinado producto, dicha escala consta de 9 puntos que van
desde “me disgusta extremadamente” a “me agrada extremadamente”#°
Cepa. Cepaes una variante fenotipica de una especie que
contiene informacién bioldgica de interés cientifico y que conserva las

cualidades que la definen*.

10



ll. HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipétesis

La bebida simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)

mantiene sus propiedades durante los dias de almacenamiento.

3.2. Variables

Independiente:

- Tiempo de almacenamiento
Dependiente:

- Vida util
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Operacionalizacién de variables

VARIABLE(S)

DEFINICION CONCEPTUAL

DEFINICION OPERACIONAL

DIMENSIONES

INDICADOR

UNIDAD DE
MEDIDA

Variable
independiente

Almacenamiento

Numero de dias en el que un
producto es almacenado en
diferentes condiciones de
temperatura y humedad*’

La bebida simbidtica se almacend
por 32 dias refrigeracion y
humedad ambiental

Tiempo
Temperatura

Dias (32)
4°C

Ndmero de dias

Variable
dependiente

Vida util

Es el tiempo que transcurre en el
cual un determinado alimento va
a conservar su “calidad
aceptable” bajo un punto de
vista de seguridad y

organoléptico®.

Son los dias en los cuales la bebida
mantuvo sus caracteristicas
organolépticas, fisicoquimicas,
microbiolégicas y sensoriales; y
donde los probidticos se
mantuvieron por encima del minimo
exigido.

Cantidad de probioticos

Mayor a 7 Log

L F L
(LogUFC/mL) UFC/mL ogUFC/m
pH
Caracteristicas Brix
fisicoquimicas Acidez Titulable

Azlcares reductores

Andlisis sensoriales

Color
Olor
Sabor
Textura
Aceptabilidad

Escala heddnica
de 9 puntos
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V.

MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de estudio

Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM). Jr. Puno N° 1002, Lima, Peru.

4.2. Tipo y diseio de investigaciéon

Investigacion cuasiexperimental porque se evalué el curso natural del producto,
controlando solamente la temperatura de almacenamiento en un determinado
tiempo; prospectivo porque se evalué a futuro y longitudinal porque es en un

periodo de tiempo determinado.

4.3. Poblacién y muestra

- Muestra: 30 frascos de vidrio x 296 mL de bebida simbidtica a base de la

pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus).

4.4. Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccion de

informacion.

4.4.1. Elaboracion de la bebida simbiética a base de la pulpa de pitahaya

roja (Hylocereus monacanthus)

La bebida simbiética se elaboré segun lo formulado por el “Grupo de
investigacioén en innovacion, desarrollo y evaluacién de productos funcionales
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos”.

Preparacion del inéculo de los probidticos: el inéculo se prepard
cultivando los probidticos (Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ vy
Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356™) en caldo MRS a 37° C durante 24
horas, luego se centrifugd a 4000 r.p.m. en tubos falcén estériles, se
eliminaron los sobrenadantes y se quedaron el sedimento celular, estos se
resuspendieron en suero fisioldgico estéril (el proceso se repitié por 3 veces).
Con las células lavadas se prepard una suspension celular de 0,5 de escala
de McFarland (1,5x108 UFC/mL); finalmente se quedd con una concentracion

aproximada de 5 LogUFC/mL (utilizando la escala en mencion)'’.
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Preparacién de la bebida: se mezclé 350 g de pulpa refinada con 650 mL
de agua; se ajusté a 14 °Brix con azucar blanca. Se realiz6 el tratamiento
térmico a 100 °C por 7 minutos y se dejo enfriar hasta 45 °C. Para la
fermentacion de un litro de la bebida se agregd 2,5 mL de la suspension
(1,5x10® UFC/mL) de cada probiotico para una concentracion inicial entre 5 a
6 LogUFC/mL, se homogenizo e incubo a 37 °C por 16 horas*®. Finalmente
se dejo enfriar, se envaso en frascos de vidrio de 296 mL y se almacené a

temperatura de refrigeracion (Anexo 2).

4.4.2. Almacenamiento de la bebida de la bebida simbiotica a base de

pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)

La bebida simbidtica se almacend durante 32 dias a temperatura de 4 °C en
una refrigeradora (Anexo 2). Durante este tiempo de almacenamiento se
realizaron los ensayos organolépticos, fisicoquimicos (porcentaje de acidez,
pH, °Brix y azucares reductores directos), microbiolégicos y el recuento de
probidticos a los 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 y 32 dias*®. Asimismo, se realiz6

la evaluacién sensorial a los 0, 8, 16, 24 y 32 dias de almacenamiento®.

4.4.3. Analisis organoléptico de la bebida simbi6tica a base de pulpa
de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el

almacenamiento

Se realizé la evaluacion del color, olor, sabor, textura y apariencia, utilizando

los 6rganos de los sentidos (Tabla 3).

4.4.4. Analisis fisicoquimicos de la bebida simbiética a base de pulpa
de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el

almacenamiento

4.4.41. Porcentaje de acidez

Se determin6é mediante volumetria. Se coloc6 20 mL de la bebida funcional
en un matraz Erlenmeyer, se le adicioné 40 mL de agua y se titulé con una
solucion de hidroxido de sodio (NaOH) al 0,1 N hasta obtener el pH en
funcion del reactivo titulante (Anexo 3). La acidez se expreso en % de acido

lactico mediante la siguiente formula®C:
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mL gas.Na(OH) x Norm Na(OH) x mEqAcLac
mL muestra

Acidez (%) = [ 1100

4.4.4.2. pH

Se midié el pH los dias 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 y 32 mediante el uso de
un potencidometro previamente calibrado a pH 4 y 7 con soluciones buffer®'.

Dicho procedimiento se realiz6 por triplicado (Anexo 3).

4.4.4.3. Grados Brix

Se determind mediante refractometria. La bebida sera filtrada con papel
filtro y se colocara una gota del filtrado en el refractémetro (Rango 0° - 50°)

previamente calibrado con una gota de agua destilada?' (Anexo 3).

4.4.4.4. Azucares reductores directos

Se utilizé el método volumétrico de Lane y Eynon. En esta prueba se hizo
una dilucion 1/10 para lo cual se tomaron 5 mL de bebida y se llevé a una
fiola con 50 mL de agua destilada, se filtr6 dicha dilucion y se pas6 a una
bureta. En un matraz Erlenmeyer se anadieron 2,5 mL de reactivo de
Fehling Ay 2,56 mL Fehling B y 10 mL de agua destilada. El reactivo se
calenté hasta ebullicién con la ayuda de una cocinilla y se dejoé caer la
muestra de la bureta hasta obtener un precipitado color rojo ladrillo?'. El
célculo se realizd con el gasto de la muestra y la equivalencia del reactivo

Fehling con la glucosa como azucar reductor directo (Anexo 3).

4.4.5. Analisis microbiolégico de la bebida simbiética a base de
pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el

almacenamiento

4.4.5.1. Analisis de coliformes®?

Se realiz6 mediante el recuento en placa. Se tomé 10 mL de la bebida
simbidtica y se coloco en un frasco que contenia 90 mL de agua
peptonada, se homogenizé mediante agitacién constante; y a partir de
esta dilucion (107") se realizo las diluciones sucesivas hasta 10 con suero

fisioldgico. De las ultimas 3 diluciones (1073, 10 y 10°°) se tomo 1 mL (de
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cada una) y se mezcld, de manera individual, en placas Petri que
contenian 25 mL de agar verde brillante a 45°C mediante movimientos
circulares en sentido horario y antihorario, se dej6 solidificar y se incubd
a 37 °C por 48 horas. Para el recuento se considerd las placas que

contenian entre 25 y 250 colonias. Este proceso se hace por triplicado.

4.4.5.2. Recuento combinado de hongos filamentosos y levaduras®

Se realizdé mediante el recuento en placa. Se realizé una uUnica dilucién de
10" tomando 10 mL de la bebida simbidtica y los cuales se colocaron en
un frasco que contenia 90 mL de agua peptonada, se homogenizo
mediante agitacion constante, posterior a ello se tomd 100 pL y vertié en
placas Petri que contenian agar dextrosa Sabouraud al 4 % con
gentamicina y se realizé la extension utilizando el asa de Drigalsky. Las
placas se incubaron a 25 °C por 96 horas tanto para hongos filamentosos
como para levaduras. Este proceso se hace por triplicado.

4.4.6. Recuento de probiodticos de la bebida simbiética a base de
pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el

almacenamiento

4.4.6.1. Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus acidophilus*® %*

Se realizé mediante el recuento en placa. Se tomé 10 mL la bebida
simbidtica y se coloc6 en un frasco que contenia 90 mL de agua
peptonada, se homogenizé mediante agitacién constante; y a partir de
esta dilucion (10°") se realizaron diluciones sucesivas hasta 10 con suero
fisioldgico. De las 3 ultimas diluciones (1077, 108 y 10-°) se tomo 1 mL (de
cada una), se colocé en placas Petri, se agregd agar MRS a 45 °C y se
homogenizé mediante movimientos circulares en sentido horario y
antihorario, se dejo solidificar y se incub6 a 37 °C por 48 horas. Se
considero las placas con contenido de 25 a 250 colonias (Anexo 4). Para
el conteo de Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ se considerd las
colonias grandes, blancas de bordes regulares y para Lactobacillus
acidophilus ATCC® 4356™ colonias pequeinas, blancas y de bordes
irregulares. El ensayo se realizd por ftriplicado y los resultados se

expresaron en LogUFC/mL de bebida simbidtica.
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4.4.7. Andlisis sensorial de la bebida simbidtica a base de pulpa de
pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el

almacenamiento

El analisis sensorial se llevé a cabo con un panel de consumidores de 70
personas de ambos sexos y de edades entre 18 a 40 afos, utilizando el
método de escala heddnica de 9 puntos, mediante una encuesta de
Evaluacion Sensorial (Anexo 6). La seleccion de panelistas se realizd
mediante una encuesta previa (Anexo 7) en donde se consideré el consumo
habitual de productos fermentados, (yogurt, kéfir, entre otros), productos a
base de frutas (jugos, néctares, etc.); asimismo, se descartaron aquellos que
fueron consumidores habituales de cigarrillos, bebidas alcohdlicas y comidas
muy condimentadas.

A los panelistas seleccionados se realizé el entrenamiento que consistidé en
la explicacion del producto, el andlisis sensorial y objetivo del estudio (Anexo
5). Sobre el producto se explicé los componentes (pulpa de pitahaya roja,
agua, azucar y probidticos); en cuanto al analisis sensorial se explico el uso
de la escala hedodnica de 9 puntos (tabla 2), que iba desde “me gusta
extremadamente” (9) a, “me disgusta extremadamente” (1), indicando los
parametros organolépticos a evaluar de la bebida (olor, color, apariencia,
textura, sabor y aceptacion general®®). Los participantes que estuvieron de
acuerdo firmaron un consentimiento informado (Anexo 8) en sefal de
conformidad donde indicaron que su participacién fue de manera voluntaria
en el proceso y se procedid a la evaluacion.

La evaluacion de la bebida se llevd a cabo en un ambiente amplio y bien
iluminado donde los panelistas estuvieron separados uno de otro para que
no comenten entre si sus respuestas y/o apreciaciones de la bebida; y de
esta manera evitar posibles sesgos en la evaluacién. Antes de darles la
bebida para que la evaluen se les proporcion6é un vaso de agua para que
tomen y asi tengan un sabor neutro en el sentido del gusto.

Posterior a ello se les sirvié 30 mL de bebida en un vaso traslicido para que
puedan apreciar con claridad en color de la misma, y la ficha de evaluacion
sensorial (Anexo 6). Finalizado el ensayo se recogieron las evaluaciones y

se guardaron en un sobre manila para su posterior analisis.
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Tabla 2. Escala heddnica

Calificacion Puntaje

Me gusta extremadamente 9
Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta levemente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta levemente

Me disgusta moderadamente
Me disgusta mucho

Me disgusta extremadamente

= N W B OO N

4.4.8. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 a través de ANOVA. Las diferencias
significativas de las medias de las caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales
y contenido de los probidticos en cada tiempo de almacenamiento se evalué
a través de la prueba de rangos multiples de Tukey con nivel de significancia
de 0,05; para ello se utilizé el programa estadistico Statgraphics 19 - Versién
19.4.02; y para la elaboracién de los graficos se utilizé el programa Graphpad

Prism - Versién 9.5.0.
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V.

RESULTADOS

durante el almacenamiento

Tabla 3. Caracteristicas organolépticas de la bebida simbibtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)

Caracteristicas

Dias Olor Color Sabor Textura Apariencia
0 Caracteristico Rojo Dulce - acido Ligeramente viscoso Homogénea
Caracteristico Rojo Dulce - acido Ligeramente viscoso Homogénea

Caracteristico Rojo Dulce - acido Ligeramente viscoso Homogénea

12 Caracteristico Rojo Dulce - &cido Ligeramente viscoso Homogénea
16 Caracteristico Rojo Dulce - &cido Ligeramente viscoso Homogénea
20 Caracteristico Rojo Dulce - &cido Ligeramente viscoso Homogénea
24 Caracteristico Rojo Dulce - acido Ligeramente viscoso Homogénea
28 Caracteristico Rojo grosella Dulce - acido Ligeramente viscoso Homogénea
32 Caracteristico Rojo grosella Dulce - acido Ligeramente viscoso Homogénea

Se observan en los resultados las variaciones de las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas, microbioldgicas y recuento de
probidticos que tuvo la bebida simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el almacenamiento.

5.1. Caracteristicas organolépticas de la bebida simbiética a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)

En a tabla 3 se observa que, solo se presenta un cambio significativo en el color a partir del dia 28 que varié de rojo a rojo grosella.
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5.2. Andlisis fisicoquimico de la bebida simbiética a base de pulpa de

pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el almacenamiento

En la figura 2 se observa que, entre el dia 0 y 4 no existe aumento significativo
del % de acidez (como &cido lactico); luego se evidencia un aumento
significativo en el dia 8 de evaluacion; asimismo, entre el dia8 y 12; y del 12y
16 también se observa un aumento significativo. Se aprecia que, entre los dias
16, 20 y 24 no existe aumento significativo, posterior a ello se observa que
entre los dias siguientes si existe un aumento significativo entre si. Finalmente,
entre el dia 0 (0,210,003 %) y 32 (0,31+£0,007) hay un aumento significativo

del valor del % de acidez.

0.401

0.35+

12 . 16 . 20 . 24 28 32 36
Tiempo (dias)

Figura 2. Variacion del % de acidez (como acido lactico) de la bebida

simbidtica durante el tiempo de almacenamiento
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En la figura 3 se observa que, hay una disminucidn significativa en el dia 4 de
evaluacion del pH; asimismo, se evidencia que no existe disminucion
significativa entre los dias 4 y 8; luego entre el dia8 y 12; y del 12y 16 también
se aprecia una disminucion significativa. Entre el dia 16 y 20; y del 20 al 32 no
existe una disminucién significativa; sin embargo, entre los dias 16 y 24 en
adelante si hay disminucion significativa. Finalmente, entre el dia O
(4,02+0,026) y 32 (3,6510,012) existe una disminucion significativa del valor
del pH.

4.5

4.0+

pH

3.5

3.0

12 16 20 24 28 32 36
Tiempo (dias)

Figura 3. Variacion del pH de la bebida simbiotica durante el tiempo de

almacenamiento
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En la figura 4 se evidencia que, existe una disminucién significativa los °Brix
entre el dia 0 y 4 de evaluacion; asi como entre el 4 y 8. Luego entre el dia 8 y
12 no se observa disminucion significativa. Posteriormente entre las
evaluaciones de los dias 12 y 16; y del 16 y 20 se observa una disminucion
significativa. Asimismo, entre los dias 20 y 24; y del 24 y 28 no existe
disminucidn significativa; sin embargo, entre los dias 20 y 28 si se evidencia
una disminucién significativa. Luego se observa que entre los dias 28 y 32 si
existe una disminucion significativa. Finalmente, entre los dias 0 (14,07+0,057)

y 32 (12,6310,057) si existe una disminucién significativa del valor de los °Brix.

14.51

14.04

13.51

IX

°Br

13.01

12.54

12.0-

12 16 20 24 28 32 36
Tiempo (dias)

Figura 4. Variacion de los °Brix de la bebida simbiotica durante el tiempo de

almacenamiento
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En la figura 5 se observa que, existe una disminucion significativa del % de ARD
desde el dia 4 hasta el dia 12 de evaluacion. Entre los dias los12 y 16; el 16 al
28; y del 20 al 32 no existe disminucidn significativa; sin embargo, entre el dia 12
al 32; y del 16 al 32 si existe disminucion significativa. Finalmente, entre los dias
0(9,90+0,09) y 32 (7,50+0,05) si se evidencia una disminucion significativa en el
% de ARD.

10.57
10.0-

9.5

ARD (%)

12 16 20 24 28 32 36
Tiempo (dias)

Figura 5. Variacioén de los ARD de la bebida simbiética durante el tiempo de

almacenamiento
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5.3. Analisis microbiolégico de la bebida simbiética a base de pulpa de

pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el almacenamiento

En la tabla 4 se muestra que no hubo crecimiento en de coliformes ni de
hongos y levaduras en la muestra de bebida analizada.

Tabla 4. Control microbiolégico de la bebida simbidtica

Microorganismos UFC/mL
Coliformes <10
Hongos filamentosos y <10

levaduras

5.4. Recuento de probiéticos de la bebida simbiotica a base de pulpa de

pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el almacenamiento.

En la tabla 5 se observa que, entre las evaluaciones de los dias 0 y 4 no hay

disminucion significativa para ambos probiéticos; mientras que, a partir del dia

8 si hay. En general Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ disminuyo
significativamente de 10,32+0,064 (dia 0) a 8,3%£0,05 (dia 32) y Lactobacillus
acidophilus ATCC® 4356™, de 10,01+0,057 (dia 0) a 8,02+0,02 (dia 32).

Tabla 5. Recuento de probidticos durante el almacenamiento.

Probiéticos (Log UFC/mL) o UFC/mL

Dias ™ 4 ctobacillus rhamnosus ATCC®

53103™

Lactobacillus acidophilus ATCC®

4356™

0

12
16
20
24
28
32

10,32+0,0642

10,16+0,0572 (1,45x10"° UFC/mL)

9,94+0,05°
9,62+0,035°
9,32+0,021¢
8,99+0,064°
8,750,007
8,53+0,014°
8,3+0,05"

(2,1x10" UFC/mL)

(8,7x10° UFC/mL)
(3,31x10° UFC/mL)
(2,1x10° UFC/mL)
(9,77x108 UFC/mL)
(5,6x108 UFC/mL)
(3,3x108 UFC/mL)
(2x108 UFC/mL)

10,01£0,057% (1,02x10"° UFC/mL)

9,87+0,049°
9,64+0,049°
9,21+ 0,042°
9,02+0,021¢
8,68+0,064°
8,45+0,007"
8,24+0,007°
8,02+0,021"

(7,41x10° UFC/mL)
(4,4x10° UFC/mL)
(1,6x10° UFC/mL)
(1x10° UFC/mL)
(4,7x108 UFC/mL)
(2,8x108 UFC/mL)
(1,73x108 UFC/mL)
(1,04x108 UFC/mL)
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5.5. Andlisis sensorial de la bebida simbiética a base de pulpa de

Calificacion

pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el almacenamiento

En la figura 6 se evidencia un aumento significativo en la calificacién del olor
entre los dias 0 y 8; luego entre los dias del 8 al dia 32 no hay cambios
significativos. Entre el dia 0, 16 y 24 no hay cambios significativos; sin
embargo, entre el dia 0 (5,11£1,67) y 32 (6,76+1,4) hubo un aumento
significativo.

-—
-
-
-

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Tiempo (dias)

Figura 6. Calificacion del olor durante el tiempo de almacenamiento
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En la figura 7 se observa que, hay un aumento no significativo de la calificacién
del color entre los dias 0, 8, 16 y 24; asi como entre los dias 8, 16, 24 y 32; sin
embargo, si existe un aumento significativo entre los dias 0 (7,59+1,07) y 32
(8,10+0,87).

:E ]a [ab lab ab b
Al l l 7

Calificacion
'

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Tiempo (dias)

Figura 7. Calificacion del color durante el tiempo de almacenamiento
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En la figura 8 se observa que, hay un aumento no significativo de la calificacion

la

textura entre los dias del 0 al 24; asi como entre los dias 8, 24 y 32; sin

embargo, si existe un aumento significativo entre los dias 0 (7,26+£1,04) y 32
(7,97+0,98).

Calificacion

ab ab

1 L| " L| " L| " L| L| " L| " L| " L| " L}

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Tiempo (dias)

Figura 8. Calificacién de la apariencia durante el tiempo de almacenamiento
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En la figura 9 se observa que, hay un aumento no significativo de la calificacion
la textura entre los dias 0, 8, 16 y 24; asi como entre los dias 8, 16, 24 y 32;
sin embargo, si existe un aumento significativo entre los dias 0 (7,14£1,23) y
32 (7,69+0,90).

. o L ke
2k 1 |

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Tiempo (dias)

Figura 9. Calificacion de la textura durante el tiempo de almacenamiento
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En la figura 10 se evidencia un aumento significativo en la calificacion del
sabor entre los dias 0 y 8; luego entre dias del 8 al dia 36 no hay cambios
significativos. Entre el dia 0 y 24 no hay cambios significativos, sin embargo,
entre el dia 0 (7,32+1,27) y 32 (8,13£0,73) hubo un aumento significativo.

Calificacion
&

1 L| " L| " L| " L| L| " L| " L| " L| " L}

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Tiempo (dias)

Figura 10. Calificacion del sabor durante el tiempo de almacenamiento
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En la figura 11 se aprecia que, hay un aumento significativo de la calificacién
de la aceptabilidad general entre los dias 0 y 8; luego se aprecia que entre los
valores de los dias del 8 al dia 36 no hay cambios significativos entre las
evaluaciones. Se observa también que, no hay un aumento significativo entre
los valores del dia 0, 16 y 24; sin embargo, si hay una diferencia significativa
entre el dia 0 (7,241£0,91) y 32 (8,0310,60).

9-
8- Ibe lab abc c

N
2 L 2

Calificacion
N W A G >
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0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Tiempo (dias)
Figura 11. Calificacién de la aceptabilidad general durante el tiempo de

almacenamiento
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VI.

DISCUSION

En el presente trabajo se evalué las caracteristicas organolépticas,
fisicoquimicas, microbiolégicas y sensoriales de la bebida simbidtica a base de
pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus). Cabe resaltar que en dichas
evaluaciones se obtuvo resultados en los que existian diferencias significativas
entre los dias de ensayos; asimismo, se muestra que los valores obtenidos estan
dentro de los parametros esperados.
En las caracteristicas organolépticas evaluadas solo se evidencid un cambio
significativo en el color a partir del dia 28; que varié de rojo a rojo grosella, esta
ligera variacion puede deberse al descenso de pH por el aumento de los acidos
organicos como el acido lactico®.
En la determinacion del porcentaje (%) de acidez titulable expresada en acido
lactico se observé que, hubo aumento significativo a partir del dia 8 de
almacenamiento (0,22+0,005) con respecto al dia 0 (0,21£0,003%); asimismo,
este aumenté significativamente hasta el dia 32 (0,31+0,007); el aumento en los
primeros dias no es similar a los resultados reportados por Da Cunha et al.
(2021)? en la bebida simbidtica a base de nueces de Brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K), en donde el porcentaje de acidez (como acido lactico) no aumento entre
el dia 0 (0,12 0,01) y el dia 7 (0,12+0,01); sin embargo, reportaron un aumento
significativo en el dia 28 de evaluacién (0,19+0,00). Este aumento del porcentaje
de acidez es debido a la presencia de acido lactico, producto de la actividad
metabdlica que poseen los probidticos Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus
acidophilus®®. Con respecto al pH se aprecié una disminucién significativa del
valor desde el dia 4 de evaluacién (3,87+0,025) con respecto al dia 0
(4,02+£0,026); dicha disminucion significativa se aprecia hasta el dia 20 de
evaluacion (3,5210,015); y en los dias posteriores los valores no presentaron
disminucion significativa hasta llegar al dia 32 (3,65+0,012); esta disminucién en
el pH al dia 32 es similar con lo reportado por Da Cunha et al. (2021)?° en donde
el pH disminuyé desde 5,56+0,04 (dia 0) hasta 5,16+£0,01 (dia 28). Esta
diminucion del pH y por ende aumento de la acidez se debe justamente a lo
mencionado anteriormente, que producto de la metabolizacién de los probibticos
se generan acidos organicos como el acido lactico®®. En la evaluacion de los
°Brix hubo una disminucién significativa desde el dia 4 de evaluacion
(13,750,05) con respecto al dia 0 (14,07+0,057); empero, entre los dias 8
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(13,58+0,076) y 12 (13,55+£0,058) no se observa una disminucion significativa;
en los posteriores dias se evidencio una disminucion significativa hasta llegar al
dia 32 (12,63+0,057). Esta disminucion significativa entre el dia 0 de evaluacion
hasta el dia 32 es similar a la reportada por Rezaei et al. (2022)?" en las muestras
del jugo de uva fermentado con Lactobacillus plantarum (L. plantarum) vy
Lactobacillus brevis (L. brevis), por separado, que trabajaron; los °Brix se
redujeron significativamente de 22,55 (dia 0) a 20,63 (dia 28) para el jugo de uva
con L. plantarum y de 22,5 (dia 0) a 20,5 (dia 28) para el jugo de uva con L.
brevis. Esto se debe principalmente a que los probidticos utilizan como fuente de
alimento los azlcares para poder realizar su actividad metabdlica’®. En los
resultados del porcentaje de ARD se observo una disminucion significativa de
estos a partir del dia 4 de evaluacién (8,83+0,063); luego del dia 20 (7,65+0,053)
al dia 32 (7,50£0,05) no hubo una disminucién significativa del % de ARD. Rezaei
et al. (2022)?" realizaron la evaluacion del % ARD reportando que para L. brevis
disminuyé significativamente desde 17,05 (dia 7) hasta 14,82 (dia 28) y para L.
plantarum, de 17,1 (dia 7) hasta 14,81 (dia 28). Al igual que los °Brix esta
disminucién en los azucares es producto del consumo de estos por los
probidticos que lo utilizan como fuente alimentaria para su actividad
metabolica'.

En el analisis microbioldgico realizado se observé que no hubo crecimiento de
los microorganismos evaluados; coliformes, hongos filamentosos y levaduras;
estos resultados se asemejan a los encontrados por Da Cunha et al. (2021)%,
en donde reportaron que no hubo crecimiento de mohos, levaduras y coliformes
totales en la muestra de la bebida simbiética de nueces que analizaron. Esto es
posible ya que las bacterias probidticas, como el caso de Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus acidophilus, tienen la facultad de inhibir el crecimiento
de microorganismos patdégenos, como los coliformes totales, hongos Yy
levaduras, debido a las bacteriocinas (que son metabolitos de los probidticos) o
a la produccién de acido lactico®’. Asimismo, el trabajo se realizé en condiciones
asépticas impidiendo de esa manera una posible contaminacién durante el
proceso y se controlé la temperatura de almacenamiento a 4 °C lo cual impiden
la proliferacion de los microorganismos alteradores?.

En el recuento de probidticos se observéd que a lo largo de la evaluacién hubo

una disminucion de los mismos; dicha disminucion fue significativa a partir de dia

32



8 de evaluacion con respecto al dia 0; para Lactobacillus rhamnosus ATCC®
53103™ fue de 10,32+0,064 (dia 0) a 9,94 + 0,05 Log UFC/mL (dia 8); en un
trabajo de investigacion Jaimez et al. (2019)'® evaluaron la supervivencia de
probidticos, entre ellos el Lactobacillus rhamnosus, en el jugo de agave con
leche, en sus resultados reportaron una disminucion de la cantidad del mismo,
dicha disminucién varioé de 8,50+0,06 Log UFC/mL en el dia 0 de evaluacién a
7,6410,14 Log UFC/mL en el dia 7 de evaluacién. Entonces se podria decir que,
la disminucion de Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ observada en el
presente trabajo es similar a la citada anteriormente. En cuanto al recuento de
Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356™ también presentd una disminucion
significativa desde el dia 8 de evaluacién (9,64 £ 0,049 Log UFC/mL), con
respecto al dia 0 (10,01+£0,057); asimismo el conteo para el dia 32 fue de
8,02+0,021. Esta disminucion pasado los 30 dias es similar a la reportada por
Zakirul et al. (2022)°8 utilizaron como probidtico a Lactobacillus acidophilus para
una leche chocolatada fermentada, en dicho trabajo observaron una disminucion
significativa en el recuento del probiotico del dia 0 al dia 30; sin embargo este se
mantenia por encima del 8 LogUFC/g. Como se aprecia en los trabajos citados
y en el presente los valores de Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ y
Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356™.se mantuvieron por encima de 7 Log
UFC/mL, que es el valor minimo exigido para que sea un producto funcional®.
Esta variacion en el recuento de probidticos para ambos casos puede deberse a
factores extrinsecos como el pH y la temperatura®; otros factores que podrian
afectar la supervivencia de los probi6ticos son el contenido de sélidos, el tipo y
la concentracion de azucares, la disponibilidad de nutrientes, etc®'; también otro
factor importante en la variacion es la acumulacion de acidos organicos
asociados con la actividad del mismo probiético™.

En la evaluacion sensorial se observé que, el atributo de olor que fue el que tuvo
menor promedio de calificacién de todos los atributos evaluados, siendo de
5,11+1,67 en el dia 0; y 6,76+1,4 en el dia 32; estos resultados se asemejan a
los encontrados por Rezaei et al. (2022)?' que trabajaron con una muestra del
jugo de uva negra con probidticos (Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
brevis), dichos resultados muestran que, de los parametros evaluados mediante
escala heddnica de 5 puntos cada 7 dias; el atributo de olor es ligeramente bajo

a los demas atributos evaluados luego de 28 dias de evaluacion (3,625). Dichos
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puntajes bajos en sendos trabajos podrian deberse al metabolismo de los
cultivos probidticos, ya que estos pueden producir distintos componentes como
los &cidos organicos que contribuyan negativamente al aroma del producto®?.

En el atributo de color, se observo diferencia significativa recién en el dia 32 de
evaluacion (8,01+0,87); Ajibola et al. (2021)'® evaluaron los atributos de calidad
de jugos de coco con distintos probidticos y en sus resultados de las distintas
muestras reportaron que el valor promedio del color mantuvo por encima de los
asignados a “me gusta” (3) y “me gusta mucho” (4) de su escala heddnica de 7
puntos lo que hace que se asimilan a los resultados que se obtuvieron en el
presente trabajo; asimismo, se podria decir que el valor por encima de la media
puede deberse a que los consumidores tienen una ligera preferencia hacia los
frutos de color rojo y sus distintas tonalidades®. En el atributo de apariencia se
observo un a diferencia significativa recién en el dia 32 de ensayo; los valores
promedio obtenidos fueron de 7,26+1,04 y 7,97+0,98 en los dias 0 y 32
respectivamente; dichos valores corresponden a “me gusta moderadamente” y
“me gusta mucho”; estos valores son similares a los reportados por Ajibola et al.
(2021)'® en donde el valor promedio de este atributo obtenido se mantuvo entre
‘me gusta” (3) y “me gusta moderadamente (4). En la calificacion de la textura
se observo que no presentd una variacion significativa hasta el dia 24 de
evaluacion (7,59+1,02); recién se observa la diferencia significativa en el dia 32
(7,69£0,9), y que los resultados durante el tiempo de evaluacion estuvieron por
encima de 7 “Me gusta moderadamente”; dichos resultados son similares a los
reportados por White y Hekmat (2018)%* que realizaron el analisis sensorial de
muestras de jugos de manzana y naranja fermentados con Lactobacillus
rhamnosus tras 30 dias de almacenamiento en refrigeracién utilizando la escala
heddnica de 9 puntos; en sus resultados mostraron que dichos jugos tuvieron
puntuaciones por encima del valor 7 “me gusta moderadamente"; y 6 "me gusta
ligeramente” respectivamente. Se tiene que tener en cuenta que, tanto los
prebiodticos presentes en la fruta, como los probidticos afnadidos tienen un
impacto en la textura de los alimentos; ya que los prebidticos al ser polisacaridos
no digeribles (fibras), la polimerizacién de sus cadenas puede cambiar su
solubilidad en el medio y la interaccion que pueden presentar con otros
compuestos alimenticios que se encuentran en el producto que son causantes

las redes estructurales del mismo; por su parte los probidticos pueden variar la

34



textura mediante la produccion de metabolitos en el medio o la hidrdlisis de fibras
presentes en los alimentos®. En la calificacion del sabor se obtuvo una diferencia
significativa en el dia 8 de evaluacién (7,931£0,77); asimismo, los valores de la
calificacion estuvieron por encima del valor 5, Ali et al. (2018)% realizaron la
evaluacion sensorial a la bebida carbonatada probidtica de ciruela india cada 15
dias considerando también el atributo del sabor, en dicha evaluacion el resultado
promedio de la puntuacion en los dias de evaluacién fue 27 en la escala hedénica
de 9 puntos; para el dia 30 de evaluacion reportaron un valor de 7 para este
atributo, estos resultados son similares con los hallados en el presente trabajo;
ya que también la media del valor del atributo del sabor fue superior a 7. Cabe
mencionar que en el apartado de observaciones de la encuesta de “Evaluacion
sensorial” los panelistas refirieron que se sentia un ligero sabor acido en la
bebida; esto podria deberse a que las bacterias acido lacticas (BAL) como los
probidticos contribuyen en el sabor de los productos, esto a través de la
fermentacion pues acidifican los alimentos y hacen que estos presenten un sabor
a acido lactico®. La calificacion la aceptabilidad general de la bebida tuvo una
diferencia significativa en el dia 8 de evaluacion (7,82+0,55); luego ya no se
presentd una diferencia significativa hasta el dia 32 (8,03+0,60); cabe mencionar
que la calificacién de aceptabilidad general de la bebida se mantuvo por encima
del valor 7,24+0,91 lo que indica que a los panelistas les gusté moderadamente
la bebida segun la escala heddnica planteada (“Me gusta moderadamente” = 7);
Dias et al. (2013)' aplicaron la escala heddnica de 9 puntos en su investigacion
y reportaron para el dia 0 un valor de 5,02 y para el dia 7 un valor de 4,97 lo que
indica un disminucion significativa; asimismo los valores promedio de su
producto (bebida simbidtica fermentada a base de leche y pulpa de yacon) se
mantuvieron en el apartado de “No me gusta ni me disgusta”; por otro lado,
Acevedo et al. (2018)* evaluaron por 4 semanas una muestra de jugo de mango
con probidticos reportando que la aceptabilidad se mantuvo por encima del
promedio de 6, teniendo también una diferencia significativa entre el dia O y el
dia 7 Por lo tanto, se podria deducir que la bebida simbidtica a base de pulpa de
pitahaya roja analizada en el presente trabajo supera las expectativas de

aceptabilidad general.
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VII.

CONCLUSIONES

v" Luego de 32 dias la bebida simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja

(Hylocereus monacanthus) mantuvo las caracteristicas organolépticas,
fisicoquimicas, microbioldgicas, probidticas y sensoriales dentro de las

especificaciones minimas exigidas.

Las caracteristicas organolépticas se mantuvieron sin cambios
significativos al dia 32, solo cambio de color a partir del dia 28; en las
caracteristicas fisicoquimicas (% acido lactico, pH, °Brix y %ARD) hubo
cambios significativos durante los 32 dias, y en las caracteristicas
microbiolégicas (coliformes, hongos filamentosos y levaduras) no

presentaron crecimiento en la dilucion mayor.

En el recuento de probidticos hubo una reduccién significativa del
recuento de Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ de 10,32+0,064
LogUFC/mL (dia 0) a 8,3+0,05 LogUFC/mL (dia 32) y Lactobacillus
acidophilus ATCC® 4356™ 10,010,057 LogUFC/mL (dia 0) a
8,02+0,021 LogUFC/mL (dia 32); sin embargo, se mantuvieron por
encima del valor minimo exigido (7 LogUFC/mL) durante el

almacenamiento.

La calificacion de los atributos de la evaluacién sensorial de la bebida
simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)
durante el almacenamiento se mantuvo por encima del valor 5 de la escala
hedoénica (“No me gusta ni me disgusta”); olor (5,11+1,67), color
(7,59+1,07), apariencia (7,26+1,04), textura (7,14%1,23), sabor
(7,32+1,27) y aceptabilidad general (7,24+0,91); lo que significa que la
bebida fue calificada como aceptable por los panelistas durante el

almacenamiento.
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VIIL.

RECOMENDACIONES

Realizar estudios de contenido de fibras, polifenoles, antioxidantes y
nutrientes durante el almacenamiento de la bebida simbidtica a base de
pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus).

Desarrollar bebidas simbidticas de pitahaya roja (Hylocereus
monacanthus) con otros probidticos como las Bifidobacterias, u otras
especies de Lactobacillus; y realizar el estudio de viabilidad de los
probiéticos.

Realizar estudios de vida util de la bebida de pitahaya roja a temperatura
ambiente.

Asimismo, se recomienda realizar estudios de viabilidad de probiéticos

cuando se rompe la cadena de frio (temperatura de refrigeracion).
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ANEXOS

10.1. Anexo 1. Imagenes de Hylocereus monacanthus

Figura 12. Imagen de la pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)

Figura 13. Imagen de la pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)
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10.2. Anexo 2. Imagenes de la elaboracion y almacenamiento de la bebida
simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)

Figura 14. Bebida simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus

monacanthus) envasada.

Figura 15. Alimacenamiento de la bebida simbidtica a base de pulpa de

pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) a temperatura de refrigeracién (4 °C)
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10.3. Anexo 3. Imagenes de los ensayos fisicoquimicos de la bebida
simbidtica a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)

y

Figura 16. Analisis de la acidez titulable de la bebida simbidtica a base de

pulpa de pitahaya roja Hylocereus monacanthus

Figura 17. Medicién del pH de la bebida simbidtica a base de pulpa de

pitahaya roja Hylocereus monacanthus
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Figura 18. Medicién de los °Brix de la bebida simbidtica a base de pulpa de

pitahaya roja Hylocereus monacanthus

Figura 19. Evaluacion de los ARD de la bebida simbidtica a base de pulpa de

pitahaya roja Hylocereus monacanthus.
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10.4. Anexo 4. Imagenes del recuento de probioticos de la bebida simbidtica
a base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)

Figura 20. Placa para el conteo de los probioticos de Lactobacillus rhamnosus
ATCC® 53103™ vy L actobacillus acidophilus ATCC® 4356™

Figura 21. Colonias de Lactobacillus rhamnosus ATCC® 53103™ y
Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356 ™.
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10.5. Anexo 5. Imagenes de la prueba sensorial de la bebida simbidtica a
base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus)

Figura 23. Entrenamiento de los panelistas de evaluacion sensorial
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10.6. Anexo 6. Ficha de evaluacion sensorial

FICHA DE EVALUACION SENSORIAL

APELLIDOS Y NOMBRES: FECHA: /[ / DIA:
GENERO: ............ EDAD: ......

Producto: Bebida simbidtica base de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus
monacanthus)
INDICACIONES

Frente a Ud. se encuentra una muestra de bebida simbidtica, en la cual va a
evaluar los siguientes atributos de calidad: olor, color, apariencia, textura, sabor
y aceptabilidad general usando la escala de calificacion indicada en la siguiente
tabla:

Escala de calificacion

Calificacion Puntaje

(o]

Me gusta extremadamente
Me gusta mucho
Me gusta moderadamente
Me gusta levemente
Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta levemente
Me disgusta moderadamente
Me disgusta mucho
Me disgusta extremadamente

=N W OO |00

PUNTUACION DE LOS ATRIBUTOS DE CALIDAD:

Atributos Puntaje
Olor
Color
Apariencia
Textura
Sabor
Aceptabilidad general

Observaciones y/o comentarios

iMuchas gracias por su participacion!
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10.7. Anexo 7. Cuestionario utilizado para la seleccién de panelistas

CUESTIONARIO PREVIO

Titulo de la tesis: “Determinacién de la vida util de la bebida simbidtica a base
de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el
almacenamiento”

Tesista: Bach. Victor Hermes Rojas Vasquez

Asesores: Mg. Nelson Bautista Cruz, Mg. Robert Aimonacid Roman
Apellidos y nombres:

Edad:

Sexo:

¢,Con qué frecuencia consume usted yogurt?

O Mas de una vez ala semana
O 1vezalasemana

O 1vezal mes

O De vez en cuando

O No consume

¢,Con qué frecuencia consume usted jugos o néctares?

O Mas de una vez ala semana
O 1vezalasemana

O 1vezal mes

O De vez en cuando

O No consume

¢,Con qué frecuencia usted fuma?

O Mas de una vez ala semana
O 1vezalasemana

O 1vezal mes

O De vez en cuando

O No consume

¢,Con qué frecuencia consume usted bebidas alcohdlicas?

Mas de una vez a la semana
1 vez a la semana

1 vez al mes

De vez en cuando

No consume

ooooo

¢Con qué frecuencia consume comidas condimentadas como ajies o glutamato
monosaddico (Ajinomoto)?

Mas de una vez a la semana

1 vez a la semana

1 vez al mes

De vez en cuando

No consume

oOoooan
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10.8. Anexo 8. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Datos del estudio para el que se otorga el consentimiento:

Titulo de la tesis: “Determinacién de la vida util de la bebida simbidtica a base
de pulpa de pitahaya roja (Hylocereus monacanthus) durante el
almacenamiento”

Tesista: Bach. Victor Hermes Rojas Vasquez

Asesores: Mg. Nelson Bautista Cruz, Mg. Robert Aimonacid Roman

Lugar de desarrollo: Facultad de Farmacia y Bioquimica — UNMSM

Yo identificado con el nimero

de DNI: refiero haber sido informado acerca de la investigacion

titulada y por consiguiente me declaro voluntario para dicha investigacién.

v Entiendo que mi participacién se llevara a cabo en la Facultad de Farmacia y
Bioguimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos y consistira en
realizar el analisis sensorial de una bebida simbidtica.

v Tengo conocimiento que la informacidn proporcionada sera confidencial, esto
significa que las respuestas no podran ser conocidas por otras personas ni
tampoco seran identificadas en la fase de publicacién de resultados.

v He leido y comprendido, por lo tanto, acepto voluntariamente participar en este
estudio.

Lima, de del 2022
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