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RESUMEN

La pitaya es un fruto temporal proveniente de una cactacea columnar, cubierta con
una cascara delgada y suave, que lleva aréolas con cerdas, espinas o pelos. La
pitaya es rica en antioxidantes debido a su contenido de polifenoles y betalainas
(Oliva, 2006; Wu et al, 2006). Los antioxidantes son componentes protectores que
consisten en un arreglo enzimatico y nutrientes indispensables cuya funcién
principal es prevenir la formacion de radicales libres e interceptar los que ya se
han generado (Morrisey y O’Brien, 1998; Calligaris et al, 2004; Parker et al, 2007).

Los probidticos son cultivos activos que contribuyen al equilibrio microbiano
intestinal, ayudan a reforzar nuestro sistema inmunolégico y tienen efectos
positivos en la salud (Schrezenmeir y De Vrese, 2001; Esquivel, 2004; Ipek et al,
2005). Durante muchos afios estos microorganismos han sido administrados a
través de productos lacteos. Hoy en dia se pretende diversificar la disponibilidad
de los productos probioticos en el mercado. En el presente trabajo se probo
viabilidad de una cepa probidtica muy conocida, con efectos positivos en la salud
comprobados cientificamente, en una gelatina preparada con pitaya. La gelatina
se utilizé como un vehiculo para que los probidticos lleguen al consumidor en un
producto no lacteo. La pitaya aportd propiedades sensoriales a la gelatina,
ademas, por su composicidn quimica es una excelente fuente de fibra y de
compuestos antioxidantes.

Se logro aislar a L. casei Shirota a partir de una alicuota de Yakult en agar MRS,
se identifico al observar bacilos en cadena gram-positivos catalasa (-).

Se determinaron las caracteristicas fisicoquimicas del jugo de pitaya asi como su
capacidad antioxidante total expresada en umolTrolox/mL por el método de
Fogliano en jugo de pitaya fresco y tratado térmicamente.

Se elaboraron gelatinas al 3.5% de grenetina y 12% de azucar con 50% de jugo
de pitaya tratado durante el analisis en la vida de anaquel de las gelatinas se
determinaron parametros fisicoquimicos como pH, sélidos solubles y % de acido
lactico. Ademas se realizd el conteo microbiolégico observando que L. casei



Shirota el microorganismo probiotico es capaz de sobrevivir sin descender su

cuenta del intervalo aceptado para productos probidticos.

1.1ABSTRACT.

Pitaya (Stenocereus griseus H.) is a Mexican temporary fruit —only harvested in
may- of columnar cacti, it is also known as “pitaya de mayo”, which has been
reported to have an important antioxidant capacity due to the high total phenolic
content and the presence of the pigments betalains composed by betacianins and
betaxanthins. Lactobacillus casei Shirota is an acid-lactic bacteria considered as a
probiotic which has beneficial health effects. The aim of this work was to establish
the viability of Lactobacillus casei Shirota in a pitaya’s jelly. Pitayas were acquired
at the market “Central de Abastos”. The pulp was conserved in zip-lock bags at —
20°C. The juice obtained with Braun™ blender was filtered to eliminate the seeds
and characterized with the following determinations by triplicate pH, °Brix (soluble
solids), citric acid content and total antioxidant capacity by Fogliano’s method. To
elaborate jellies 12% of sucrose, 3.5% of gelatin, 50% of pitaya’s juice previously
treated at 92°C for 26s in order to eliminate pitaya’s endogenous microorganisms
were mixed. Then the probiotic microorganism was quantified by Mc Farland’s
method to add 1 x 10 ® CFU/mL to the jelly, when the temperature was 30°C. The
probiotic was previously isolated from Yakult™ and also identified as gram-positive
and catalase negative. Pitaya’s jellys were analyzed each 48 h by triplicate
measuring pH, °Brix and viable cells counts were determined by the standard plate
method with MRS after 48h of incubation at 35°C. The pitaya’s juice
characterization was pH=5.8 + 0.114, °Brix = 10.26 +.0.115, 0.15 + 0.07 for the
citric acid content and the total antioxidant capacity was 162.5 + 18.11
umolTrolox/mL. The viability of the microorganism at the jelly after 3 weeks was 1 x
108 CFU/g, so the jelly was still considered as a probiotic product because this
value is between the established ranges for probiotics which are1 x 10°-1 x 108
CFU/g.. It was observed that pitaya’s jelly was capable to provide good support
keeping the viability of the probiotic microorganism.



2. INTRODUCCION

Los microorganismos conocidos como probi6ticos cuando son consumidos en
cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud incluyendo la reduccién del
nivel de colesterol, mejorando las funciones gastrointestinales y fortaleciendo el
sistema inmunolégico (Yoon et al, 2006). Por extensién de la palabra, también se
le llama probidtico a los productos alimenticios que son vehiculo de tales
microorganismos (Schrezenmeir y De Vrese, 2001).

Este tipo de microorganismos se han consumido en alimentos tales como el
yogurt, tal vez por cientos de afios, pero no fue sino a inicios del Siglo XX que los
cientificos comenzaron a investigar las razones de los beneficios de su consumo
(Young, 1998). El premio Nobel Elie Metchnikoff asocié la salud vy la longevidad
con la ingesta de bacterias presentes en leches fermentadas. Se creyd que las
bacterias presentes en el yogurt controlaban las infecciones causadas por
microorganismos patogenos entéricos y sus toxinas. Estas observaciones
indujeron un incremento en la manufactura y consumo de productos que tuvieran
microorganismos benéficos para la salud. La investigacion para el desarrollo
especifico de bacterias probidticas se inicié en Japén en la década de los treinta
del siglo XX, lograndose aislar y reforzar a la primera cepa probidética en el mundo,
llamada Lactobacillus casei Shirota, la cual dio origen a la primera leche

fermentada con caracteristicas de producto probiético (Esquivel, 2004).

Un gran numero de bacterias y levaduras se han utilizado como probiéticos,
incluyendo  Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium vy

Enterococcus (Blandino, 2003).

La incorporacién de los cultivos probiéticos a los alimentos no ha sido tan sencilla,
la viabilidad de un probidtico en el producto terminado depende de factores como
la disponibilidad de los nutrientes, factores de crecimiento e inhibidores de

crecimiento, la concentracion de los solutos, el nivel de inoculacién, la temperatura
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de incubacién y la temperatura de almacenamiento del alimento (Donkor et al,
2006).

La mayoria de los productos encontrados en el mercado son lacteos sin embargo
hoy en dia las frutas representan un excelente vehiculo para la administracién de
probidticos debido a los nutrientes benéficos como minerales, vitaminas, azucares
fermentables y antioxidantes que contienen, los cuales favorecen la viabilidad de

los microorganismos probidticos en el producto final.

En particular la fruta pitaya de mayo, proveniente de una cactacea columnar nativa
de Meéxico, tiene un alto contenido de compuestos fendlicos incluyendo los
pigmentos betalainas que le confieren capacidad antioxidante. Los antioxidantes
son componentes protectores, que previenen la formacion de radicales libres e
interceptan los que ya se han generado, algunos ejemplos son enzimas como la
superéxido dismutasa, nutrientes indispensables como vitamina C y E,

fosfolipidos, pigmentos y compuestos fendlicos.

En general los compuestos fendlicos ayudan a prevenir el riesgo de
enfermedades cronicas como cancer, degeneracion neuronal relacionada con la
edad y enfermedades cardiovasculares (Teow et al, 2007), en su estructura

quimica poseen un anillo aromatico unido a por lo menos un grupo hidroxilo.

En la actualidad, existen muy pocos estudios que informen acerca del
comportamiento de microorganismos probioticos en presencia de compuestos

antioxidantes.

Durante la realizacion de este proyecto, se evalud la viabilidad de una cepa
probidtica con efectos benéficos a la salud cientificamente probados, en una
gelatina, preparada con pitaya que posee un alto contenido de compuestos

antioxidanes, para asi obtener un alimento funcional.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son aquellos productos alimenticios que gracias a sus
componentes alimentarios proveen beneficios a la salud mas alla de la nutricidén
basica, es decir, producen un impacto benéfico, clinicamente comprobado sobre la
salud; curando enfermedades o disminuyendo el riesgo de tenerlas. Entre sus
principales caracteristicas encontramos que cuentan con cualidades nutritivas y
benéficas para diversas funciones del organismo, mejoran el estado de salud,

previenen o disminuyen el riesqgo de contraer enfermedades y su consumo no

posee efectos nocivos (Krause, 2004; Prado et al, 2008).

Desde los 80’s se les ha llamado alimentos medicinales, nutraceuticos, alimentos

terapéuticos, super-alimentos, alimentos de disefio entre otros (Prado et al, 2008).

Los nutracéuticos son alimentos o parte de un alimento que proporciona beneficios
médicos o para la salud, incluyendo la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedades, ademas, de su papel nutritivo basico desde el punto de vista
material y energético; también son productos de origen natural con propiedades
bioldgicas activas. Se puede definir como un suplemento dietético, presentado en
una matriz no alimenticia (pildoras, capsulas, polvo, etc.), de una sustancia natural
bioactiva concentrada presente usualmente en los alimentos y que, tomada en
dosis superior a la existente en esos alimentos, presumiblemente, tiene un efecto
favorable sobre la salud, mayor que el que podria tener el alimento normal
(Krause, 2004).

En diversas investigaciones se ha visto que la adicion de probidticos a los

alimentos, provoca beneficios en la salud como mejorar las funciones
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gastrointestinales, fortalecer el sistema inmunoldgico y disminuir el riesgo del

cancer de colon (Yoon et al, 2006).

El beneficio de la adicion de prebidticos a los alimentos es que estimulan la
activacion del crecimiento de bacterias buenas como Bifidobacterias, Lactobacilos
y otras bacterias en el intestino grueso. Los prebidticos son productos alimenticios
no digeribles o fibra que estimula el crecimiento de las especies bacterianas, que
estan presentes en el colon y mejoran la salud del huésped, contiene sustratos
que nutren a la microbiota o microflora intestinal benéfica. Ejercen influencia en la
digestion y absorcion de carbohidratos en el intestino delgado asi como en el
metabolismo de lipidos y glucosa y en la proteccion en contra de factores de

riesgo de enfermedades cardiovasculares (Holzapfel y Schillinger, 2002).

Son ejemplos de prebidticos, la fibra alimentaria y los fluctooligosacaridos (FOS),
asi como la inulina que son azucares simples de cadena corta (neoazucares), con
una longitud de 3 a 10 unidades de azucar de los cuales por lo menos dos son
fructosa (Schrezenmeir y De Vrese, 2001; Krause, 2004; Luckow y Delahunty,
2004; Ipek et al, 2005).

Otros prebiodticos en estudio son: galacto-oligosacaridos, isomalto-oligosacaridos,
lactosacarosa y xylooligosacaridos. Algunas fuentes de prebioticos por su alto
contenido en fibra son miel, cerveza, cebolla, esparragos, centeno, alcachofa,

platano, maple, avena, cebolla, esparragos (Cagigas y Blanco, 2002).

Cuando un producto alimenticio contiene probidticos y prebidticos, se le llama
simbiodtico y su efecto involucra dos regiones del tracto gastrointestinal es decir el
intestino delgado y el grueso (Schrezenmeir y De Vrese, 2001; Ipek et al, 2005).

13



3.2 Probidticos

La palabra probidtico significa en pro de la vida. Son cultivos activos tales como
las bacterias lacticas y sustancias que contribuyen al equilibrio microbiano
intestinal, para restituir la poblacién del medio interno y proteger la integridad
intestinal, debido a que son capaces de sobrevivir la digestion llegando vivas al

colon (Schrezenmeir y De Vrese, 2001; Esquivel, 2004; Ipek et al, 2005).

Estas bacterias ayudan a reforzar nuestro sistema inmunolégico y tienen efectos
positivos en la salud. De acuerdo a la FAO/OMS (2001) los probioticos son
microorganismos vivos que al administrarse en cantidades adecuadas confieren

beneficios a la salud del huésped.

Por extension de la palabra, también se le llama probidtico a los productos
alimenticios que contienen microorganismos viables, en una poblacion suficiente
para que su viabilidad y actividad metabdlica se mantengan en todas las etapas
del proceso de produccion del alimento (Schrezenmeir y De Vrese, 2001;
Esquivel, 2004; Ipek et al, 2005; Cruz et al, 2009).

El premio Nobel Elie Metchnikoff asocié la salud y la longevidad con la ingesta de
bacterias presentes en leches fermentadas. Se creyd que las bacterias presentes
en el yogurt controlaban las infecciones causadas por  microorganismos
patdgenos entéricos y sus toxinas. Estas observaciones indujeron un incremento
en la manufactura y consumo de productos que tuvieran microorganismos
benéficos para la salud. La investigacidén para el desarrollo especifico de bacterias
probidticas se inicid en Japdn en la década de los treinta del siglo XX, lograndose

aislar y reforzar a la primera cepa probioética en el mundo, llamada Lactobacillus

14



casei Shirota, la cual dio origen a la primera leche fermentada con caracteristicas

de producto probidtico (Esquivel, 2004).

Recientemente se han incrementado marcadamente la calidad y cantidad de
estudios publicados que documentan los beneficios a la salud y los mecanismos
de accion de los microorganismos probiéticos. Al mismo tiempo ha aumentado
globalmente la disponibilidad y variedad de productos comerciales (Tuorila et al,
1998; Young, 1998).

3.2.1 Beneficios por el consumo de probioticos

Los probidticos inhiben el desarrollo de bacterias téxicas, al competir con los sitios
de adhesion y nutrimentos, inhiben la proliferacion de microorganismos patégenos
y promueven el crecimiento de las bacterias caracteristicas del tracto
gastrointestinal. Estos producen acidos organicos que reducen el pH intestinal y
retardan el crecimiento de bacterias patdgenas sensibles al acido. Otros beneficios

que aportan las bacterias probiéticas son las que se mencionan a continuacion.
1. Nivel nutricional

* Producen vitaminas, hacen disponibles los minerales 'y

oligoelementos.

* Producen enzimas digestivas muy importantes como la f-
galactosidasa la cual a su vez alivia la intolerancia a la lactosa en el

intestino delgado.

* Generan un efecto antagonico en contra de diarrea infecciosa, que es
causada por antibiéticos.

* Disminuyen el colesterol por asimilacion, modifican la actividad
hidrolasa de las sales biliares y tienen efecto antioxidante.
2. Nivel terapéutico
* Mantienen la integridad de las mucosas, aumentan la movilidad del

intestino aliviando el estreinimiento.
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* Reducen las reacciones alérgicas inflamatorias.
% Efectos anticancerigenos en el colon.

* Refuerza el sistema inmunolégico de respuesta inespecifica,
incrementa la actividad fagocitica de células blancas, induce la
sintesis de citocinas, incrementa la actividad litica de las células,

aumenta los niveles de inmunoglobulinas.
* Ayudan a controlar enfermedades urinarias en mujeres.
* Disminuyen el pH intestinal y destruyen las sustancias toxicas.

* Producen compuestos antimicrobianos (bacteriocinas) que inhiben a

los microorganismos patogenos.

* Minimizan los efectos perjudiciales de la terapia con antibidticos.

(Schrezenmeir y De Vrese, 2001; Holpzafel y Schillinger, 2002; Ipek et al, 2005).

El consumo de probidticos ha probado tener efectos antimutagénicos, incluyendo
la inhibicion de la actividad de enzimas implicadas en la generacion de
carcindgenos y en la supresiéon de tumores. Se conoce que el acido lactico
producido por los probidticos se une a los pirolisatos (sustancias mutagénicas) y
los degrada para su eliminacion, otro mecanismo es el de la adsorcidn o secuestro
de carcinégenos (aminas heterociclicas, aflaxotina B1 y benzopirenos), lo que

disminuye la mutagenicidad (Esquivel, 2004).

3.2.2 Caracteristicas que poseen los microorganismos probioticos.

Para que una cepa microbiana sea seleccionada como probiética (Cuadro 1) debe
cumplir con algunos criterios, el mas importante es que dicha cepa sea segura
para el organismo, que posea caracteristicas deseables para el producto donde se

quiere utilizar y que cumpla con los siguientes aspectos:

1. Aspectos generales como origen, identidad y resistencia a mutaciones.
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2. Aspectos técnicos (propiedades de crecimiento in vitro, supervivencia

durante el proceso y viabilidad durante transporte y almacenamiento).

3. Aspectos fisiologicos como resistencia al estrés del medio, a factores
antimicrobianos que se encuentran en el paso estomago-duodeno (pH 2.5,
jugo gastrico, sales biliares y jugo pancreatico).

4. Aspectos funcionales y benéficos; adhesién a las células intestinales,
colonizacion de la mucosa, competitividad, antagonismo con patdégenos,
estimulacién del sistema inmunoldgico, estimulacion del crecimiento de las

bacterias autdctonas del tracto gastrointestinal.

5. Aspectos de seguridad; que no transfieran resistencia a antibidticos ni

factores virulentos (Esquivel, 2004; Ipek et al, 2005).

La supervivencia de las cepas en el producto final dependera de muchos factores
como pH, presencia de conservadores y de sustancias inhibidoras de crecimiento
potenciales. En un estudio realizado por Vinderola et al, (2002) se encontré que el
acesulfame, colorantes rojo y naranja naturales, acetoina, saborizantes de
durazno y fresa no interfieren con el crecimiento de cultivos iniciadores de
bacterias lacticas y probidticos. Se determind que en las siguientes
concentraciones compuestos como KClI (2 % p/V), sacarosa (20 % p/V),
aspartame (0.12 % p/V), saborizante de vainilla (0.14 % p/p) y platano (0.2 % p/V)
si inhibian el crecimiento. En especifico las Unicas cepas que probaron sobrevivir
en presencia de nicina (antibidtico producido por L. lactis contra gram-positivos
utilizado como conservador en quesos y otros productos lacteos) fueron L.

acidophilus 'y S. thermophilus.
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3.2.3 Géneros microbianos utilizados como probioéticos.

Los principales microorganismos que se han utilizado como probidticos (Cuadro 1)

son: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium y Enterococcus

(Blandino, 2004).

El uso de las cepas del género Lactobacillus como microorganismos probioticos

se ha determinado por:

* Su asociacion con productos fermentados tradicionales y su gran aceptabilidad.

* Su asociacion con el tracto gastrointestinal interactuando benéficamente con el

ecosistema del intestino delgado.

* La adaptacion a productos lacteos y otros alimentos y su larga historia de

aplicaciones en la Industria Alimentaria.

Cuadro 1. Cepas comunes utilizadas como probiéticos

Bifidobacterium sp

Lactobacillus sp

Otros

B. adolescentes L. acidophilus Saccharomyces cerevisiae
B. animalis L. bifidus Leuconostoc mesenteroides
dextranicum
B. breve L. brevis Bacillus cereus
B. brevis L. bulgaricus Pediococcus acidophilus
B. bifidum L. casei Streptococcus diacetilactis
B. infantis L. casei rhamnosus Streptococcus cremoris
B. lactis L. casei Shirota Streptococcus lactis
B. longum L. cellobiosus Pediococcus acidophilus
B. thermophilum L. collinoides Saccharomyces boulardii
L. cremoris
L. crispatus
L. delbriekii bulgaricus
L. dextranicum
L. fermentum
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. gallinarum

. lactis

. lactis biover oliacetylactis

. plantarum

. reuteri

. rhamnosus

. ruminis

. salivarius

i

. vitulinus

L. paracasei

L. johnsonii

L. gasseri

(Blandino et al, 2003; Ipek et al, 2005)

Las especies del género Lactobacilos son microorganismos exigentes o
fastidiosos ya que para su crecimiento O6ptimo requieren carbohidratos
fermentables, aminoacidos, vitaminas del complejo B, acidos nucleicos y
minerales (Gomes y Malcata, 1999). Tienen una amplia historia de ser utilizados
en productos alimenticios fermentados, se distinguen por su capacidad de
atravesar en gran numero la barrera gastrica y sobrevivir durante el transito
intestinal, para asi poder desarrollar sus efectos benéficos en el intestino (Cobo et
al, 2006).

En particular al microorganismo Lactobacillus plantarum se le adjudica ser un
probidtico seguro, con el potencial de reducir el colesterol sérico y los niveles de
triglicéridos segun los resultados de un estudio de Nguyen et al, (2007) en el cual
se demostré que disminuyo el 7% del total de colesterol y el 10% de triglicéridos
en el grupo de ratas que se alimentaron con dicho microorganismo comparado con

el grupo control.
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3.2.4 Lactobacillus casei Shirota

Lactobacillus casei Shirota es una bacteria Lactica, gram-positiva, no esporulada
(Figura 1) que pertenece al Phylum Firmicutes, Clase Bacill, Orden

Lactobacillales.

El metabolismo de L. casei Shirota es heterofermentativo gracias a que posee una
enzima llamada fosfocetolasa, que le permite poder seguir la via de las pentosas
convirtiendo hexosas (principalmente glucosa) en pentosas y teniendo como
productos finales una variedad de compuestos reducidos ademas de lactato,
como acido acético, etanol, bidoxido de carbono y ademas a partir de piruvato

produce peroxido de hidrégeno (Boone et Castenholz, 2001).

Es una bacteria anaerobia facultativa es decir crece de manera Optima en
condiciones anodxicas, pero puede presentar crecimiento si la concentracion de
oxigeno es baja, debido a que posee enzimas como NADH oxidasa, NADH
peroxidasa que minimizan la toxicidad de compuestos activados por el oxigeno
(Gonzalez et al, 2004).

Lactobacillus casei Shirota se considera una bacteria GRAS (generalmente
reconocida como segura) y un microorganismo probiético (Boone y Castenholz,
2001

Figura 1. Micrografia electronica de Lactobacillus casei Shirota.
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Al probidtico Lactobacillus casei Shirota se le han comprobado beneficios como:
inhibir microorganismos patogenos (Salmonella, Shigella y Helicobacter), reducir la
intolerancia a la lactosa y aumentar la respuesta inmunoldgica (Maragkoudakis et
al, 2006). Ademas previene los malestares intestinales, mantiene el balance de la
microflora intestinal y disminuye la actividad enzimatica fecal (Magarifios et al,
2008).

En un estudio realizado por Tuohy et al, (2007) se comprobd la habilidad de L.
casei Shirota de sobrevivir el paso del tracto gastrointestinal humano,
comprobando su presencia aun después de una semana sin consumir el producto
probiotico. Ademas en otro estudio realizado por Maragkoudakis et al, (2006) este
microorganismo sobrevivio a pH = 3 durante 3 horas y pH=2 durante 1 h, es

resistente a la pancreatina y a las sales biliares, no presenta actividad hemolitica.

3.2.5 Supervivencia o viabilidad de los probidticos en el producto

La incorporacion de los cultivos probidticos a los alimentos no ha sido tan sencilla,
esto es por las condiciones que dichos microorganismos necesitan para
desarrollarse, entre ellas se destacan atmosferas anaerdbicas, pH entre 56 y 7.
Hasta la fecha, han sido desde sus comienzos, muchos los productos lacteos
(yogurt, helado, leches fermentadas y queso) que han servido de vehiculo a las

bacterias probioticas (Heenan et al, 2004).
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Cepas de probidticos

/

Alimentos funcionales

l

e Yogurt (Bacterias
lacticas)

e Jugos frutales
(Lb. casei, Lb.
rhamnosus)

o QOgidesayuno de
Africa (bacterias
lacticas)

e Salsa secas para
carne (bacterias
lacticas)

.

Farmacéuticos

|

Tabletas
Polvos

Figura 2. Diferentes formas de administracién de Probiéticos

(Ipek et al 2005; Leroy et al, 2006; Omemu et al, 2007).

Las bacterias probidticas se han aplicado en muchos productos a nivel mundial

(Figura 2). Han sido adicionadas a los alimentos, en productos farmacéuticos y en

la alimentacién de animales. Una consideracibn muy importante es que los

productos contengan una dosis efectiva de células viables durante toda su vida de

anaquel, aun no existe un acuerdo que establezca cual es

la minima

concentracion de microorganismos probioticos en un producto para obtener

beneficios en la salud. Sin embargo, se ha establecido por diversos estudios que

la concentracion minima debera ser mayor a 108 UFC/mL (Donkor et al, 2006;

Cruz et al, 2009).
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La aplicacion de probidticos en los alimentos depende de factores como: actividad
acuosa (aw), pH, concentracion de sal y de otros ingredientes que puedan
funcionar como antimicrobianos y del estrés mecanico provocado por el proceso
(Ipek et al 2005).

Ademas de las propiedades en beneficio de la salud, los probiéticos deben cumplir
ciertos requerimientos para poder desarrollar un producto comercial, tales como la
supervivencia, la actividad en el producto y la estabilidad durante el
almacenamiento. No deberan afectar las caracteristicas de sabor o aroma del

producto ni acidificarlo durante su vida de anaquel (Donkor et al, 2006)..

La viabilidad de un probidtico en el producto terminado dependera de factores
como la disponibilidad de los nutrientes, factores de crecimiento e inhibidores de
crecimiento, la concentracion de los solutos, el nivel de inoculacion, la temperatura
de incubacién y la temperatura de almacenamiento (Donkor et al, 2006). Otros
factores que determinan la viabilidad de los microorganismos en el alimento son la
cepa seleccionada, las interacciones entre las especies microbianas presentes, la
produccion de perdxido de hidrogeno por metabolismo bacteriano y la acidez final
del producto (Cruz et al, 2009). Muchos probidticos al tener origen en el intestino,
son sensibles al oxigeno, calor y concentraciones elevadas de acido lo que les
genera estrés y esto provoca que se desempefien pobremente en muchos
alimentos (Dave y Shah, 1997).

Las matrices mas comunes para bacterias probiéticas en alimentos han sido
diferentes tipos de productos lacteos fermentados. Durante los ultimos afos la
necesidad de diversificar los probidticos en el mercado ha aumentado, por lo que
hoy en dia se ha demostrado que los jugos frutales son un vehiculo adecuado
para los probidticos, ultimamente ha crecido el interés por aplicarlos en productos
carnicos fermentados, al encontrarse que la carne protege las bacterias lacticas en

contra de la accion letal de la bilis (Ganzle et al, 1999).
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Ademas, se han realizado estudios con grenetina para conocer su efecto en la
viabilidad como agente encapsulante de microorganismos probidticos, actuando
como una barrera fisica en contra de condiciones externas adversas
(Kailasapathy, 2002; Chandramouli et al, 2004; Jales et al, 2007). Se han aplicado
también en productos infantiles como leches en polvo y en otros productos
basados en cereales y leguminosas (Lourens-Hatting y Viljoen, 2001;

Schrezenmeir y De Vrese, 2001)

Las frutas y vegetales representan las nuevas matrices en alimentos que se
comportan como vehiculos de probidticos, son un medio ideal porque contienen
nutrientes benéficos como minerales, vitaminas, fibra dietética y antioxidantes
(Lucklow y Delahunty, 2003).

Existen estudios donde se determina la viabilidad de probidticos en diferentes
productos reportandose que a pesar de la disminucién del pH los microorganismos
probidticos permanecieron por encima del nivel terapéutico de 10° UFC/g (Donkor
et al, 2006). En particular Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus vy
Lactobacillus paracasei; sobrevivieron por encima de 107 UFC/mL en jugo de

naranja y 10° UFC/mL en jugo de pifia durante 12 semanas (Sheehan et al, 2007).

3.3 Cactaceas

Los cactos son un grupo de plantas con una gran variacion, porque tienen que
adaptarse a los diferentes ambientes en los que se los encuentra. Su capacidad
de adaptacion es muy grande y se cree que se han originado en un periodo de
tiempo de aproximadamente 20 000 anos (Lamby Lamb, 2003).
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La familia Cactaceae originaria de América, constituye uno de los grupos mas
representativos de la flora de México, en donde se cultivan principalmente los

generos Opuntia spp., Hylocereus spp., y Stenocereus spp. (Lopez, 2006).

Estas plantas se identifican mediante la presencia en sus tallos de aréolas sin
necesidad de dividir sus flores o frutos. La aréola es una estructura de aspecto
algodonoso de donde surgen fibras lanosas, cercas, espinas, flores y frutos.
Generalmente estan muy desarrollados sus tejidos de almacenamiento
(parénquima) lo que les permite conservar agua y nutrientes en sus tallos y raices
para sobrevivir durante prolongados periodos de sequia. Poseen flores muy
vistosas, algunas veces son tan grandes que llegan hasta 40 cm de largo o tan
pequefias de medio centimetro. Sus colores son variados y combinados, las
nocturnas siempre son blancas con algunos tonos amarillos o rojizos y las duernas

son blancas, purpura, amarillas, anaranjadas y verdes.

Una caracteristica que les confiere su adaptacion es que utilizan de manera
eficiente el agua, es decir de cinco a diez veces mayor que los cultivos
convencionales. Esta caracteristica de aprovechamiento del agua, se debe a la via
fotosintética para esta familia, la via del metabolismo acido de las crasulaceas
(CAM) en estas plantas, los estomas se abren y capturan el di6xido de carbono en

la noche cuando la transpiracion es baja (Esquivel, 2004).

Las cactaceas columnares son elementos abundantes y diversos desde épocas
prehispanicas. Han sido recursos econdmicos, culturales y alimenticios
importantes entre la poblacidon indigena y rural, especialmente por el agua que
contienen sus tejidos, por la gran cantidad de hidratos de carbono en sus frutos y
las proteinas y grasas de las semillas. Las comunidades indigenas y los animales
aprovechan los tallos de diversas especies, en épocas de sequia, para calmar la
sed y el hambre, masticando la jugosa pulpa (Valles y Rodriguez, 1997; Pérez,
2004; Oliva, 2006).
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En las cactaceas, los principales pigmentos son las clorofilas, carotenoides y
compuestos fendlicos. Sin embargo los pigmentos hidrosolubles mas importantes,
que dan el color a las flores y los frutos son: las betacianinas (coloracion rojo-
violeta) y las betaxantinas (coloracion amarilla), ambos son compuestos
nitrogenados (Wu et al, 2006).

3.3.1 Pitaya

El término pitaya es de procedencia haitiana que significa “fruta escamosa”.

El pitayo es una cactacea columnar, nativa de México, que se ha utilizado como
complemento de la dieta desde tiempos ancestrales en Oaxaca. Posee un tallo
arborescente de 6-9 m con un tronco ramoso de 35 cm de diametro y flores de 10
cm blancas que produce frutos jugosos comestibles conocidas como pitayas las
cuales son bayas con forma ovoide o elipsoide, a veces algo ficoides piriformes,
cubiertas con una cascara o pericarpio mas o menos delgados y generalmente
suave, que lleva aréolas con cerdas, espinas o pelos, estas aréolas son caducas
al madurar el fruto; a veces estan sustentadas por una escama de forma,

consistencia y tamano variable segun la especie (Yanez et al, 2005).

La pitaya consta de un loculo o camara en su interior donde se encuentran
numerosas semillas. La pulpa posee un aroma intenso, es jugosa y muy
azucarada, generalmente de color rojo purpureo, pero pueden ser blancas con
tintes mas o menos intensos, rosados o amarillentos, rara vez verdosos. La
importancia alimenticia de la pitaya radica en el alto contenido de azucares y
cantidades considerables de vitaminas B, C y E. La composicién quimica de la
pitaya se enlista en el Cuadro 2 (Guzman, 2000; Oliva, 2006)
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Cuadro 2. COMPOSICION QUIMICA PITAYA EN BASE HUMEDA

Prueba Valor
Humedad (%) 84.5
Proteina (%) 1.3

Fibra cruda (%) 2.1
Grasa (%) 0.1
Densidad relativa (jugo) 1.04
pH 4
Azucares reductores 8.12

(Guzman, 2000)

El género Stenocereus (gr. steno = delgado y lat. cereus = vela de cera),
comprende unas 24 especies distribuidas desde el limite de los Estados Unidos
hasta Peru y Venezuela, asi como también en las Antillas. En México, el género
esta representado por 19 especies distribuidas en casi toda la Republica, pero
siendo mas abundantes al Sur y Sureste del eje Volcanico Transversal.

En la zona de la Mixteca Baja y Valle de Tehuacan, Puebla se cultiva y
comercializa en estado fresco, como mermelada, pulpa concentrada o en aguas
frescas y helados la “pitaya de mayo” fruto de Stenocereus griseus (Figura 3)
(Felger y Moser, 1985).

Figura 3. Pitaya de mayo sin espinas.
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Las plantas pertenecientes a este género, crecen en climas tropicales, se
desarrollan en suelos con poca humedad, drenados y con un pobre contenido de
nutrientes. Se encuentran gradualmente en lugares con poca precipitacion; las

temperaturas donde prosperan por lo general son elevadas.

Normalmente una huerta inicia su producciéon 3 afos después de plantada. Su
floracidn ocurre de febrero a marzo, el fruto madura de mayo a agosto
dependiendo del tipo de fruto que se trate. La planta solo florece de noche
produciendo flores grandes y blancas que comunmente se les llama “Flores de
Luna” o “Reina de la Noche”. Una plantacién puede durar alrededor de 25 a 30

afios produciendo flores (Felger y Moser, 1985; Esquivel, 2004).

La pitaya se cosecha manualmente cuando cambia de color verde palido a rosado
0 rojizo, se cortan con gancho que es una vara larga de otate o carrizo de 4.8 m
de largo, cuya punta se divide en cuatro partes dando el aspecto de una pequena

canasta, asi se sujeta al fruto y se deposita en un recipiente (Oliva, 2006).

Los comercializadores se encargan de limpiar (quitar las aréolas y espinas),
algunas veces es sencillo y otras se requiere utilizar una navaja. Las pitayas
limpias se colocan en canastos de otate “chiquihuites”, cajas o cubetas,
dependiendo de la lejania del lugar de la venta; las pitayas se acomodan en capas
entre hojas de fresno o alfalfa para conservarlas frescas mientras llegan al
consumidor. Sin embargo, es preferible que el envasado y traslado de los frutos a
los centros de consumo o de venta se realice sin quitarles las aréolas con el fin de
evitar el dano que sufre el fruto al eliminarselas, de estar forma se pretende
aumentar su periodo de vida y que se proteja de golpes durante el transporte. En
el cuidado postcosecha se sabe que la pitaya es muy sensible al etileno, sin
embargo, soporta bien el CO, (Felger y Moser, 1985; Lezama, 1990; Oliva, 2006).
Existen estudios donde se plantea que el almacenamiento de las pitayas en carton

a 9 °C es el mejor tratamiento que permite conservar su potencial y prolongar su
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vida de anaquel, conservando las mejores caracteristicas de calidad (fisicas,

quimicas Yy fisiologicas).

Comercialmente se conocen dos tipos de pitayo, a los cuales se les llama
comunmente pitayo de mayo (Cuadro 3) y pitayo de temporal; el primero tiene su
periodo de fructificacion desde la segunda quincena de abril a junio y el segundo

lo hace en los meses de julio a septiembre (Guzman, 2000; Oliva, 2006).

Cuadro 3. Clasificaciéon Taxonémica de Stenocereus griseus

Reino Vegetal
Subreino Embrophyta
Division Angiospermae
Clase Dicotiledoneae
Orden Cactales
Familia Cactaceae
Subfamilia Cereoideae
Tribu Pachycereae
Subtribu Stenocereinae
Género Stenocereus
Especie griseus
(Guzman, 2000; Oliva,2006)

La pitaya roja es rica en antioxidantes debido a su contenido de polifenoles y por
su contenido de betalainas (Valles y Rodriguez, 1997; Oliva, 2006), debido a esto
se le podria considerar un alimento funcional. Las betalainas son pigmentos
hidrosolubles que dan el color a las flores y los frutos, incluyen dos compuestos,
betacianinas (color rojo-violeta) y betaxantinas (amarillas). Las betacianinas no
son flavonoides pero contienen un grupo fendlico y al pertenecer a las betalainas
tienen un grupo amino ciclico, por lo que previenen la oxidacion lipidica
interactuando con radicales peroxilos y alcoxilos (Kanner et al, 2001; Wu et al,
2006).
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3.4 Antioxidantes

Los antioxidantes son componentes protectores que consisten en un arreglo
enzimatico y nutrientes esenciales (como vitaminas, pigmentos, aminoacidos)
cuya funcién principal es prevenir la formacion de radicales libres e interceptar los
que ya se han generado (Morrisey y O’Brien, 1998). Existen antioxidantes
naturales contenidos en los alimentos y también sintéticos, elaborados por la

industria y adicionados a los alimentos.

En particular, los antioxidantes naturales (hidrosolubles y liposolubles) pueden
funcionar como compuestos reductores, interrumpen la cadena de formacién de
radicales libres, inhiben o impiden la formacion de oxigenos libres e inactivan los
metales pro-oxidativos (Dugan, 1979). Los radicales libres se forman en el
organismo mediante la respiracion aerdbica y existen en diferentes formas como:

anion superoxido, hidroxilos, peroxidos, y alcoxilos (Teow et al, 2007).

Existen muchas fuentes de antioxidantes naturales: avena, soya, hojas de té,
granos de café, especias, arroz, aceites vegetales, vegetales, frutas, productos
microbianos. En una sola fuente pueden encontrarse muchos compuestos, por lo
que la actividad antioxidante de todo el producto sera distinta si se purifican las

fracciones y se mide su actividad antioxidante (Dugan, 1979).

Se ha demostrado que los antioxidantes contenidos en frutas son efectivos en la
prevencion de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Serrano et al,
2007).

Los principales compuestos que tienen actividad antioxidante son: carotenoides,
fosfolipidos, tocoferoles (vitamina E), vitamina C, compuestos fendlicos,
flavonoides, pigmentos, algunos aminoacidos y sistemas enzimaticos como la
superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa (Calligaris et al, 2004;
Parker et al, 2007).
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Las vitaminas E, C y los B-carotenos son importantes antioxidantes que funcionan
de manera sinérgica inhibiendo la formacion de radicales libres (Morrisey vy
O’Brien, 1998). Los compuestos fendlicos interfieren con el proceso de oxidacion
al reaccionar con radicales libres, quelan metales cataliticos y capturan el oxigeno
(Woraratphoka et al, 2007).

En general, la actividad antioxidante aumenta cuando existen grupos hidroxilo o
grupos donadores de hidrégeno en la estructura molecular del compuesto. Por lo
tanto, las betalainas de la pitaya al contener grupos imino (cuyo nitrégeno puede
donar electrones) e hidroxilo contribuyen al poder antioxidante (Solomons, 2000;
Wu et al, 2006).

3.4.1 Compuestos fendlicos

Los polifenoles o compuestos fendlicos son sustancias organicas que poseen un
anillo aromatico, unidos a uno o mas grupos hidroxilo. Los cuales agrupan un
amplio intervalo, de sustancias que difieren en el nimero de atomos de carbono,
que las constituyen en conjunto con el esqueleto fendlico basico, ademas del
numero y posicidén de los sustituyentes hidroxilo. Su clasificacion se observa en la
Figura 4 (Tura et Robards, 2002; Sakakibara et al, 2003; ltagaki et al, 2009).

Los polifenoles se consideran antioxidantes fuertes y secuestradores de radicales

libres que inhiben la oxidacion de lipidos (Priego et al, 2007).

En general, los polifenoles ayudan a prevenir el riesgo de enfermedades cronicas
como cancer, degeneracion neuronal relacionada con la edad y enfermedades
cardiovasculares (Teow et al, 2007). La actividad antioxidante se debe a la
presencia del ortodiol o catecol en la estructura de los diversos compuestos, esto
les da la capacidad de quelar metales, interceptar radicales libres y modular la

actividad enzimatica (ltagaki et al, 2009).
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El consumo promedio de polifenoles al dia es de 1g siendo las principales
fuentes frutas, té y café, ademas de encontrarse en cereales, legumbres y
vegetales (Parkar et al, 2008).

COOH
— —_ g
Acidos cinamicos
COOH
Simples — il R,
Acidos benzoicos R R,
R,
q
Flavonoides
Complejos —d Ligninasy taninos
- CH
. /
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Figura 4. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Algunos de los principales efectos biologicos que les confieren actividad
antioxidante son:
e Suprimen la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad.
¢ Presentan antagonismo hacia receptores carcinogénicos.
¢ Modulan la secrecién de las citocinas, asi como la expresion de las cinasas
proteicas en la proliferacion de tumores.
e Inducen la expresion de enzimas anticarcinogénicas o inhiben la induccion
de enzimas promotoras de cancer

e Tienen propiedades antiinflamatorias, anti bacteriales y anti fungicas
(Sakakibara et al, 2003; Priego et al, 2007).
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Las plantas y los alimentos contienen una gran variedad de derivados de
polifenoles incluyendo polifenoles simples, derivados del &acido benzoico,
flavonoides, taninos, ligninas (Xu y Chang, 2007). Sin embargo, la mayoria de los
polifenoles presentes en alimentos estan en sus formas conjugadas, los fenoles

libres se encuentran unicamente en tejidos muertos (Imeh et Khokhar, 2002).

Los flavonoides que incluyen a las flavanonas, flavonoles y taninos condensados,
funcionan como quelantes de metales, atrapan radicales libres, inhiben la xantina-
oxidasa asociada a la formacion de especies reactivas del oxigeno y la
proliferacion de células cancerigenas en pulmones, estbmago y colon, ademas,
previenen enfermedades coronarias. Los flavonoles se distribuyen en sus formas
sin conjugar lo que les da una significancia metabdlica (Lee et al, 2006; Xu et
Chang, 2007).

3.4Relacion entre probioticos y compuestos antioxidantes.

Existen diversos experimentos in vitro que demuestran que los flavonoides pueden
ser metabolizados por las bacterias fecales humanas formando acidos fendlicos y

otros compuestos aromaticos.

En el estudio realizado por Lee et al, (2006) se encontr6 que el crecimiento de
microorganismos patégenos como E. coli y S. typhimurium se inhiben con la
presencia de compuestos fendlicos del té y particularmente por sus metabolitos
aromaticos. Las bacterias probidticas evaluadas, en particular, Lactobacillus casei
Shirota, no sufrieron inhibicion de crecimiento en la presencia de dichos
compuestos fendlicos. Es posible que las bacterias de la flora intestinal hayan

desarrollado una mejor tolerancia a estos compuestos.

Distintos autores han sugerido que algunos compuestos fendlicos se comportan
como activadores o en ocasiones como inhibidores de crecimiento dependiendo

de su estructura quimica y su concentracion.
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Garcia-Ruiz et al, (2008) encontraron que si la concentracion de compuestos
fendlicos es > 500 mg/L el efecto es tdxico en el crecimiento microbiano, mientras
que si la concentracion esta entre 100-250 mg/L, los microorganismos los

toleraron e incluso los metabolizaron.

En el estudio de Parkar et al, (2008) encontraron que polifenoles como la
naringina, catequina y epicatequinas presentan una fuerte actividad antibacteriana.
Sin embargo, no establecieron que existiera una relacion entre la estructura y la
actividad de los polifenoles, unicamente que la glicosilacion esta directamente

relacionada con una baja actividad antibacteriana.

Encontraron que Lactobacillus rhamnosus es menos sensible a los polifenoles, ya
que la concentracion minima inhibitoria fue de 125ug/mL mientras que en el caso
de patogenos como S. typhimurium o E. coli fue de 8 ug/mL, con lo que los
investigadores concluyen que la viabilidad del lactobacilo no sera afectada por los

polifenoles presentes en el intestino grueso.
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4. JUSTIFICACION

El interés en desarrollar alimentos adicionados con probioticos ultimamente ha
crecido debido a los beneficios en la salud que se han comprobado

cientificamente de diversos microorganismos probidéticos.

Actualmente en el mercado se encuentran alternativas como suplementos en
forma de tabletas y capsulas, algunas utilizan grenetina y otras gomas para

favorecer la viabilidad de los microorganismos.

Para satisfacer las nuevas exigencias los probidticos se han incorporado en
bebidas a base de frutas, debido a que contienen nutrientes benéficos. Sin
embargo, no hay estudios sobre el efecto de los compuestos antioxidantes de las

frutas en la viabilidad de estos microorganismos.

Las pitayas al igual que todos los frutos de temporada, presentan problemas para
su industrializacion. Sin embargo, actualmente se estan desarrollando estrategias
para aprovechar las especies de cactaceas que se desarrollan en el mismo habitat
y en temporadas distintas. Ademas de que recientemente la pitaya ha llamado
mucho la atencion entre los productores por su valor econémico al anadirse a
alimentos y por sus propiedades antioxidantes debido a su alto contenido de
polifenoles, sin embargo, es necesario procesarla ya que su vida util es de pocos

dias y esta es la principal limitante para su comercializacion.

En el presente trabajo se pretende estudiar la viabilidad de una cepa probiédtica L.
casei Shirota en una gelatina preparada a partir del jugo del fruto de la pitayay de
esta manera establecer si la presencia del Lactobacillus casei Shirota modifica la
capacidad antioxidante de la pitaya y si este microorganismo es capaz de

sobrevivir en la presencia de compuestos con actividad antioxidante.
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5. OBJETIVOS
a. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la viabilidad de un microorganismo probidtico (Lactobacillus casei Shirota)
en una gelatina de pitaya (Stenocereus griseus H.) y cuantificar la actividad

antioxidante durante la vida de anaquel de dicho producto.

b. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar de manera fisicoquimica el jugo de pitaya (Stenocereus
griseus H.) mediante la determinaciones de: acidez titulable, contenido de

soélidos solubles y pH.

2. Determinar la actividad antioxidante del jugo de pitaya mediante el método
de DMPD.

3. Cuantificar el contenido total de polifenoles del jugo de pitaya mediante el

método de Folin-Ciocalteau.

4. Elaborar una gelatina de pitaya estableciendo la formulaciéon con las
caracteristicas sensoriales adecuadas, probando diferentes
concentraciones de jugo de pitaya.

5. Conocer las modificaciones de las propiedades fisicoquimicas de la gelatina
de pitaya durante su vida de anaquel mediante la determinacion del
porcentaje de acidez, sélidos solubles, y pH de gelatina de pitaya, durante
su vida de anaquel.

6. Evaluar la viabilidad del microorganismo probidtico en las diferentes
formulaciones de gelatina de pitaya a lo largo de su vida de anaquel, en
medio de cultivo MRS.

7. Estudiar los cambios de la actividad antioxidante en la gelatina de pitaya

durante su vida de anaquel mediante el método de DMPD.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1 Materia prima

Pulpa de pitaya (Stenocereus griseus H.) homogenizada y congelada, adquirida en

la Central de Abastos, Ciudad de México, proveniente de Tecomavaca, Oaxaca.

Grenetina en polvo marca Duché ® Bloom 275.
Microorganismo Lactobacillus casei Shirota aislado a partir de Yakult®.
Agua Nestlé Pureza Vital®.

Azucar Refinada marca Great Value®.

6.1.2 Reactivos
Agar MRS marca Difco ®.
Peptona de caseina marca Bioxon®.

Juego de colorantes para tincion de Gram.

DMDP (N, N-dimetil-pfenildiamina dihidroclorada) marca Fluka®.
Acido ascérbico marca Fluka®.

Cloruro férrico 0.1mM marca Fermont ®.

Trolox marca Fluka®.

Acido galico marca Alyt ®.

Reactivo de Folin-Ciocalteau marca Merck®.

Carbonato de Sodio marca Alyt ®.

Solucion reguladora de acetatos 0.1M, pH = 5.25.

Metanol grado HPLC marca Burdick and Jackson ®.

Agua desionizada tipo Il

Reactivos de uso comun en laboratorio.
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6.1.3 Equipo

Extractor de jugos marca Black and Decker ®.

Refractdmetro marca modelo ATAGO N-1 - Bx.

Potenciometro marca Thermo Orion modelo 410 A+ ®.
Incubadora marca WTC Binder ®.

Autoclave marca Felisa ®.

Campana de flujo laminar marca Alder ®.

Vortex marca Genie 2 ®.

Horno de microondas marca LG®.

Bomba de vacio marca Welch gem 1.0
Balanza analitica marca Mettler AE100 y granataria marca Mettler Toledo
Espectrofotdmetro Génesis 10 UV, Thermo Spectronic®.

Refrigerador marca Mabe ®.
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6.2 Desarrollo experimental.

Adquisicion y acondicionamiento de

la pitaya.
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fisicoquimica del al jugo de pitaya

jugo de pitaya (pH, (92°C, 26 s).

°Brix, % acidez,

capacidad

antioxidante total y

compuestos v

fendlicos). Elaboracion de las
diferentes
formulaciones de la
gelatina de pitaya.

A 4
Estudios durante
la vida de anaquel
/ de las gelatinas.
Evaluacioén de la
viabilidad del

microorganismo
probidtico en las
gelatinas de pitaya.

Caracterizacion
fisicoquimica de las
gelatinas (pH, °Brix,
% acidez, capacidad
antioxidante total y
compuestos
fendlicos).

Figura 5. Diagrama del desarrollo experimental del proyecto.



6.2.1 Desarrollo experimental para la elaboracién gelatinas de pitaya.

Extraer el jugo de . Tratamiento
pitaya, y colarlo térmico
con coladera de 92°C, 26 s.
plastico.
Utilizar la escala de Mc
Farland para obtener
Preparar el 1 x 10° UFC/g gelatina,
|nocu_|o d_e L. > | leyendo la absorbancia a
casei Shirota. 3= 630 M.
Hidratar la Adicionar el Esterilizar la
grenetina durante —» | azicar al 12% > mezcla (15lb,
15 min y el agua. 12_1°C, 15_
min). Enfriar la
mezcla.

|

El jugo de pitaya
se agregara a

40 °C.

El inéculo se
agregara a 30 °C.

A 4

Refrigerar las
gelatinas durante 3
semanas a 5 °C.

Figura 6. Diagrama de la elaboracion de gelatinas
de pitaya



6.2.2 Desarrollo experimental para la cuenta microbiolégica.

1gde —
gelatina \
9 mL de agua
peptonada al
0.1% estéril
(107)
0.5
mL
- - - S = a a & a 4.5mL
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 de agua
mL mL mL mL mL mL pep al
0.1%
(10%) (10%) (107 (107) (10°%) (107) (10®)
Vortex 10 s l l l
entre cada 0.1 mL
tubo
= = == MRS
20 mL
Extender
con varilla
en “L”

Incubacion a T = 35°C
durante 48 horas

Figura 7. Diagrama del desarrollo de la cuenta microbiolégica.
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6.3 Métodos

6.3.1 Adquisicién y acondicionamiento de la materia prima

Se compraron pitayas (Stenocereus griseus H.) en la Central de Abastos, Ciudad
de México en junio, provenientes de Tecomavaca, Oaxaca. Se les removieron las
espinas y la cascara, se seleccionaron las pitayas que presentaban la misma
madurez (color y firmeza) y se desecharon los frutos dafados. Se conservé la

parte comestible en bolsas zip-lock cerradas a una temperatura de -20°C

6.3.2 Determinaciones fisicoquimicas de la pitaya y de las gelatinas.

1. pH. Se pesaron 10 g de jugo de pitaya y se adicionaron 100 mL de agua
destilada, la muestra se homogeniz6 y se siguio la metodologia planteada
por el AOAC (1980).

2. Solidos solubles. Utilizando un refractometro se determinaron los °Brix de
una gota de jugo de pitaya a 20°C.

3. Acidez titulable. Se tom6 una alicuota de 10 mL de jugo de pitaya y se
tituld con NaOH 0.001 N, informando como porcentaje de acido citrico
(Yoon et al, 2005).

6.3.3. Cuantificacion de la capacidad antioxidante del jugo de pitaya por el
método de DMPD (Fogliano et al, 1999).

En condiciones de pH acido y en la presencia de un solucion oxidante (FeCls) se
forma un cation DMPD+ (N, N-dimetil p-fenildiamina), cuya maxima absorcion se
presenta a A= 505 nm. El cual en presencia de compuestos antioxidantes sufre
una decoloracion por la transferencia de un atomo de hidrégeno que proviene de

los antioxidantes.

42



En la oscuridad, a temperatura ambiente y utilizando guantes de latex; se prepard
la solucion de DMPD 100 mM disolviendo 209 mg vy se aforo en agua
desionizada, en un matraz de 10 mL.
Se midieron 100 mL de solucion reguladora de acetatos en otro matraz aforado
cubierto con papel aluminio se le anadié 1 mL de la solucion de DMPD y 0.2 mL
de solucion de cloruro férrico 0.1mM.

Se midié la absorbancia (Ao) a A= 505 nm de 1mL de la solucién colorida anterior.

Se realizd una curva tipo a partir de diluciones de una solucién madre con 1

mg/mL de Trolox ®.

Para analizar las muestras, se leyo la absorbancia inicial (A) A= 505 nm de cada
muestra de jugo de pitaya (fresco y tratado térmicamente), después se tomaron
50 ulL de cada jugo de pitaya y por duplicado se colocaron en tubos de ensaye a
los cuales se les afadio 950 uL de la solucién colorida y después de agitarlos
continuamente durante 10 min se leyo6 la absorbancia (Af) a A= 505 nm.

El % de inhibicién se calculo con la siguiente ecuacion:

% de Inhibicién = (1- Af/(Ao-A)) x 100

Los resultados se interpolaron en la curva tipo % inhibicion vs ug Trolox y se

informé como umol Trolox/mL de muestra.

6.3.4 Cuantificacion de polifenoles en la pulpa de pitaya mediante el método
de Folin-Ciocalteau (Pastrana et al, 2003; Abu et al, 2009).

El reactivo de Folin-Ciocalteau consiste en una solucion amarilla (pH acido) que
contiene iones poliméricos formados por acidos fosfomolibdénicos vy
fosfotungsténicos.

El cual en presencia de fenoles en el medio forma un complejo azul que

incrementa su intensidad linealmente a A = 765 nm.
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Para la curva tipo se prepararon soluciones de 100, 200, 300, 400 y 500 mg/L de
acido galico. En los tubos de ensaye se adicionaron 50 uL de cada una de las
soluciones anteriores, 50 uL de agua desionizada, 0.5 mL del reactivo de Folin y
0.4 mL de una solucidon de carbonato de sodio al 7.5%. Los tubos se agitaron
durante 10 s y se dejan reposar durante 30 min en la oscuridad antes de leer en el

espectro.

Para el analisis de las muestras se maceraron 10 g de muestra y se extrajeron con
10 mL de metanol acidificado con 2% de HCI, las extracciones permanecieron en
la oscuridad y a temperatura ambiente durante 24 horas. Posteriormente se
llevaron a un volumen de 50 mL en un matraz volumétrico con el metanol
acidificado, se filtraron al vacio y se prepararon los tubos al igual que la curva tipo
para después de 30 min leer a A= 765 nm. El contenido de fenoles totales se

expresd como equivalente de acido galico (GAE) en mg por g de muestra.

6.3.5 Preparacion del inoculo (Heenan et al, 2004)

Para aislar al microorganismo Lactobacillus casei Shirota, se inoculé en agar
MRS 0.1mL de Yakult ® se incubo a 35° C durante 48 hrs.

Para identificarlo se realizé una tincion de gram y una prueba de catalasa.

Previo a la elaboracion de las gelatinas se realizO6 una suspension del

microorganismo en agua hervida y se leyé su absorbancia a A= 630nm.

La lectura se comparé con el nefelémetro de Mc Farland para obtener 10°UFC/mL.

6.3.5.1 Tincion de Gram

Es un tipo de tincion diferencial empleado en microbiologia para la visualizacion de

bacterias. En la cual el colorante cristal violeta penetra en todas las células
bacterianas (tanto Gram positivas como Gram negativas) a través de la pared
bacteriana. El lugol es un compuesto formado por |, (yodo) en equilibrio con Ki

(yoduro de potasio), el cual esta presente para solubilizar el yodo, y actua de
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mordente, haciendo que el cristal violeta se fije con mayor intensidad a la pared de
la célula bacteriana. El |, entra en las células y forma un complejo insoluble en

solucién acuosa con el cristal violeta.

La mezcla de alcohol-acetona que se agrega, sirve para realizar la decoloracion,
ya que en la misma es soluble el complejo l,/cristal violeta. Los organismos Gram

positivos no se decoloran, mientras que los Gram negativos si lo hacen.

Para poner de manifiesto las células Gram negativas se utiliza una coloracion de
contraste. Habitualmente es un colorante de color rojo, como la safranina.
Después de la coloracion de contraste las células Gram negativas son rojas,

mientras que las Gram positivas permanecen azules.

Para identificar al microorganismo aislado en condiciones asépticas se tomo una
asada de la colonia de L. casei Shirota, se colocd en un portaobjetos que tenia
una gota de agua destilada, con ayuda del asa se homogenizé. El portaobjetos se
dejo secar al aire y después se fijo el frotis, pasando el portaobjetos tres veces

junto a la flama del mechero.

Se anadieron dos gotas de cristal violeta y se dejé actuar durante 1 min, se
enjuago con agua, se afiaden dos gotas de lugol que actuo como mordente del
primer colorante se dejo actuar durante 1 minuto, después se enjuago con agua y
luego con una solucién de alcohol/acetona para Gram y una vez mas con agua, se
afiadié por ultimo dos gotas de safranina y se dejé actuar por un minuto. Se
enjuagd. La observacién en el microscopio requiri6 de una gota de aceite de

inmersion y se observo a 100x.

El motivo de una reaccion gram-positiva no son los constituyentes quimicos sino la
estructura fisica de la pared: peptidoglicano y carece de membrana externa
(Madigan, M. 1999).
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6.3.5.2 Prueba de Catalasa (Madigan, 1999).

El fundamento de la reaccion es que la enzima peroxidasa o catalasa es capaz de
descomponer el perdoxido de hidrégeno (H20;) formando H,O y O, que se

desprende como pequeias burbujas.

Una asada de una colonia de L. casei Shirota se homogeniz6 en una gota de H,0O,
colocada en un portaobjetos limpio en condiciones aseépticas. Si se observa la

formacion de burbujas se considera que la prueba es positiva.

6.3.5.3 Escala de Mc Farland (Sutton,2006)

Los estandares de Mc Farland se utilizan para visualmente aproximarse a la
concentracion de células en una suspension. La escala de Mc Farland representa
concentraciones especificas en UFC/mL para lo cual se requirié que se preparara
una solucién de cloruro de bario (BaCl,) al 1% en acido sulfurico (H,SO,) al 1% en
la campana de extraccidn y con guantes especiales para acido, la solucién se
homogeniz6 y después en cada tubo se colocd los mL que marca el Cuadro 4,

correspondientes a un numero especifico de bacterias.
Se ley6 la absorbancia a A= 630 nm en el espectrofotdémetro de cada tubo.

Se comprobd la relacién entre el numero de bacterias y la absorbancia leida
realizando en condiciones asépticas una suspensidon en agua estéril del
microorganismo probiotico, se leyd su absorbancia y se realizaron diluciones
decimale; es decir se tomo 1mL y se le adicionaron 9 mL de agua estéril y asi
sucesivamente. De cada soluciéon se tomaron 0.1 mL y se colocaron en agar
MRS, las cajas se incubaron a T= 35°C durante 48 horas y se conté las colonias
blancas cremosas pequefias obtenidas que deben ser las correspondientes segun
el tubo de la escala de Mc Farland utilizado.
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Cuadro 4.Escala de Mc Farland

Tubo BaCl; 1% H,SO, 1% (mL) | Bacterias/mL x
(mL) 10°
1 0.1 9.9 3
2 0.2 9.8 6
3 0.3 9.7 9
4 0.4 9.6 12
5 0.5 9.5 15
6 0.6 9.4 18
7 0.7 9.3 21
8 0.8 9.2 24
9 0.9 9.1 27
10 1 9 30

6.3.6 Elaboracion de la gelatina de pitaya y adicion del microorganismo.

Para preparar la gelatina se utilizd grenetina y azucar en una concentracion de
3.5 % y 12 %, respectivamente (p/v), de acuerdo a las recomendaciones del

productor (Grenetina Marca Duché).

El jugo de pitaya recibio un tratamiento térmico a 92°C durante 26 s, de acuerdo al
método propuesto por Herbach et al. (2006) y se adicion6 a la mezcla de la
grenetina en las siguientes concentraciones: 30, 60, 90 % (p/v) con adicion del
microorganismo (1x10° UFC/g gelatina).

Con la finalidad de observar cambios que se pudieran presentar en la gelatina
independientes a la presencia del inoculo, se realizaron tres controles con las
mismas concentraciones de jugo de pitaya pero sin inoculo como se observa en el
Cuadro 5. Ademas para conocer el comportamiento del microorganismo probidtico

en las dos matrices, se prepararon dos muestras, una unicamente se componia de

47



mezcla de gelatina con adicion del microorganismo y la otra de jugo de pitaya

con adicion del microorganismo.

Cuadro 5. Muestras de gelatina.

Jugo de pitaya al 30 % inoculado con 1x10°
UFC/g de L. casei Shirota

Jugo de pitaya al 60 % inoculado.

Jugo de pitaya al 90 % inoculado.

Jugo de pitaya al 30 %

Jugo del pitaya al 60%

Jugo de pitaya al 90 %

Control inéculo en gelatina

Control indculo en 100% jugo de pitaya tratado

Una vez preparada la mezcla de grenetina, azucar y agua. Se registré con el
termoémetro la temperatura, cuando esta alcanzé los 40°C se anadié el jugo de

pitaya, después a los 33°C se afiadio el indculo de L. casei Shirota.
Las gelatinas se conservaron en refrigeracién a una temperatura de 5°C.

Todas las determinaciones fisicoquimicas y el conteo microbiolégico se realizd por
triplicado a las 0 hrs y cada 96 horas durante la vida de anaquel de las gelatinas
(21 dias) y también en dos muestras de jugo de pitaya tratado térmicamente, una

con indéculo y la otra sin indculo.
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6.3.7 Evaluacion de la viabilidad del microorganismo probiético en la

gelatina de pitaya (Lourens-Hatting y Viljoen, 2001; Heenan et al, 2004; Yoon
et al, 2005).

Se realizaron analisis microbiolégicos por conteo en placa, en las diferentes
formulaciones de gelatina de pitaya al momento de elaborarlas y cada 96 horas,

durante 21 dias.

En condiciones asépticas se tomo6 1 g de gelatina de las diferentes formulaciones
de jugo de pitaya y se adicionaron 9 mL de agua peptonada al 0.1%, se
homogeneizé con ayuda del vortex y se tom6 una alicuota de 0.5 mL que se
transfiri6 a un tubo con 4.5 mL de agua peptonada al 0.1%. Se realizaron
diluciones decimales hasta 10, De cada dilucién se tomé 0.1 mL y se inocularon
placas de agar MRS, estas se incubaron a 35 °C durante 48 horas y se contaron
las cajas que tuvieron entre 25-250. Los resultados se informaron como UFC/g de

gelatina de pitaya.

6.3.8 Analisis estadistico de los resultados.

Los resultados de todas las pruebas realizadas durante la vida de anaquel de las
diferentes formulaciones de gelatina se analizaron mediante un analisis de

varianza de una via, o de dos vias con el programa Minitab v. 15.1
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7. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Caracterizacion fisicoquimica del jugo de pitaya.

El jugo de pitaya después de filtrarle las semillas se le realizaron tres
determinaciones fisicoquimicas y otra porcion de jugo recibié un tratamiento

térmico a 92°C durante 26 s y de igual forma se caracterizé fisicoquimicamente.

El pH del jugo de pitaya fresco fue de 5.8 y practicamente no varia al darle el
tratamiento térmico siendo un valor de 5.73, mientras que en el caso de los sélidos
solubles se observa un aumento de casi 1 unidad al aplicarle el tratamiento
térmico y en el caso de la acidez titulable reportada como contenido de acido
citrico sufre una muy pequena perdida al aplicarse el tratamiento, los resultados se

observan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Determinaciones fisicoquimicas del jugo de pitaya

Determinacién | S. griseus H. | S. griseus H.

JP JPTT
pH 5.8 +0.01 5.73 £ 0.01
°Brix 10.26 £ 0.115|11.13 £ 0.115

% acido citrico| 0.15+0.07 | 0.126 + 0.06

JP = jugo de pitaya fresco; JPTT= jugo de pitaya tratado térmicamente
n=3
Segun Esquivel (2004) el indice de madurez determinante es el color de la
cascara de las pitayas, llegando a ser una coloracion completamente roja, sin
embargo, otros dos parametros importantes para definir dicho indice son el pH y

los ° Brix.
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De acuerdo a lo informado por (Cruz, 1985; Del Toro y Castellon, 1986; Martinez y
Cruz, 1995). En el caso de Stenocereus griseus se ha informado un pH de 5.2

para el fruto maduro y 12 °Brix en el caso de los sélidos solubles totales.

Por lo tanto, de acuerdo a las caracteristicas fisicoquimicas obtenidas en este
trabajo para el jugo de pitaya fresco y después del tratamiento térmico, el pH
encontrado en ambos casos es ligeramente menos acido a lo reportado en la
literatura y los sdlidos solubles aumentan después del tratamiento térmico, sin
llegar al valor de 12°Brix reportado en la literatura, por lo que se concluye la pitaya

se encontraba madura.

En el Cuadro 7, podemos observar la comparacion de los resultados obtenidos
con otros autores que trabajaron con pitayas, cabe destacar que en el caso de
Stenocereus stellatus P., es necesario tomar en cuenta las variaciones de estado
de madurez, condiciones de cosecha y estacidon. Ademas los otros autores
tomaban la fruta completa y no unicamente el jugo como es el caso del presente
trabajo.

Cuadro 7. Comparacion de resultados fisicoquimicos del jugo de pitaya

Determinacién | S. griseus H. S. griseus H. S. griseus H. S. stellatus P.
Jugo fresco Jugo tratado (Ayala, 2008) (Oliva, 2006)
Presente Presente tipo morada tipo guinda
trabajo trabajo
pH 5.8 +0.01 5.73+0.01 4.88 £0.04 4.29 + 0.020
°Brix 10.26 £ 0.115 11.13+£0.115 6.63 £ 0.21 9.66 £ 0.289
citrico R ' o

2% de acido malico.
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7.2Cuantificacion de la capacidad antioxidante total del jugo de

pitaya, por el método de DMPD.

El jugo de pitaya fresco presentd una capacidad antioxidante de 162.95
umolTrolox/g mientras que el jugo de pitaya tratado térmicamente (microondas
92°C, 26 s) presentd una capacidad antioxidante de 66.24 umolTrolox/g, por lo
que la retencion de capacidad antioxidante es de 40.65% lo que indica que el
tratamiento térmico provoco una pérdida de polifenoles y los pigmentos que le dan
la propiedad antioxidante a la pitaya. Los resultados encontrados durante este

trabajo, se observan en el Cuadro 9.

Cuadro 8. Capacidad antioxidante de las muestras de jugo de pitaya (n= 3).

Antioxidantes totales
pmolTrolox/g

JP 162.95 + 18.11

JPTT 66.24 + 25.21

JP Jugo de pitaya (S. griseus H.) fresco; JPTT Jugo de pitaya tratado térmicamente (92°C, 26s)

7.3 Cuantificacion de los compuestos fenédlicos totales del jugo de

pitaya, por el método de Folin-Ciocalteau.

El jugo de pitaya fresco presenté un contenido de compuestos fendlicos totales de
441.62 mg Gal/100 g mientras que en el jugo de pitaya tratado térmicamente, el
contenido fue de 57.30 mg Gal/100 g, (Cuadro 9) por lo que el porcentaje de
retencion fue de 12.98 %, asi observamos que el tratamiento térmico a lo que
mas afectd fue a los polifenoles ya que la mayoria de ellos son termolabiles es
decir pierden su estructura y potencialidad a temperaturas elevadas.
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Cuadro 9. Compuestos fendlicos totales de las muestras de jugo de pitaya

(n=3).
Muestras Jugo Compuestos fendlicos
Pitaya mg Gal/100 g
JP 441.62 + 1.47
JPTT 57.30+ 10.4

JP Jugo de pitaya (S. griseus H.) fresco; JPTT Jugo de pitaya tratado térmicamente (92°C, 26s); Gal acido galico

En el estudio realizado por Priego et al, (2007), se comprobd que la eficiencia de
la extraccion aumenta al anadir etanol ya que favorece la desnaturalizacion de las
membranas celulares y facilita la solubilizacién de los compuestos polifendlicos, lo
cual combinado con una maceracion adecuada garantiza la extracciéon adecuada
de las vacuolas celulares donde estan alojados en las plantas. Por lo que en este

trabajo se hizo una extraccion previa utilizando metanol acidificado al 2% con HCI.

Con el fin de comparar los métodos utilizados, se usaron jugos comerciales de
manzana, uva y granada a los cuales se les cuantificé su capacidad antioxidante
total mediante DMPD y compuestos fendlicos mediante el método de Folin-

Ciocalteau. En el Cuadro 11 se muestran los resultados.
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Cuadro 10. Comparacion de capacidad antioxidante y compuestos fendlicos

totales del jugo de pitaya (n=3)

Muestra de jugo Antioxidantes totales Compuestos fendlicos
umolTrolox/g mg Gal/100 g

Pitaya fresco 162.95 + 18.11 441.62 + 1.47

Pitaya tratado 66.24 + 25.21 57.30+ 10.4

Manzana® 8.37 £1.63 371 £11.10

Uva® 13.86 + 1.71 990 + 138.05

Granada® 17.24 £ 1 446 + 21.21

? Jugo de manzana pasteurizado marca Tree Top ®
bJugo de uva pasteurizado marca Welch’'s ®

¢ Jugo de granada pasteurizado marca Good 4 you®

Podemos observar como el jugo de pitaya fresco posee una capacidad
antioxidante superior a los otros jugos y aun con el tratamiento térmico, su valor
sigue siendo mayor, que el jugo de manzana, uva y granada, por lo que su

capacidad antioxidante es muy buena.

En el caso de compuestos fendlicos el valor del jugo fresco tiene una magnitud
similar al jugo de granada, superior al de manzana pero comparado con el de uva
representa la mitad del valor. Se sabe que la uva tiene una gran cantidad de

compuestos fendlicos.
Al ser termolabiles los compuestos fendlicos existe una gran pérdida por el

tratamiento en el microondas y el valor del jugo de pitaya tratado es inferior al jugo

de pitaya fresco y a los jugos comerciales de manzana, uva y granada.
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7.4 Preparacion del inoculo

El microorganismo Lactobacillus casei Shirota que se aislé a partir de una muestra

de Yakult® se identific6 mediante una tincion de Gram y una prueba de catalasa.

Las colonias aisladas en un medio MRS, fueron redondas blancas cremosas vy
pequefias, (Figura 8) este es el crecimiento caracteristico para este lactobacilo en

ese medio de acuerdo a Yuki et al, (1999).

Figura 8. Observacion macroscoépica de las colonias aisladas a partir de Yakult® en
MRS.

En el microscopio se observaron bacilos, en cadena gram-positivos, no
esporulados (Figura 9), los cuales resultaron negativos para la prueba de catalasa,
es decir no poseen la enzima que hidroliza el peréxido de hidrégeno (Madigan,
1999).

Dichos resultados confirman que la bacteria aislada pertenece a la familia de las
bacterias lacticas y posee la forma de bacilos Gram positivos (Boone y
Castenholz, 2001).
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Figura 9. Tincion de Gram del microorganismo aislado a partir de Yakult ® en MRS.

En el Cuadro 11 se observaron las lecturas de absorbancia para cada diluciéon

proporcional a un numero de bacterias.

Para comprobar la utilidad de la escala de Mc Farland,

con el microorganismo

probidtico, se sembraron diluciones seriales en agar MRS de una suspension del

probidtico con una lectura de absorbancia de 0.149, la cual es similar al tubo 1 de

la escala de Mc Farland, de esta manera se comprobdé el numero de 3

bacterias/mL en la dilucién 10 ® después de incubarlo 48 hrs a 37°C.

Cuadro 11. Resultados absorbancias de la Escala de Mc Farland

Tubo BaCl; 1% (mL) H,SO4 1% (mL) | Bacterias/mL | Absorbancia
x 10® A= 630nm
1 0.1 9.9 3 0.152
2 0.2 9.8 6 0.298
3 0.3 9.7 9 0.429
4 0.4 9.6 12 0.541
5 0.5 9.5 15 0.651
6 0.6 9.4 18 0.746
7 0.7 9.3 21 0.835
8 0.8 9.2 24 0.923
9 0.9 9.1 27 1.061
10 1 9 30 1.178
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7.5 Influencia de la vida de anaquel en el pH, el contenido de sélidos

solubles y la acidez titulable, en la viabilidad del microorganismo en las

gelatinas.

Las muestras control de gelatinas de pitaya y el jugo de pitaya sin in6culo, tuvieron
el siguiente comportamiento: un aumento significativo (p < 0.05) en la
concentracion de acido lactico y una disminucion significativa (p < 0.05) en el pHy
°Brix conforme aumentaba la concentracion del jugo de pitaya. No se observo que
el tiempo de almacenamiento tuviera una influencia positiva o negativa en los
resultados de estos tres parametros fisicoquimicos. Por lo que se concluye que el
tratamiento térmico aplicado al jugo de pitaya antes de la elaboracion de las
gelatinas fue efectivo, al no existir otro microorganismo que pudiera competir con
el inoculo, alterando las caracteristicas fisicoquimicas de las gelatinas por la
produccion de acidos organicos a partir de la fermentacion de los azucares
disponibles. Para comprobarlo, se sembré una diluciéon de jugo de pitaya tratado
térmicamente en una caja de MRS, e incubé 48 hrs a 37 °C sin observar
crecimiento alguno, mientras que en el caso del jugo de pitaya fresco se observé

crecimiento de hongos y una bacteria rosada.

7.5.1Efecto del tiempo en el pH

Las bacterias del género lactobacilos tienen un pH éptimo de crecimiento entre
6.5-7 (Magarifos et al, 2008) en este trabajo los resultados (Figura 10) del pH
inicial de todas las gelatinas se encuentran en un intervalo de 5.5 a 6.4 valores
ligeramente inferiores a lo informado por Magarifios, esto contribuye a que el
microorganismo probiético pueda sobrevivir e incluso tenga actividad metabdlica

fermentando los azucares disponibles.

Conforme se aumenta la concentracién de jugo de pitaya; el pH tiende a disminuir

esta disminucion del pH esta influida tanto por el tiempo de almacenamiento, como
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por la concentracion de jugo de pitaya asi como por la interaccion de ambas
(Figura 11), obteniendo un valor de 6.4 para la gelatina que no tiene adicion de
jugo, mientras que se obtuvo un pH de 5.8 para la gelatina que contiene 90% de

jugo de pitaya.

El tiempo transcurrido en almacenamiento presentd un efecto significativo (p <
0.05) sobre las variaciones de pH de las gelatinas que contienen jugo de pitaya en
su formulacion, disminuyendo de un pH casi neutro en el dia de su elaboracion
hasta llegar a un pH de 5 después de 21 dias de almacenamiento en todos los
casos. Es decir las muestras se acidifican conforme avanza el tiempo de
almacenamiento, esto puede explicarse por la produccion de acido lactico, que es
el principal producto de fermentacion glicolitica de las bacterias lacticas familia a la
cual pertenece el microorganismo probidtico utilizado para inocular las gelatinas
(Bu’'lock, 1991).

Gelatina
—u— ()P 30

GJP 60
GJP 90
P 100

4.9 -

4.7 =

0 5 10 15 20 25

Tiempo (dias)

Gelatina = mezcla con grenetina, agua y azucar. JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente
GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.

Figura 10. Resultados de pH durante la vida de anaquel de las gelatinas y el jugo
con inéculo (donde n= 3)
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La muestra que no contiene jugo de pitaya no presenta diferencia significativa (p
< 0.05) en sus valores de pH con respecto al tiempo. Este se mantuvo
practicamente constante en un valor cercano al pH 6, en esta muestra el Unico

azucar disponible es la sacarosa anadida.

En cuanto a los resultados de pH entre cada una de las muestras inoculadas con
respecto a su control la unica que no presenta diferencia significativa es la
muestra que unicamente contiene la mezcla de grenetina, esto indica que el pH en
ambos casos es similar, ya que en la muestra de grenetina inoculada unicamente
existir sacarosa como azucar fermentable disponible el microorganismo no produjo

las mismas concentraciones de acido lactico que en las muestras con jugo de

pitaya.
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G = mezcla con grenetina, agua y azucar, JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente
GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.

Figura 11. Grafica de interacciones, analisis estadistico para pH, n=3
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7.5.2Efecto del tiempo en los sélidos solubles (°Brix)

Los resultados (Figura 12) en cuanto a solidos solubles, en las muestras
inoculadas, tienen de manera similar a los controles una tendencia a disminuir
conforme aumenta la concentracion del jugo de pitaya en su formulacion. Dicha

diferencia es significativa (p < 0.05).

En el analisis de cada una de las muestras inoculadas con respecto al tiempo,
todas presentan una diferencia significativa (p < 0.05), de igual forma que en el
caso del pH, la variacién es decir la disminucion los sélidos solubles, esta
influenciada por el tiempo y por la concentracion del jugo de pitaya asi como por
la interaccion de estos dos parametros, (Figura 13) dicho resultado se atribuye a
que L. casei Shirota consume los azucares solubles en las muestras que
contienen jugo de pitaya durante su supervivencia y los metaboliza produciendo
acido lactico (Bu’lock, 1991).
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gh? GIP 60
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JP 100
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Tiempo (dias)

Gelatina = mezcla con grenetina, agua y azucar, JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente
GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.

Figura 12. Resultados de sélidos solubles durante la vida de anaquel de las
gelatinas y el jugo con inéculo (donde n= 3)
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Comparando cada muestra inoculada con su respectivo control todas las muestras
que contienen jugo de pitaya presentan diferencias significativas siendo mayores
los solidos solubles en el caso de las muestras control (sin indculo) esto indica que
el microorganismo utiliza los azucares disponibles en el jugo para fermentarlos

durante su supervivencia y de esta forma disminuye los sdlidos solubles en las

gelatinas.
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G = mezcla con grenetina, agua y azucar, JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente
GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.

Figura 13. Grafica de interacciones, analisis estadistico para °Brix

7.5.3Efecto del tiempo sobre la acidez titulable
Los resultados de la acidez titulable (Figura 14) expresada como porciento de
acido lactico son muy similares en el tiempo cero para las diferentes muestras de
gelatina y para el jugo. Es decir la adicién de jugo de pitaya no modifica la acidez
titulable (p < 0.05).
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Por otro lado, el tiempo de almacenamiento si afectdé de manera significativa el
contenido de acido lactico después de 21 dias de almacenamiento se presento un
incremento en acido lactico en todas las muestras, se observa claramente que
conforme aumenta el contenido de jugo de pitaya en el dia 21 hay una mayor
concentracion de acido lactico, esta diferencia es significativa (p < 0.05). Tanto el
tiempo como la concentracion de jugo de pitaya y la interaccion entre ambas

tienen influencia en dicha tendencia (Figura 15).
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G = mezcla con grenetina, agua y azucar, JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente
GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.

Figura 14. Resultados de acidez titulable expresada en % de acido lactico durante la

vida de anaquel de las gelatinas y el jugo con inéculo (donde n= 3)

Este resultado se atribuye a que L. casei Shirota utiliza los azucares fermentables
del jugo de la pitaya que son principalmente glucosa y fructosa, a partir de los
cuales produce acidos organicos tales como acido lactico y acido acético
conforme avanza el tiempo de supervivencia. De acuerdo con los resultados de
Van der Meulen et al (2008) en un experimento in-vitro, dependiendo de la fuente

de carbono L. casei Shirota produce a partir de glucosa 13.2 g/L de acido lactico y
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0.6 g/L de acido acético y al utilizar fructosa, produce 12.5 g/L de acido lactico y
0.4 g/L de acido acético. Consideramos necesario verificar los resultados

obtenidos en el trabajo, utilizando un método mas sensible para la deteccion de

acido lactico.
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G = mezcla con grenetina, agua y azucar, JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente
GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.

Figura 15. Grafica de interacciones, analisis estadistico para %acido lactico.
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7.5.4Estudio de la viabilidad del microorganismo probiético en

las gelatinas de pitaya.

En las cuentas de L. casei Shirota (Figura 16) se observa que en

todas las

gelatinas existe una disminucion de un ciclo logaritmico después de las primeras

72 horas de almacenamiento y mantiene esta cuenta hasta el final del

almacenamiento en refrigeracion, mientras que en el jugo de

pitaya el

comportamiento es distinto manteniendo la cuenta en el orden de 10° hasta el

cuarto muestreo es decir 10 dias de almacenamiento y después disminuye un

ciclo logaritmico.
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Gelatina = mezcla con grenetina, agua y azucar, JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente

GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.

Figura 16. Viabilidad de L. casei Shirota durante la vida de anaquel de las gelatinas

inoculadas con UFC/ g de gelatina.
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Las gelatinas y el jugo de pitaya inoculados mantuvieron sus cuentas por encima
del minimo establecido para los productos probidticos que es 1x 10° UFC/mL 6 g
del producto, (Donkor et al, 2006) después de 21 dias de almacenamiento a 5°C,
es decir no presentaron diferencias significativas entre si (p < 0.05) ni con respecto
al tiempo. Sin embargo, cabe destacar que en la muestra de 100% jugo de pitaya
la cuenta inicial de 10° UFC/ g se mantiene por 10 dias, mientras que todas las
formulaciones de gelatina disminuyen un ciclo logaritmico después de los primeros
3 dias de almacenamiento. En el caso de la gelatina que no contiene jugo de
pitaya disminuye dos ciclos logaritmicos después de 7 dias y ahi se mantiene

hasta el final de la vida de anaquel.

Este comportamiento entre las gelatinas con pitaya y el control sin pitaya, puede
atribuirse a que el jugo de pitaya aporta azucares fermentables y otros nutrientes
como vitaminas y minerales que el microorganismo requiere para sobrevivir, esto
es de acuerdo a los resultados de Yanez-Lopez et al, (2005) donde analizaron 6
tipos de pitaya (Stenocereus griseus), ellos informaron que las pitayas contenian
7.6-9.3% de azucares reductores (glucosa y fructosa) y 7.6-10.3% de azucares
totales. Y a los resultados de Bravo, (1978) del analisis del jugo de S. griseus que
contiene 21.7 mg/100g de vitamina C, 9.13 mg/100g de Riboflavina y 0.47mg/100

g de niacina.

En este estudio se describi6 la incorporacion y supervivencia de un
microorganismo probidtico en una matriz no lactea que fue la gelatina de pitaya. El
resultado obtenido para las tres formulaciones de gelatina de pitaya (Cuadro 12)
es muy similar al reportado por Magarifios et al (2008) en su estudio de viabilidad
de dos diferentes cepas probidticas L. casei Shirota y Bifidobacterium animalis
lactis en un postre de leche con salsa de arandano en el cual el lactobacilo
disminuyé su cuenta inicial en un ciclo logaritmico después de 21 dias de
almacenamiento a 5°C. El resultado obtenido para las gelatinas de pitaya también
es comparable con los resultados informados en el estudio de Sheehan et al,

(2007) en un estudio con jugos de pifia, naranja y arandano en el que observé que
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L. paracasei, L. rhamnosus y L. casei, sobrevivieron por encima de 10’ UFC/mL

en jugo de naranja y de 10° UFC/mL en jugo de pifia después de 12 semanas.

Asi mismo, el resultado de viabilidad de las gelatinas de pitaya es comparable con
lo informado por el estudio de Heenan et al, (2004) en el cual L. acidophilus y L.
paracasei paracasei sobrevivieron en su cuenta inicial de 10’ UFC/g en un postre
vegetariano congelado hecho a base de soya, después de 3 semanas de

almacenamiento a —20°C.

Cuadro 12. Comparacion de la viabilidad con otros trabajos.

Microorganismo | Alimento Condiciones | Supervivencia
almacenami | o viabilidad
ento

Presente L. casei Shirota | Gelatina de | 21 dias a 5°C | Disminuyé un
trabajo 10 ° UFClg pitaya al ciclo
30,60 y 90% logaritmico.
10 ® UFC/mL
Magarifios | L. casei Shirota Postre salsa | 21 dias a 5°C | Disminuy6é un
et al, (2008) | Bifidobacterium | de arandano ciclo
animalis lactis logaritmico.

10 ? UFC/g 10 8 UFC/mL

Sheehan et | L. paracasei, L. |Jugo naranja | 12 semanas |10’ UFC/mL
al, (2007) | rhamnosus y L. | Jugo de pifia 10 ® UFC/mL
casei

10 ® UFC/mL

Yoon et al, | L. acidophilus , Jugo de | 4 semanasa |10 8 UFC/mL
(2004) L. casei, tomate 4°C

L. plantarum y

L. delbrueckii

10 ° UFC/g
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7.6 Cambios en los compuestos antioxidantes durante la vida de
anaquel.
En el Cuadro 13 podemos observar el cambio de las concentraciones iniciales de

antioxidantes en cada formulacién con respecto a su control.

La determinacion de este parametro se ve influenciada por muchas variables,
como por ejemplo el sustrato a oxidar, el mecanismo de oxidacion y el medio de
reaccion (Giovanelli et Buratti, 2009).

Al inicio de la vida de anaquel conforme aumenta la concentracién de jugo de
pitaya se observa un aumento en la concentracion de antioxidantes totales
manteniendo una diferencia significativa (p < 0.05), tanto en las gelatinas

inoculadas como en las no inoculadas.

Cuadro 13. Resultados en la concentraciéon de antioxidantes totales (umol

Trolox/g gelatina) durante la vida de anaquel.

CONTROLES (umol Trolox/g gelatina) | MUESTRAS (umol Trolox/g gelatina)
T 0 (dias) T 21 (dias) T 0 (dias) T (21 dias)
GELATINA 412 +0.40 0 12.64 £ 0.55 0
GJP 30 11.65+1.77 541+0.72 11.07 £ 0.44 0
GJP 60 128.56 + 7.36 14.42 + 0.21 128.09 + 3.37 6.01 +4.47
GJP 90 131.92 + 6.39 1715+ 7.11 159.63 + 4.31 56.98 + 9.06
JP 100 136.54 + 84.42 84.41+ 31.88 161.38 + 4.98 66.86 + 15.14

Gelatina = mezcla con grenetina, agua y azucar, JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente
GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.
CONTROLES no tienen inéculo, MUESTRAS estan inoculadas. (n=3)

La disminucién de la capacidad antioxidante que se observa con respecto al
tiempo si es significativa (p < 0.05), en el analisis de varianza se observa, como
tanto el tiempo como la concentracion de jugo de pitaya y la interaccién de ambas
tiene un efecto en dicha disminucién en ambos casos, gelatinas inoculadas y en

las no inoculadas (Figuras 17 y 18).
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Es importante resaltar que los cambios en la concentracion de antioxidantes no se

deben a la presencia del microorganismo, ya que en las gelatinas no inoculadas

hay una disminucion significativa (p < 0.05), al final de la vida de anaquel es decir

después de 21 dias, con respecto a la concentracion inicial, esto se observa en las

tendencias que tienen las dos graficas de analisis estadistico.
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100- —8- 21
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504
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[] 2

G GJP  GJred GIPOD P 100

G = mezcla con grenetina, agua y azucar, JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente
GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.

Figura 17. Grafica de interacciones, analisis estadistico antioxidantes.

En la grafica 18 podemos observar como conforme aumenta

la

concentracion de jugo de pitaya en las gelatinas la disminucion de la

concentracion de antioxidantes es mayor.
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G = mezcla con grenetina, agua y azucar, JP 100 = jugo de pitaya tratado térmicamente
GJP 30, GJP 60 y GJP 90 = corresponden a las gelatinas con jugo de pitaya al 30%, 60% y 90%.

Figura 18. Grafica de interacciones, analisis estadistico antioxidantes

gelatinas con inoculo.
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7.7Relacion entre la concentracion de los compuestos antioxidantes y la

viabilidad del probiético.

El comportamiento que presentaron cada una de las gelatinas comparando la
viabilidad con respecto a los cambios en los compuestos antioxidantes a lo largo

de la vida de anaquel se observa en las siguientes figuras.

En la gelatina que fue elaborada con 30% de jugo de pitaya, se observa (Figura
19) como la viabilidad del microorganismo disminuye un ciclo logaritmico después
de los 21 dias pero esto es independiente de la disminucion en la concentracion
de antioxidantes, ambas gelatinas parten de una concentracibn baja de
antioxidantes totales alrededor de 11 umolTrolox/g gelatina presentando una
disminucién del 53.56% en la gelatina con probidtico y en el caso de la gelatina sin
microorganismo los antioxidantes disminuyen hasta llegar a cero, es decir hay una
pérdida total de antioxidantes al final de la vida de anaquel, por factores ajenos al
microorganismo, tales como las condiciones de almacenamiento es decir la
temperatura de refrigeracion, la humedad dentro del refrigerador, la luz que se

colaba dentro de la caja que contenia las gelatinas.
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Figura 19. Relacién entre viabilidad y concentracidon de antioxidantes de la gelatina con 30%

Sin probhiético

de jugo de pitaya (n=3).
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De forma similar al caso anterior, en la gelatina con 60% de jugo de pitaya, el valor
de la concentracion de los antioxidantes al inicio de la vida de anaquel es
practicamente igual y la concentraciéon de microorganismo disminuye un ciclo

logaritimo.

Al final de la vida de anaquel la disminucidon de compuestos antioxidantes es
mayor en el caso de la gelatina inoculada, 95.32% comparada con 88.74% de
perdida de la gelatina sin inoculo (Figura 20) esto podria atribuirse a que el
microorganismo consumio compuestos antioxidantes, diversos autores han
propuesto que microorganismos probidticos son capaces de metabolizar
compuestos fendlicos para favorecer su supervivencia, (Garcia-Ruiz et al, 2008)

estos compuestos tienen un gran poder antioxidante y se observé estan presentes

en la pitaya.
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Figura 20. Relacion entre viabilidad y concentracion de antioxidantes de la gelatina

con 60% de jugo de pitaya (n=3).
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La formulacion de gelatina al 60% de jugo de pitaya, por los resultados obtenidos
resulta una buena opcion para producirse, ya que la concentracion final de
antioxidantes sigue siendo comparable con jugo de manzana y ya antes se habia
mencionado que esta dentro del intervalo para considerarse un producto
probidtico, por esto seria un alimento con dos caracteristicas para ser un alimento

funcional.

Para la gelatina al 90% de jugo (Figura 21) observamos que la viabilidad
disminuye un ciclo logaritimico después de los 21 dias, mientras que después de
partir de una concentracion inicial de antioxidantes similar en ambas gelatinas, al
final de la vida de anaquel de manera independiente al microorganismo siendo

64.30 % la disminucién en la gelatina inoculada y de 86.99 % en la gelatina sin

in6culo.
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Figura 21. Relacion entre viabilidad y concentracion de antioxidantes de la gelatina

con 90% de jugo de pitaya (n=3).
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Por ultimo, para el jugo de pitaya inoculado, se observa como la viabilidad inicial
se mantiene por 10 dias, hasta disminuir un ciclo logaritimo y asi llegar al final de
la vida de anaquel, mientras que de manera independiente la concentracién inicial
de antioxidantes disminuye en un 47. 69% en la gelatina con probidtico y un
51.03% en la gelatina sin indculo, hasta obtener un valor similar al que se encontré

en el jugo de pitaya tratado.
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Figura 22. Relacién entre viabilidad y concentracion de antioxidantes del jugo de

pitaya (n=3).

Es importante destacar que todas las gelatinas conservan una excelente cuenta
microbiana del microorganismo probidtico y ademéas la cuenta total de
antioxidantes al final de la vida de anaquel, aporta una buena concentracién de

antioxidantes para ser un alimento refrigerado.
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8 CONCLUSIONES

La capacidad antioxidante del jugo de pitaya, asi como el contenido de polifenoles
se mantuvieron en valores superiores a los encontrados en la literatura para otras

frutas, aun después del tratamiento térmico.-

Las tres formulaciones de gelatina elaborada con jugo de pitaya no presentaron
un efecto negativo en la viabilidad de Lactobacillus casei Shirota, manteniéndose
en todos los casos una cuenta en el orden de 108 UFC/g de gelatina después de
21 dias de almacenamiento, aportando asi la concentracidn necesaria de
microorganismo viable para obtener un efecto benéfico en la salud del consumidor
Se observo que la adicion de jugo de pitaya en diferentes concentraciones no

ocasiono un detrimento en las cuentas finales del microorganismo en la gelatina.

Los cambios observados en el pH, contenido de sodlidos solubles y de acido
lactico en las gelatinas de pitaya, se atribuyen al aumento de concentracion de
jugo de pitaya asi como a la supervivencia del probiotico durante la vida de

anaquel.
L. casei Shirota no tuvo un efecto en la concentracion final de compuestos
antioxidantes, después de 21 dias de almacenamiento de las diferentes

formulaciones de gelatina de pitaya.

La presencia de compuestos fendlicos y otros compuestos antioxidantes no afecté

la viabilidad del microorganismo probiético en la gelatina.

La gelatina al 60% de jugo de pitaya, resulta una buena opcién para producirse,

seria un alimento con dos caracteristicas para ser un alimento funcional.
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10. ANEXOS

Medios de cultivo

» Peptona de Caseina (BIOXON)

Nitrégeno total
Residuo de ignicion
Pérdida en el secado
pH (Solucion al 2%)

> Agar MRS (DIFCO)

Peptona proteica
Extracto de res
Extracto de levadura
Dextrosa
Polisorbato 80
Citrato de amonio

Acetato de sodio
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Fosfato de dipotasio
Agar

10%
15%

5%
6.5-75
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Curvas tipo

1. Método de DMDP

B0 w=458503x + T.0374
R = 0.9467

(1-AflAo]) x 100

pg trolox

Curva tipo de Trolox®

Trolox

Derivado hidrosoluble de la Vitamina E, cuya férmula quimica es 6- hidroxi,

2,5,7,8-tetrametilcroman, 2-acido carboxilico.

Trolox

HO O

OH
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2. Método de Folin-Ciocalteu

1.8

1.6 *

1.4

0.4
/ y = 0.0034x- 0.0133
0.2 R2=0.9903

0 100 200 300 400 500 ST

Acido galico {ppm)

Curva tipo de acido galico

Reactivo de Folin

Es wuna mezcla de fosfomolibdato vy fosfotungstato, usado para
la determinacién de antioxidantes fendlicos y polifendlicos.
Funciona midiendo la cantidad de sustancia analizada que se necesita para inhibir

la oxidacion del reactivo.

Acido Galico

El acido galico es un acido organico también conocido como acido 3,4,5-

trihidroxibenzoico. La férmula quimica es C¢H2(OH);COOH.
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