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Resumen

Se evalud la capacidad de fermentacion de dos bacterias potencialmente probiéticas,
Lactiplantibacillus plantarum Lp6 y Lp32 en jugo de mango cv Ataulfo como sustrato. Para ello,
las cepas (10'° UFC ml™) se adicionaron en tres niveles de inéculo (1, 2 y 3%, v/v), en jugo de
mango y se incubaron durante 36 h a 37 °C. Se tomaron muestras (0, 18 y 36 h) para evaluar
el crecimiento bacteriano, solidos solubles totales, azUcares individuales, pH y acidez titulable
(% de &cido lactico). Adicionalmente, se determiné el efecto de la fermentacion en el color y
azlcares (glucosa, fructosa y sacarosa) del jugo. Ambas cepas poseen capacidad fermentativa
y un crecimiento celular de cuatro ciclos logaritmicos después de 12 h de fermentacion. No se
observaron diferencias en el color entre el jugo fermentado y no fermentado. Las bacterias Lp6 y
Lp32 pueden usarse como cultivos iniciadores para la elaboracion de bebidas funcionales a base
de mango.
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Introduccion

Las bacterias acido lactico (BAL) son utilizadas en las industrias de los alimentos y bebidas como
cultivos iniciadores o cultivos adjuntos, incluyendo algunas con propiedades probidticas para la
elaboracion de bebidas fermentadas, las cuales pueden aumentar la vida (til, el valor nutricional
y las propiedades sensoriales de la bebida.

Durante el proceso de fermentacion, las bacterias son capaces de convertir los hidratos de carbono
en acidos organicos como el &cido lactico, el cual durante la fermentacion se ve influenciada por
la temperatura, los nutrientes y la cepa utilizada, como Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Oenococcus y Lactobacillus, del ultimo género citado, la especia mas empleada es
Lactiplantibacillus plantarum, por su adaptabilidad ecolégica (Punia et al., 2022). Yang et al. (2018)
indicaron que las cepas de L. plantarum se utilizan con éxito para la formulacién de bebidas de
frutas y verduras.

En este sentido Cele et al. (2022) reportaron el uso de L. plantarum para la fermentacion de
jugos mango cv ‘Sabre’, ‘Peach’ y ‘Tommy Atkins’. Sus resultados demostraron que la cepa de
L. plantarum utilizada mejoré el contenido de compuestos volatiles, acido ascorbico, contenido
fendlico y antioxidantes, lo cual podria tener un efecto benéfico para la salud humana, lo que a
su vez lo posiciona como sustrato para el desarrollo de bebidas funcionales (Garcia et al., 2020;
Lan et al., 2023).

Las bebidas funcionales son una de las categorias de los alimentos funcionales de mayor
crecimiento, esto debido al interés de los consumidores por bebidas méas saludables (Ahmed et al.,
2023; Isas et al., 2023). Por ello, se buscan sustratos fermentables que permitan obtener productos
con valor afiadido. De particular interés es el mango cv Ataulfo (Mangifera indica L.), el cual
contiene cantidades importantes de compuestos bioactivos como carotenoides, fibra, polifenoles,
minerales, vitaminas, ademas es de sabor dulce, baja acidez, aroma intenso y su alto contenido
de azucar puede actuar como sustrato para el crecimiento de bacterias fermentativas (Palafox et
al., 2012; Quirés et al., 2017; Kesa et al., 2021).

Aunque existen trabajos que han evidenciado que jugos de frutas de pifia (Toan et al., 2019),
arandanos (Li et al., 2021), granada (Kumar et al., 2015) y melocotones (Managa et al., 2021) hay
informacion limitada sobre el uso de mango, variedad Ataulfo, como matriz para la fermentacion
de bacterias acido lactica. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de fermentacion
(crecimiento celular y porcentaje de acido lactico) de dos bacterias potencialmente probidticas,
Lactiplantibacillus plantarum Lp6 y Lp32, utilizando jugo de mango cv Ataulfo como sustrato.

Materiales y métodos

Preparacion de bebida a base de mango

Frutos de mango cv Ataulfo en madurez comercial se obtuvieron de Chiapas, México, de forma
manual se recolect6 la pulpa del fruto (°Brix 16-17, pH 4.2-4.5), se envaso al vacio y se almacené a
-20 °C. La pulpa descongelada se molié en una licuadora doméstica Oster (modelo: BLST4126R,
Newell Brands, México) para realizar la matriz fermentable con pulpa mango/agua en una relacién
50:50, ajustada a 13 °Brix con sacarosa. El jugo de mango (200 ml) se pasteurizé utilizando un
bafio de agua a 85 °C (Thermo Scientific, Precision CIR 35, MA, USA) durante 5 min y se enfrio
con un bafio de hielo. El jugo preparado se conservo en refrigeracion (4 £1 °C) hasta su uso.

Inoculacion del jugo de mango

La fermentacién se realiz6 con las cepas de Lp6 y Lp32 del cepario del Laboratorio de Productos
Lacteos del CIAD (Garcia et al., 2022; Santiago et al., 2023). Las bacterias se propagaron en caldo
MRS (Man, Rogosa y Sharpe; Condalab, St. Forja, Madrid, Espafia) utilizando tres subcultivos
consecutivos (12, 10y 8 h) a 37 °C en condiciones anaerébicas. Las bacterias se recuperaron del
Ultimo subcultivo por centrifugacién (4 500 x g, 10 min, 4 °C), se lavaron dos veces con solucién
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salina tamponada de fosfato (PBS; 0.1 M, pH 7.2) y se ajustaron a una concentracion inicial de
10" UFC ml™. La fermentacion se realizé con 1, 2 y 3% v/v de inéculo y se incubé a 37 °C en
condiciones anaerobicas durante 36 h. Se tomaron muestras a las 0, 18 y 36 h de fermentacion
por triplicado. La eficiencia fermentativa con 1% de indculo se precis6 con diferentes tiempos de
fermentacién (0, 6, 12, 24 y 48 h) y se analizé el color y los azlcares.

Determinacion de pH

Los cambios en los valores de pH se registraron con un potenciémetro digital de pH (Thermo
Scientific, Orion Versa Star, MA, USA), el electrodo se insertd en las muestras (10 ml, temperatura
de 35 °C) y se registro la lectura (AOAC, 1990; Cele et al., 2022).

Determinacion de la acidez titulable

La acidez titulable se determind siguiendo los procedimientos descritos en la AOAC (2000); Chen et
al. (2023) con ligeras modificaciones. Se mezclaron 5 ml de muestra con 50 ml de agua desionizada
y se colocaron en un titulador automético (Mettler Toledo, T50, CDMX, México), usando solucién
estandar de hidroxido de sodio 1 N hasta que el pH fue de 8.0. El resultado se expreso en (%)
de &cido lactico:

(ml of NAOH used) (N from NaOH) (0.09)

™l of titrated juice ]0.09 = miliequivalente de acido lactico

[% titratable acidity=

Determinacion de sélidos solubles totales (SST)

Los SST en las muestras se realizd en un refractometro digital (Mettler Toledo, RE40D, CDMX,
México) a 20 °C. El refractémetro se calibré6 con agua destilada. El valor de SST (° Brix) se
determind por triplicado colocando una gota de muestra en el equipo.

Determinacion de azucares

Para el andlisis de glucosa, fructosa y sacarosa en las muestras se utilizo el kit de Megazyme
(Megazyme, International Ireland Ltd Wicklow, Irlanda) mediante la medicion de la concentracion
de glucosa antes y después del hidrolisis de la sacarosa por la enzima #-fructosidasa (invertasa).
Para la D-fructosa se determina después de D-glucosa, con la isomerizacién ocasionada por la
enzima fosfoglucosa isomerasa (PGl). Todas las mediciones se realizaron en un espectrofotémetro
a 340 nm (espectrofotdmetro UV-Vis Cary 60 Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) y
se reportaron en porcentaje.

Crecimiento celular

El crecimiento celular de las bacterias se determiné utilizando el método de vaciado en placa
(Sanders, 2012) con agar MRS (Merck Millipore®, Darmstadt, Germany). Un mililitro de cada
muestra se afiadié a un tubo con 9 ml de agua peptonada, posteriormente se realizaron las
diluciones seriadas; se colocé 1 ml de la dilucién a las placas y se adicion6 el medio de cultivo a
punto de gelificar. Todas las placas se incubaron en condicion anaerébica a 37 °C durante 24-48
h y los resultados se expresaron como Log unidades formadoras de colonia (UFC) mI™.

Determinacion de color

El color de las muestras se determind con un espectrofotémetro (Konica CM-700. Minolta Inc.,
Japén) y las coordenadas de color L, a, b; la cromaticidad (C) y angulo de matiz (h) se calcularon
con el programa OnColor QC version 5 (Siller et al., 1994; Minolta,1994).
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Anlisis estadistico

Para el nivel de indculo se utilizé un disefio factorial A*B (A: % de inéculo y B: tiempo, h) con
unidades repetidas en el tiempo. El factor A: 0, 1, 2 y 3% inoculo y el factor B: tiempo de
fermentacion (0, 18 y 38 h). Para determinar el efecto de las cepas, se realiz6 un disefio factorial
A*B (A: tipo de cepa y B: tiempo, h) con unidades repetidas en el tiempo. El factor A, O, Lp6 y
Lp32 y el factor B, fermentacidn (0, 6, 24 y 48 h). Para las variables de pH, acidez titulable, °Brix y
azlcares se utilizd un disefio de medidas repetidas en el tiempo. Las diferencias de los
parametros evaluados fueron determinadas por un Anova con significancia de 5% y una prueba
de Tukey en el paquete estadistico MINITAB, 19 (Minitab Inc., State College, PA, EE. UU). Los
datos se reportaron en medias.

Resultados y discusin

Los resultados de SST (°Brix), pH y acidez (% acido lactico) se muestran en el Cuadro 1. Se
observé una disminucién en el contenido de SST en las muestras con los tres niveles de in6culo
durante el proceso de fermentacién, no se registr6 diferencia (p> 0.05) en el nivel de in6culo y
tiempo para la cepa Lp6, mientras que para la cepa Lp32, solo el 2% de inéculo a las 36 h fue
significativamente menor. Este comportamiento podria indicar que las bacterias consumieron los
azucares (afiadidos y de la fruta) para la generacion de energia y continuar su crecimiento (Punia
et al., 2022; Cele et al., 2022).

Cuadro 1. Cambios registrados durante la fermentacion por las cepas Lp6 y Lp32 en la matriz a
base de mango.
Inéculo (%) Tiempo (h) °Brix pH Acido °Brix pH Acido
lactico (%) lactico (%)
0 0 13.01** 4.29" 0.23% 12.97* 4.23" 0.32%
18 12.96" 4.24% 0.25% 12.95" 4.27" 0.31°
36 12.96" 4.26" 0.25° 12.96" 4.21% 0.311°
1 0 13" 4.29" 0.25° 12.95" 4.31% 0.32°F
18 12.9* 3.5%¢ 0.52° 12.88* 3.58° 0.66°
36 12.82* 3.4° 0.99" 12.76*® 3.31° 0.89°
2 0 12.93" 4.28" 0.24% 12. 96" 4.26 % 0.34%
18 12.87* 3.59%¢ 0.38° 12.86*° 3.74° 0.69°
36 12.84* 3.43° 0.73° 12.68° 3.32° 0.92°
3 0 12.95" 4.28" 0.25° 12.95* 419" 0.31°
18 12.84" 3.52° 0.42° 12.78" 3.74°8 0.71°
36 12.83" 3.43° 0.67° 12.72*® 3.35° 0.95"
*Medias de tres repeticiones. Mismaliteral por variable de respuesta es estadisticamente igual (Tukey> 0.05).

El valor de pH inicial de las muestras fue de 4.26, con una disminucion de un 20% para los tres
niveles de indculo después de las 36 h de fermentacion, sin mostrar diferencia (p> 0.05) entre
los niveles de concentracion de indculo, pero si en el tiempo de fermentacion (Cuadro 1), donde
el proceso de fermentacion en mango no es dependiente del nivel de concentracion de indculo,
pudiéndose utilizar el 1%.

El descenso del pH se debe al proceso de fermentacion donde las BAL utilizan como sustrato
los carbohidratos presentes en mango para la trasformaciéon a productos acidos (H+) (Punia et
al., 2022). Mwanzia et al. (2022) reportaron que el pH jugo de mango (cv Sabre,'Peach y Tommy
Atkins) fermentado disminuy6 después de 72 h de proceso con tres cultivos: pH= 3.23 para Abt-5
(S. thermophillus, Bifidobacterium y L. acidophilus), pH= 3.6 en Fiti (L. rhamnosus) y pH= 3.7 para
L. delbruikii ssp bulgaricus). Cele et al. (2022) sefialan que L. plantarum fue la que desarrollé el
menor pH= 3.66.
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En el jugo de mango fermentado con las cepas Lp6 y Lp32 se observé diferencia (p# 0.05) en
él porcentaje de acidez entre los niveles de inéculo y el tiempo de fermentaciéon (Cuadro 1),
comportandose de forma inversa al pH. Los valores maximos de acidez (0.99%) se registraron en
jugo fermentado por Lp6 a las 36 h con 1% de indculo, mientas y para Lp32 fue con 3% de indculo.
Kumar et al. (2015) reportan un aumento en acidez (0.49 a 0.66%) en una bebida de mango con
L. plantarum NCDC LP 20 alas 72 h.

Concentracion celular

La cuenta inicial para los jugos de mango fue de 7.7 log;, UFC ml* en ambas cepas (Lp6
y Lp32), después de 18 h de fermentacién se observé un incremento de 4 log,, UFC ml*
independientemente de la concentracion de indculo (p> 0.05) inicial, seguido de una disminucién
(p# 0.05) de 1 log;, UFC mlI™ a las 36 h (Figura 1).

El crecimiento celular observado durante la fermentacion con las cepas Lp6 y Lp32 fue mas alto al
reportado previamente en bebida de mango fermentada con tres cultivos de BAL (Mwanzia et al.,
2022) y con la cepa L. plantarum NCDC LP20 (Kumar et al., 2015). El aumento de la concentracion
celular podria indicar que las cepas se adaptaron a la matriz elaborada a base de mango, mientras
gue la disminucién registrada a las 36 h las cepas se encuentran en competencia por los nutrientes
y al efecto antimicrobiano de los acidos organicos (acido lactico) producidos por las bacterias
(Coban, 2020).
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Figura 1. Concentracion celular de las cepas Lp6 (A) y Lp32 (B) durante el tiempo de fermentacion del jugo de mango
adicionado en diferentes niveles de indculo.

Las BAL, son microrganismos capaces de hidrolizar proteinas y su crecimiento sostenible depende
de la produccion de proteinasas, peptidasas y péptidos especificos (Parra, 2010), la baja cantidad
de proteina en el mango limita su crecimiento; sin embargo, su capacidad metabdlica de proteinas,
azucaresy lipidos favorecen las propiedades sensoriales de los alimentos fermentados (Palafox et
al., 2012; Punia et al., 2022). Al no encontrar diferencia (p> 0.05) entre los tres niveles de inéculo
para las variables de concentracion celular, °Brix y pH, se decidi6 utilizar el nivel inéculo de 1%
para corroborar su capacidad fermentativa e incluir nuevas variables de estudio (color y azlcares).

Fermentacin de jugo de pulpa de mango con Lp6 y Lp32 al 1%

En el contenido de SST (°Brix) en las muestras se encontrd una disminucion significativa (p# 0.5)
entre las cepas Lp6 y Lp32 con respecto al testigo (jugo sin BAL) (Cuadro 2). Sin embargo, los
cambios en °Brix fueron numéricamente minimos pero significativos, debido a que los °Brix se
expresan como sélidos disueltos de azlcares y acidos, en este sentido, los azlcares totales
fueron estadisticamente diferentes (p< 0.5) a las 48 h de fermentacion con las cepas,
relacionados con la degradacion de la glucosa por las BAL, sin diferencia (p> 0.5) en glucosa y
fructosa. Al degradarse

elocation-id: e3719 6

—_—


https://doi.org/10.29312/remexca.v15i5.3719

- TR

DOI: https://doi.org/10.29312/remexca.v15i5.3719

la glucosa se incrementa el &cido lactico y disminuy6 el pH con diferencias (p# 0.5) entre las cepas
a las 48 h de fermentacion.

Cuadro 2. Cambios registrados durante la fermentacion de la matriz a base de mango por las cepas Lp6 y Lp32.
Cepa Tiempo (h) °Brix Azlcares Gluc g Fruc g Sac g pH Acidez
totales 100 g™ 100 g™ 100 g™
Testigo 0 13+ 11.1% 0.59° 1.5% 9" 419" 0.32°
6 13* 11.2%® 0.64° 1.4* 8.1" 419" 0.32°
12 13" - - - - 419 0.32°
24 13* 10.6° 0.97" 1.7 7.9% 418 0.32°
48 13" 9.5 1.1% 1.9% 6.6° 4.12° 0.33°
Lp6 0 12.97"° 10" 0.53° 1.3% 8.1" 419 0.36°
12.87 9.1°¢ 0.55° 1.2° 7.4" 4.11° 0.36™
12 12.81% - - - - 4.73° 0.5¢
24 12.81° 9.1¢ 0.79"® 1.2° 6.9° 3.57° 0.54°
48 12.78% 7.5° 0.91* 1.5 5.1° 3.57° 0.82°
Lp32 0 12. 96"° 10.1°® 0.59° 1.5 8.2* 418" 0.32*
12.87* 9.1¢ 0.5° 1.3% 7.4% 4.09° 0.35°
12 12.81% - - - - 3.71° 0.49%°
24 12.78° 8.6°° 0.74"® 1.6* 6.3° 3.37" 0.72°
48 12.71° 8.4%° 1.10% 1.8 5.5¢ 32° 0.98*
Gluc= gucosa; Fruc= fructosa; Sac= sacarosa. Acidez (% &cido lactico). *Media de tres repeticiones. Misma letra por
columna es estadisticamente igual (Tukey> 0.05).

El mango contiene principalmente tres azlcares: sacarosa, fructosa y glucosa, sustratos que las
bacterias como Lp6 y Lp32 pueden estar utilizando en la produccién de acido lactico, lo que
demuestra que ambas cepas pueden ser utilizadas para la obtencion de una bebida fermentada
a base de mango (Punia et al., 2022).

Crecimiento de las bacterias inoculadas al 1%

La cuenta inicial de las cepas Lp6 y Lp32 fue de 7.7 log,, UFC ml*, con el maximo crecimiento
celular de 4.5 log, UFC ml™ a las 12 h de fermentacion. Después de alcanzar la fase estacionaria
de las bacterias se present6 una disminucién a las 24 y 48 h de fermentacién, mientras que muestra
sin indculo permanecid sin crecimiento bacteriano. EI comportamiento bacteriano se puede deber
al descenso en el pH y aumentd en el porcentaje de acidez, lo que ocasiona la inhibicién del
crecimiento bacteriano, reduciendo las BAL, ademas de la acumulacion de metabolitos (acido
propidnico, acético, lactico y bacteriocinas), que podrian desarrollar un sistema téxico, se acidifica
el citoplasma, aumenta el consumo de energia para mantener el pH y se inhiben reacciones
enzimaticas (Punia et al., 2022; Cele et al., 2022).

Color

En el Cuadro 3 se observan que el proceso de fermentacion por las cepas Lp6 y Lp32 no afecto
el color del jugo de mango, expresada en luminosidad (40.8 a 42.8), valor de a  (0.1-0.4) y angulo
de matiz (°Hue) o color verdadero (87.2-89.5), ubicando a la bebida en un color amarillo, segun
el circulo de color Minolta (1994).
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Cuadro 3. Cambios en las variables de color de la bebida de mango fermentada con cepas Lp6 y Lp32.

Tiempo (h)  Luminosidad Valor a’ Valor b’ Cromaticidad °Hue

Testigo 0 428" 0.3" 16° 16° 89"
6 42.4° 0.4* 17.6" 17.6" 87.2"
12 42 0.4* 17.6" 17.6" 88.4"
24 41.4% 0.4* 14.6° 14.6%¢ 88.6"
48 423" 0.3" 14.2°%¢ 14.2%¢ 88.6"
Lp6 0 427" 0.3" 171" 17.1%° 88.8"
6 41* 0.3" 16.8° 16.8° 88.7"
12 40.3" 0.3" 16.7° 16.7° 88.8"
24 41* 0.1* 17.6" 17.6" 89.3"
48 418" 0.1* 14.4%¢ 14.4°%¢ 89.7"
Lp32 0 40.8" 0.1* 14.7 ¢ 14.7 ¢ 89.5"
41.2% 0.4* 15.1° 15.1%¢ 89.4"

12 41* 0.3" 15.6"° 15.6%¢ 89"
24 41.2% 0.3" 15.1%¢ 15.1%¢ 89.4"
48 40.8" 0.1* 14.7* 14.7%¢ 89.5"

*Media de tres repeticiones. Misma letra por variable de respuesta es estadisticamente igual (Tukey> 0.05).

Sin embargo, se observé un descenso (p< 0.5) en el valor de b’ y cromaticidad entre las horas de
fermentacion, pero no entre las muestras con la cepa y el control a las 48 h de fermentacion. Esto
sugiere que el proceso de fermentacion no afecta el color del jugo. Ademas, los cambios de color
en el jugo, confirman que el proceso de pasteurizacion fue suficiente para reducir a la actividad
enzimatica asociada a la oxidacién de los pigmentos u otros procesos bioquimicos que afecten la
calidad visual del jugo de mango (Managa et al., 2021; Quiros et al., 2017). Cele et al. (2022)
reportaron una reduccién en los valores de color (L', a'y croma) en bebidas de mango cv Sabre y
Peach fermentadas con la cepa Lactiplantibacillus plantarum, no asi cuando usaron mango
Tommy Atkins. Los autores sefialan que el aumento de la acidez de los jugos fermentados ayuda
a protegerse contra el pardeamiento enzimatico, en este sentido, los mangos estudiados
presentaron diferentes cantidades de azlcares y acidos organicos; asimismo, comentan que
productos alimenticios con colores oscuros por efecto enzimatico presenten menor probabilidades
de ser aceptados por los consumidores.

Conclusiones

Las cepas de Lactiplantibacillus plantarum Lp6 y Lp32 pueden ser utilizadas por su capacidad
fermentativa (en referencia al crecimiento celular y porcentaje de acido lactico) para la elaboracién
de una bebida funcional a base de mango cv Ataulfo, con buenas caracteristicas en términos de
color, acidez, azUcares, ademas de otras propiedades sensoriales que ofrecen las bacterias acido
lacticas.
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