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“Nunca consideres el estudio como una obligacion, sino como una oportunidad
para penetrar en el bello y maravilloso mundo del saber”.
Albert Einstein
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Resumen y Abstract IX

Resumen

En este trabajo se evaluaron los efectos fisicoquimicos, sensoriales y microbioldgicos la
adicion de miel de abejas de Acacia mangium como edulcorante en yogur. Inicialmente,
se realiz6 la seleccion del porcentaje de inclusion de miel a partir de tres concentraciones
(8.5%, 10% y 11.5%) mediante una prueba de aceptacién de consumidores y la evaluacion
de las propiedades: pH, acidez titulable, capacidad de retencién de agua, color y
viscosidad. Posteriormente, se estudié el momento de inclusion de la miel, a partir de la
concentracion seleccionada inicialmente (10%), incluyéndola antes, y después de la
fermentacion, con el fin de identificar los posibles efectos sobre el cultivo iniciador y el
cultivo probiético, ademas de la influencia en propiedades fisicoquimicas, actividad
antioxidante, aceptacion sensorial y perfil de aroma y sabor. Dentro de los resultados, se
observo favorabilidad en las propiedades fisicoquimicas evaluadas de los yogures con
diferentes porcentajes de inclusion miel respecto al control, sin embargo, emplear un
porcentaje de 10% favoreci6 propiedades sensoriales tipicas del producto tanto
fisicoquimicas como sensoriales entre las que se encuentran el color, la consistencia, el
sabor y aroma, y el aspecto general evidenciado en la aceptacion sensorial por parte de
los consumidores. Por su parte el momento de inclusion de miel, muestra diferencias en
los perfiles de sabor y aroma, mantiene superiores al control los parametros fisicoquimicos
a lo largo del almacenamiento, y la viabilidad celular es superior que al incluirla después.
La comparacion de la miel con inulina sugiere que posiblemente la miel de abejas de

Acacia mangium, podria tener un efecto prebidtico.

Palabras clave: Miel, bebidas lacteas fermentadas, prebioticos, edulcorantes, probidticos
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Abstract

The aim of this work was to evaluate the effects on physicochemical, microbiological and
sensory properties of yogurt with Acacia mangium honey as sweetener. Firstly, the honey
concentration was selected (8.5%, 10% and 11.5%) by a consumer acceptance test and
determination of pH, titratable acidity, water holding capacity, color, and viscosity. The time
of honey addition was evaluated by including the selected treatment before and after the
fermentation process, to assess possible effects on the starter and probiotic cultures, the
impact on physicochemical properties, antioxidant activity, sensory acceptance and flavor
profile. Subsequently, the influence of honey on Lactobacillus acidophilus and its possible
prebiotic effects were evaluated by comparing it with the inulin effect on the microorganism.
The results show an improvement of the yogurt physicochemical properties with the
addition of honey, however, no significant differences between treatments of 10% and
11.5% were observed within the assessed parameters, but color. Thus, 10% of honey
concentration was selected. Additionally, the time of honey addition does not affect the
consumer acceptance of the product, despite there are appreciable differences between
the flavor profile. Finally, honey has no inhibitory effect on cell growth and viability starter
and probiotic used. Furthermore, there is similar behavior of the microorganism when inulin

or honey is included in the formulation.

Keywords: Honey, fermented milk, prebiotics, probiotics, sweetener
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Introduccioén

En la actualidad, la dinamica global de produccion y consumo de alimentos ha cambiado,
generando un continuo desarrollo de alimentos que tengan beneficios mas alla de su
aporte nutricional (Sir6, Kapolna, Kapolna, & Lugasi, 2008), reflejandose a su vez en la
busqueda de alimentos por parte de los consumidores, que permitan incluir en su dieta
compuestos con efectos reconocidos en la salud, por ejemplo el uso de prebiéticos,
probidticos o compuestos bioactivos. Lo anterior ha generado que la industria de alimentos
busque innovar con el uso de nuevos ingredientes, manejo de nuevas técnicas de
procesamiento y métodos de empaque que permitan llevar a los consumidores un producto

con caracteristicas funcionales (Martins, Oliveira, & Ferreira, 2019).

Por otra parte, entre los retos que ha tenido que enfrentar la industria, es la sustitucion de
la sacarosa como edulcorante. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, para promover
la salud publica en nifios y adultos, es necesario reducir la ingesta de azlcar, asociado con
riesgo en caries dental, diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (OMS, 2015), por
lo que se ha promovido la bisqueda e inclusién de alternativas con menores efectos en la

salud de los consumidores (Pinheiro & Oliveira, 2005).

Uno de los sectores que ha sobresalido desde el punto de vista de la innovacién, no solo
en el aspecto sensorial, sino también funcional, es la industria de los derivados lacteos.
Siendo las leches fermentadas quizas, los productos de mayor interés en su desarrollo,
debido a su versatilidad en la inclusién de ingredientes, desde combinaciones de frutas y
cereales, alternativas para mantener alto el contenido de proteina, calcio y minerales, hasta
ingredientes funcionales, probioticos y prebiéticos (Albuquerque et al., 2018; Aryana &
Olson, 2017; Ashraf & Shah, 2011; Leclercq, Saint-Eve, Berthelo, Oettgen, & Delarue,
2015). Adicionalmente, permiten la variacion de los edulcorantes empleados,
respondiendo asi a los llamados de la OMS y a su vez incorporando algunos que impacten
positivamente en el crecimiento y la viabilidad de los microorganismos empleados (Pinheiro
& Oliveira, 2005; Popa & Ustunol, 2011). Esto ultimo, ha generado que diferentes estudios

propongan el uso de edulcorantes como el jarabe de maiz de alta fructosa, la miel de
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abejas, y edulcorantes no caldricos como xilitol, sorbitol, ciclamato, aspartame, entre otros
(Aryana & Olson, 2017).

La miel de abejas es un edulcorante natural y tradicional, que ha ganado interés como
sustituto de sacarosa en alimentos como el yogur (Pinheiro & Oliveira, 2005; Popa &
Ustunol, 2011), pues en diferentes estudios se ha demostrado que el uso de algunas
mieles, contribuye con el crecimiento de los microorganismos iniciadores (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus), favorece propiedades fisicas
como, pH, acidez, capacidad de retencion de agua, color y viscosidad, aumenta el
contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante del producto e incrementa
la aceptacion sensorial por parte de consumidores (Gomes Machado et al., 2017; Sert,
Akin, & Dertli, 2011; Varga, 2006). Adicionalmente, la miel, ha sobresalido, porque en
algunos estudios se menciona su posible potencial prebiético, al tener diferentes
oligosacaridos dentro de su composicién, que favorecen el crecimiento de
microorganismos de las especies Bifidobacterium spp. y Lactobacillus acidophilus (Soares,
Amaral, Oliveira, & Mafra, 2017).

En Colombia, especificamente en el departamento del Vichada desde el afio 2014, la
producciéon de miel de abejas se ha venido incrementando, favoreciendo el sector apicola
de la zona. Esta miel, originaria de plantaciones forestales de Acacia mangium, se ha
destacado por tener una alta capacidad antioxidante, ausencia de plaguicidas y actividad
inhibitoria contra Escherichia coli (Castro Mercado, 2018), permitiendo que los
consumidores la acepten y la seleccionen como una alternativa local y organica (Nielsen,
2016). Sin embargo, esta miel tiene el desafio de posicionarse tanto en el mercado de
consumo directo, como en el mercado de alimentos que se destaquen por sus

caracteristicas diferenciales.

Este trabajo surge de la necesidad de evaluar el efecto sensorial, microbiolégico y
fisicoguimico que la miel de Acacia mangium pueda tener sobre el proceso de fermentacion
lactica y durante el almacenamiento de yogur. Por lo tanto, el alcance del trabajo se

encuentra organizado de la siguiente manera:
Objetivo General:

Evaluar los efectos sensoriales, microbioldgicos y fisicoquimicos de la adicion de miel de
abejas procedente de plantaciones forestales de acacia (Acacia mangium) en la

produccion y estabilidad de yogur semidescremado.



Introduccion 3

Objetivos Especificos:

Estudiar el efecto de la adicion de miel en yogur semidescremado y su influencia sobre
caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas.

Evaluar la viabilidad de bacterias acido lacticas y calidad fisicoquimica durante el
almacenamiento de yogur, realizando la inclusién de miel antes y después del proceso
de fermentacion.

Evaluar el efecto de la adicién de miel en yogur sobre el crecimiento y viabilidad de
Lactobacillus acidophilus en condiciones de fermentacion y almacenamiento.






1.Miel de abejas como ingrediente edulcorante
y prebidtico en yogur

1.1 Fermentacion lactica

La fermentacion es el proceso metabdlico donde se presentan cambios bioquimicos de
oxidaciéon o reduccién, en el cual se obtiene energia al existir produccién de compuestos
organicos (Frisvad et al., 2011; Ruales Guzman, 2012). Durante este proceso, los sustratos
empleados son los carbohidratos, los cuales se definen como compuestos quimicos fuente
de energia, que pueden ser metabolizados dependiendo del tipo de microorganismo, el

sistema de potencial redox o el tipo y la cantidad de azlcares que conforman la molécula.

Dentro de los carbohidratos fermentables se encuentran los monosacaridos, que pueden
ser metabolizados por 5 rutas metabdlicas: Embden-Meyerhoff-Parnas, Hexosa
monofosfato, Enter-Doydroff, Pentosa fosfocetolasa y Hexosa fosfocetolasa (Ray &
Bhunia, 2008).

Una de las fermentaciones mas empleadas en la industria de alimentos es la fermentacion
lactica, llevada a cabo por las bacterias acido lacticas (BAL), donde se metabolizan
azucares para la produccién principalmente de acido lactico (Mora Adames, 2017). Este
proceso, se ha llevado a cabo a lo largo de la historia, gracias a la acidez que se alcanza
al final de la fermentacion, es posible inhibir microorganismos patégenos o disminuir
compuestos toxicos, dentro de los metabolitos producidos se encuentran acidos organicos,

COg, etanol, H,O,, diacetil y bacteriocinas (Karbasi, Yarmand, & Mousavi, 2015).
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1.1.1 Tipos de fermentacion

De acuerdo con los productos obtenidos al final de la fermentacién, como &cido lactico,

CO,, acetato y etanol, el proceso puede clasificarse en homofermentativo o

heterofermentativo (Serna Cock & Rodriguez de Stouvenel, 2005).

Fermentacién Homolactica: en este tipo de fermentacidn se produce principalmente
acido lactico, gracias a que las bacterias acido lacticas, contienen la enzima aldolasa,
gue permite la produccion de dos moléculas de lactato a partir de una molécula de
glucosa (Ecuacion 1-1), siguiendo la via glicolitica Embden-Meyerhof-Parnas,
(Lahtinen, Ouwehand, Salminen, & Von Wright, 2012; Mandigan, Martinko, Bender,
Buckley, & Stahl, 2015; Serna Cock & Rodriguez de Stouvenel, 2005).

Glucosa = 2Lactato™ + 2H* 1-1
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Figura 1-1. Via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
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Esta ruta metabdlica, es llevada a cabo en tres etapas generales: Inicialmente la glucosa
es fosforilada por ATP produciendo glucosa 6-fosfato, que a su vez se isomeriza en
fructosa 6-fosfato, en esta molécula sucede una nueva fosforilacion para producir la
fructosa 1,6-bifosfato que se divide por accion de la aldolasa en gliceraldehido y
dihidroxiacetona fosfato (precursor del gliceraldehido 3-fosfato); la segunda etapa consiste
en la reaccion redox durante la oxidacion del gliceraldehido 3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato;
en la ultima etapa, el piruvato se reduce por el NADH en 2 moléculas de lactato (Figura
1-1) (Mandigan et al., 2015).
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Fermentacion heterolactica: esta fermentacion consiste en la produccion de
cantidades equimolares de lactato, acetato/etanol y CO; a partir de la glucosa
(ecuacion 1-2) por la ruta metabdlica 6-Fosfogluconato/Fosfocetolasa (Jay,
Loessner, & Golden, 2009; Lahtinen et al., 2012).

Glucosa - Lactato + Etanol + CO, + H* 1-2

Los microorganismos heterofermentadores carecen de aldosa, lo que permite que
oxiden la glucosa 6-fosfato en 6-fosfogluconato, la cual se descarboxila a pentosa
fosfato obteniendo de esta manera CO,. Por otra parte, la enzima fosfocetolasa,
convierte la pentosa fosfato en gliceraldehido 3-Fosfato y acetilfosfato, los cuales,
gracias a reacciones de oxido reduccion son convertidos en lactato y etanol como

se puede observar en la Figura 1-2(Mandigan et al., 2015).
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Figura 1-2. Ruta 6-Fosfogluconato/fosfocetolasa
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1.1.2 Microorganismos utilizados en la fermentaciéon del yogur

Para realizar la fermentacién de la leche en la produccién de yogur, se emplea el cultivo
de microorganismos especificos (iniciadores) conformado por Streptococcus thermophilus
y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (FAO & OMS, 2011), cuyas caracteristicas
metabdlicas influyen no solo en la acidificacion de la leche, sino también en propiedades

como viscosidad, textura, sabor y aroma del producto final, sin embargo, dentro de la
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produccion de yogur también se utilizan microorganismos probiéticos que no solo
contribuyen en las caracteristicas del producto final, sino también pueden conferir
beneficios en la salud (Chandan, White, Kilara, & Hui, 2006; Fazilah, Ariff, Khayat, Rios-
Solis, & Halim, 2018).

De acuerdo con lo anterior, se mencionaran algunas de las caracteristicas de

microorganismos empleados en la produccion de yogur.

= Cultivos iniciadores

Son preparaciones microbianas con una alta densidad celular, las cuales contienen al
menos una variedad de microorganismos cuyo objetivo es llevar a cabo el proceso de
fermentacion y brindar caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales al producto final
definidas por las actividades metabdlicas de los mismos (Batt & Lou Tortorello, 2014; Leroy
& De Vuyst, 2004).

En la elaboracion de yogur los microorganismos utilizados en la fermentacion lactica son
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, ya que
presentan un comportamiento simbiético durante la fermentacion (Batt & Lou Tortorello,
2014). Ambas especies son conocidas por ser Gram positivas, aerotolerantes, no

esporuladas y de catalasa negativa (Bull, Plummer, Marchesi, & Mahenthiralingam, 2013).

o Streptococcus thermophilus: son bacterias caracterizadas por tener una
morfologia con forma ovular emparejadas o en cadenas cortas, ser
heterofermentativas y presentar una temperatura éptima de crecimiento entre 43-
46°C (Radke-Mitchell & Sandine, 1986). Su influencia en el yogur es la rapida
acidificacion de la leche y la produccién de acetaldehido o diacetilo que aportan
en el aroma y la textura del producto, asi mismo, estos microorganismos son los
encargados de la produccion de diéxido de carbono CO; y &cido férmico que
favorece el crecimiento de L. delbrueckii subsp. bulgaricus (Uriot et al., 2017).

o Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus: son bacterias acido lacticas que
se caracterizan por tener forma de baston y ser microaerofilicos, su temperatura
Optima de crecimiento es de 45°C (Batt & Lou Tortorello, 2014; Yildez, 2010); se
encuentran clasificados en el grupo de microorganismos homofermentativos,
ademas tienen la capacidad de hidrolizar la caseina de la leche para producir

péptidos y aminoacidos que estimulan el crecimiento de Streptococcus
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thermophilus durante la fermentacién de la leche, y la poblacién bacteriana se

equilibra (Yildez, 2010).
Los microorganismos L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus, realizan la
fermentacion durante un tiempo aproximado de 4 a 6 horas, manteniendo una relacion 1:1
en el inéculo. Durante las primeras 2 horas de fermentacion, S. thermophilus crece a una
mayor velocidad, hasta representar aproximadamente el 90% del total de las células,
generando asi una disminucion de pH a 5. Una vez la leche ha sido acidificada y se han
producido los metabolitos mencionados anteriormente que estimulan el crecimiento de L.

delbrueckii subsp. bulgaricus, genera una reduccion de pH.

= Microorganismos probioéticos: de acuerdo con el consenso del 2014 de la Asociacion
Cientifica Internacional de Probitticos y Prebidticos (ISAPP), los probiéticos son
definidos como “microorganismos vivos que, cuando son administrados en cantidades

adecuadas, confieren beneficios en la salud del huésped” (Hill et al., 2014).

Los microorganismos probioticos se diferencian de los microorganismos iniciadores, por
la habilidad de sobrevivir a pH estomacal (entre 1 y 2), sobrevivir a altas
concentraciones de sales biliares; su posible mecanismo de accién consiste en la
competencia por los receptores de adhesion en el epitelio intestinal y nutrientes, la
produccion de sustancias antimicrobianas y la estimulacién del sistema inmune
(Gaifullina, Saltykova, & Nikolenko, 2016; Mohan, Quek, Gutierrez-Maddox, Gao, & Shu,
2017). Algunos de los beneficios en la salud que tiene el consumo de probi6ticos, son
la regulacion en la composicion de la microflora intestinal humana, disminucién del
colesterol sérico, efectos antihipertensivos y la resistencia a los patégenos entéricos
(Gaifullina et al., 2016; Jay et al., 2009; Sarao & Arora, 2017).

Dentro de los microorganismos probi6ticos mas reconocidos son Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacilus reuteri, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
cellobiosis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Streptococcus diacetyllactis, Streptococcus intermedius, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium adolecentis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium thermophilum (Gaifullina etal., 2016), ademas de algunos
pertenecientes a los géneros como Escherichia, Entercoccus, y Saccharomyces (Sarao
& Arora, 2017).
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El yogur, es uno de los alimentos mas usados como vehiculo de microorganismos
probidticos, generalmente pueden estar presentes microorganismos del género
Bifidobacterium spp. o Lactobacillus spp. como Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Lactobacillus rhamnosus, los cuales modifican las propiedades sensoriales y
reoldgicas del producto (Ashraf & Shah, 2011; Fazilah et al., 2018; Ray & Bhunia, 2008).

1.1.3 Leches fermentadas: Yogur

El Codex Alimentarius define la leche fermentada como “un producto lacteo obtenido de la
fermentacion de la leche, por medio de la accion de microorganismos adecuados y
teniendo como resultado la reduccion del pH con o sin coagulacién (precipitacién
isoeléctrica). Estos cultivos de microorganismos seran variables, activos y abundantes en
el producto hasta la fecha de duracion minima” (FAO & OMS, 2011). Dentro de las leches

fermentadas se encuentran: yogur, kéfir, kumis y leches acidificadas (de Oliveira, 2014).

El yogur, es uno de los productos lacteos mas conocidos a nivel mundial y de acuerdo con
el Codex Alimentarius y la Resolucion 2310 de 1986, se produce por cultivos simbiéticos
de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (FAO & OMS,
2011; Ministerio de Salud, 1986).

Este alimento es un sistema de gel complejo, viscoso, de sabor acido caracteristico que
contiene proteinas, polisacaridos y lipidos en su estructura (Das, Choudhary, & Thompson-
witrick, 2019; Ruales Guzman, 2012), el cual se forma a partir de la acidificacion de la leche
como resultado de la produccién de acido lactico y otros compuestos organicos durante el
proceso de fermentacion lactica, inducido por parte de los microorganismos iniciadores. La
acidificacion gradual es la encargada de desestabilizar el fosfato de calcio y generar la
asociacion parcial de los agregados de micelas de caseina a medida que el pH se acerca

al punto isoeléctrico (4.6-4.7) (Tamime & Robinson, 1991).

El yogur se destaca por ser buena fuente de calcio (89-121 mg/100 g de producto), proteina
(2.9-3.479/100 g de producto), potasio (103-155mg/100g de producto), fosforo (73-95
mg/100 g de producto) y vitaminas (ICBF, 2018; USDA, 2019), asi mismo, el yogur, permite
la incorporacion de diferentes ingredientes con propiedades promotoras de la salud como
edulcorantes naturales, jugos o pulpas de fruta (Gomes Machado et al., 2017; Williams,
Hooper, Spiro, & Stanner, 2015).
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1.1.4 Proceso de elaboracion del yogur
Durante la elaboracion del yogur, es importante tener en cuenta de las siguientes fases:

= Homogenizacidn: en este proceso, se emplean presiones entre 150 y 200 bar, con la
leche a temperatura entre 55°C y 65°C. Esta etapa tiene como objetivo reducir los
glébulos de grasa hasta un diametro inferior de 1um para permitir la distribucién
uniforme de la grasa en el producto y aportar al coagulo una mayor estabilidad y
consistencia (Chandan et al., 2006; Walstra, 2001).

» Tratamiento térmico: latemperatura se eleva hasta 85°C por 15 minutos, para eliminar
microorganismos patdgenos, posteriormente se disminuye la temperatura a un rango
entre 37 °C y 40°C para realizar la adiciéon de los microorganismos encargados de la
fermentacion. Esta etapa influye en la diminucion de la carga microbiana responsable
del deterioro y garantizar un mayor tiempo de vida Gtil (Chandan et al., 2006; Ray &
Bhunia, 2008).

» Adicion e incubacion de los microorganismos: se inocula un tamafio de in6culo de
aproximadamente el 2% del volumen efectivo de trabajo durante la fermentacién y se
incuba a temperatura constante entre 40°C y 45°C, el producto se retira cuando alcanza
un pH entre 4.8 y 4.5 y una acidez entre el 0.65 y 0.7% expresado como &cido lactico
(Jay et al., 2009). En la fermentacion, los microorganismos producen principalmente
acido lactico y compuestos como acetaldehido y diacetilo, para generar un incremento
en la acidez, una disminucién en el pH, influyendo en la coagulacién de las proteinas
lacteas, la formacion de un gel homogéneo, liso y viscoso (Yildez, 2010; Zapata,
Sepulveda-Valencia, & Rojano, 2015).

= Ruptura del coagulo y enfriamiento: una vez alcanzado el pH éptimo, se rompe el
coagulo que se forma como resultado de la fermentacién y el producto es llevado a
refrigeracion a 4°C para detener el crecimiento de los microorganismos y asi reducir la
produccién de acido (Ray & Bhunia, 2008; Ruales Guzman, 2012).

= Adicién de edulcorantes, colorantes o preparaciones de fruta; en esta etapa, se
adicionan ingredientes o aditivos que favorecen propiedades funcionales y sensoriales
del producto (Belitz, Grosch, & Schieberle, 2009). De acuerdo con el Codex
Alimentarius, se permite el uso de aditivos como reguladores de acidez, colorantes,
emulsionantes, gases de envasado, conservantes, estabilizantes, edulcorantes y
espesantes (FAO, 2011), algunos de los ingredientes que se pueden emplear en las

leches fermentadas son azlcares, frutas o concentrados de frutas, cereales extruidos,
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mermeladas de fruta, jaleas, nueces, mani, cacao, café, miel y hortalizas (ICONTEC,
2006; Ministerio de Salud, 1986).

= Empague y almacenamiento: el envasado permite asegurar que el producto llegue
hasta el consumidor final en las condiciones adecuadas. El almacenamiento se debe
realizar a temperatura de refrigeracién, con el objetivo de ralentizar las reacciones
bioguimicas y biolégicas de los microorganismos que puedan poner en riesgo la

inocuidad o generar defectos en el producto (Tamime & Robinson, 1991).

1.2 Miel de abejas

De acuerdo con el Codex Alimentarius, la miel es “la sustancia dulce natural producida por
abejas obreras a partir del néctar de las plantas o de secreciones de partes vivas de estas
0 excreciones de insectos succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas de las
mismas, que las abejas recogen, transforman y combinan con sustancias especificas
propias y depositan, deshidratan, almacenan y dejan en el panal para que madure y
afieje”(FAO & OMS, 1981). Es un alimento natural, producto de la colmena, con mayor
produccion y comercializacion (Alvarez-Suarez, 2017), que ha sido empleado como
edulcorante al ser una solucién compuesta principalmente de azucares simples (Edwards,
Rossi, Corpe, Butterworth, & Ellis, 2016; Mohan et al., 2017).

Por su composicion quimica y caracteristicas bioactivas, la miel, es relacionada con
beneficios en la salud, al ser de facil asimilacion, presentar propiedades antibacterianas,
hepatoprotectoras, antihipertensivas, gastroprotectoras, antiflngicas, antioxidantes y en
estudios realizados recientemente, se le ha atribuido un posible potencial prebibtico
(Chepulis, 2016; El Sohaimy, Masry, & Shehata, 2015; Kajiwara, Gandhi, & Ustunol, 2002;
Meo, Al-Asiri, Mahesar, & Ansari, 2017; Mohan et al., 2017; A Riazi & Ziar, 2012; Sanz
et al., 2005). Sin embargo, la composicion y caracteristicas sensoriales dependen del
origen botanico y geogréfico, estacion del afio, condiciones ambientales, tecnologias de
extraccion y condiciones de almacenamiento (El Sohaimy et al., 2015; Meo et al., 2017;
Soares et al., 2017).

La miel de abejas es una solucion saturada de azlcares, pues estos corresponden al 95%
del total de la materia seca. Dentro de su contenido de carbohidratos presenta
principalmente fructosa y glucosa, disacdridos como maltosa, sacarosa, trehalosa y

turanosa, y trisacaridos como maltotriosa y melecitosa (da Silva, Gauche, Gonzaga, Costa,



Capitulo 1 15

& Fett, 2016; Machado De-Melo, Almeida-Muradian, Sancho, & Pascual-Maté, 2017);
Adicionalmente, la miel tiene una humedad que puede variar en un rango entre 13 y 21%,
y asi mismo influye en propiedades sensoriales (Machado De-Melo et al.,, 2017); el
contenido mineral , esta relacionado con las condiciones ambientales y edafolégicas de su
origen geografico, estos se pueden encontrar en rangos entre 0.04 y 1% del total de la
composicion, siendo destacados el potasio, sodio, calcio, magnesio, hierro y fésforo
(Bogdanov, Jurendic, Sieber, & Gallmann, 2008; da Silva et al., 2016; Machado De-Melo
et al., 2017; Meo et al., 2017). Adicionalmente, se encuentran diferentes &cidos organicos,
siendo el principal el &cido gluconico (representa entre el 70 y el 90% del total de los acidos
presentes), aunque se han encontrado acido butirico, citrico, acético, férmico, lactico,

malico, entre otros (da Silva et al., 2016; Machado De-Melo et al., 2017).

La miel también tiene caracteristicas bioactivas, principalmente por la presencia de
compuestos fendlicos (metabolitos secundarios de las plantas que aportan caracteristicas
sensoriales y antioxidantes), dentro de este grupo se encuentran acidos fendlicos y
flavonoides (Alvarez-Suarez, 2017; Bogdanov et al., 2008); que dependen de la fuente
floral y de factores climaticos, algunos de ellos pueden ser acidos cafeico, elagico,
cumadrico, ferrulico y clorogénico, acidos organicos, enzimas (diastasa, invertasa, catalasa
y peroxidasa), vitaminas hidrosolubles, pigmentos (Aliyu et al., 2012; Chepulis, 2016; Musa
Ozcan & Al Juhaimi, 2015).

1.2.1 Miel de abejas procedente de la altillanura del Vichada (Acacia
mangium)
En el departamento del Vichada (Colombia), se han desarrollado proyectos forestales y
agroindustriales con fines comerciales (Corporacién Autbnoma Regional de la Orinoquia,
2012), con los cuales para el afio 2015 se registraba un area de plantaciones de cerca de
11.000 hectareas, dentro de las que se destaca la Acacia mangium (ICA, 2015), una
especie de facil adaptacion a caracteristicas ambientales de la zona como los suelos
arenosos, rocosos, acidos, con alto contenido de aluminio, bajo contenido de carbono
organico y minerales primarios que generan baja productividad de cultivos agricolas
(Castro Mercado, 2018), ademas esta especie es una de las mas empleadas como materia
prima en la industria del papel, en construccion y como materia prima para la fabricacion
de muebles, asi mismo se ha destacado porque sus plantaciones se consideran

productivas y sostenibles (Tacha Mahecha & Moreno Rodriguez, 2016). En el Vichada,
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desde el afio 2014, las plantaciones de esta especie, han albergado millones de abejas
con produccion de miel, ocasionando un crecimiento en el sector apicola del departamento,
evidenciado con aproximadamente una produccion de 94417 toneladas de miel producidas
a finales del afo 2017 y un incremento del 64% en las colmenas ubicadas en las

plantaciones de la region entre 2016 y 2017 (Castro Mercado, 2018).

Este tipo de miel presenta una barrera en su proceso de comercializacion debido a la
presencia de cristales grandes formados con alta velocidad y su visible separacion de
fases, (Erasso Arango, Natalia - Montoya Restrepo, 2010), la miel es un edulcorante
natural acorde con las tendencias saludables del mercado actual, sus caracteristicas
antioxidantes y capacidad antimicrobiana, ademas de la ausencia de plaguicidas al
provenir de plantaciones forestales que no tienen contacto con insumos quimicos (Castro
Mercado, 2018), permite contar con una excelente materia prima para ser utilizada como
ingrediente natural dentro de productos alimentarios, como una estrategia alternativa de

mercado.

o Composicion quimica de la miel

Segun el estudio realizado por Castro Mercado en 2018, se encontr6 que la miel de Acacia
mangium presenta la composicién descrita en la Tabla 1-1. En la cual se encuentra
principalmente los azlcares reductores, fructosa y glucosa, que influyen en el dulzor y por
la relacion en la que se encuentran, también lo hacen sobre el fenédmeno de cristalizacion
y la velocidad con la que este se da en la miel dispuesta para consumo directo (Nurul
Zaizuliana, Anis Mastura, Abd Jamil, Norshazila, & Zarinah, 2017; Venir, Spaziani, &
Maltini, 2010) .

Tabla 1-1. Composicién quimica de la miel de Acacia mangium

Miel de Acacia mangium
Componentes Contenido promedio
Azlcares
Glucosa (%) 34.1+3.61
Fructosa (%) 34.94+4.33
Sacarosa (%) 8.94+2.39
Turanosa (%) 1.56%0.65
Maltosa (%) 0.43+0.39
Melecitosa (%) 0.65+0.35
Trehalosa (%) Inferior al 0.1
Isomaltosa (%) Inferior al 0.1
Erlosa (%) Inferior al 0.1
Humedad (%) 18.34+1.48
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Minerales
Potasio (mg/kg) 219.85+134.71
Calcio (mg/kg) 119.83+34.51
Sodio (mg/kg) 73.35+40.79
Magnesio (mg/kg) 21.33+7.22
Hierro (mg/kg) 4.78+2.82
Zinc (mg/kg) 3.66+£2.03
Cobre (mg/kg) 1.41+0.99
Acidos orgéanicos
Acido glucénico (g/kg de miel) 10.3+0.88
Componentes hioactivos
Fenoles totales (mg GAE/KQ) 578.30+218.65
Capacidad antioxidante
FRAP (mmol Trolox/kg) 0.70+0.27
TEAC (mmol Trolox/kg) 0.60£0.40 mmol

Adaptado: (Castro Mercado, 2018)

o Caracteristicas sensoriales: la miel de Acacia mangium es de color &mbar oscuro,
en algunas épocas del afio puede tener tonalidades mas claras; olor acaramelado,
amaderado, balsamico y resinoso similar a los propdéleos, madera seca y valeriana; el
sabor es intensamente dulce y se asocia con caramelo y panela, presenta una acidez
entre débil a mediana y un sabor levemente salado, ademas se detecta un regusto con

alta intensidad pungente, terrosa y hostigante (Castro Mercado, 2018).

1.2.2 Poder edulcorante de la miel de abejas

El poder edulcorante, se define como el nUmero de veces que un compuesto es mas dulce
utilizando el dulzor de la sacarosa como referencia (Reis et al., 2011). Es una de las
principales caracteristicas de los edulcorantes y puede variar por factores como, los
cambios sufridos por soluciones acuosas que favorecen la apariciéon de isémeros de
posicién de grupos hidroxilo y consigo la interaccién de los grupos en los quimiorreceptores
de las papilas gustativas; cambios en las temperaturas; presencia de otros componentes
en el medio (como sustancias acidas, amargas, polimeros o sales que interfieran con el
dulce) y viscosidad de la matriz alimentaria (Badui Dergal, 2006; Parra Huertas, 2012). En

la

Tabla 1-2, se pueden observar los valores de poder edulcorante o dulzor relativo de
diferentes edulcorantes nutritivos, el aporte energético que estos brindan por gramo y el

indice glicémico.
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La miel de abejas, al presentar variaciones en su composicion, especificamente en el
contenido de azucares, tiene un poder edulcorante que varia segun el tipo de miel,
haciendo que las mieles con altas concentraciones de fructosa produzcan una percepcion
mas dulce (como sucede en la mayoria de las mieles), que las mieles con altas
concentraciones de glucosa (Bogdanov et al., 2008). Los rangos del poder edulcorante
para las mieles pueden estar entre 0.97 y 1.5 veces mas dulce que la sacarosa en base
seca (National Honey Board, 2017; Stellar University of Northshield, 2015).

En los azlcares, los cambios en la estructura quimica pueden influenciar en la forma en la
gue estos son absorbidos, digeridos y metabolizados en el cuerpo, siendo evidente en el
indice glicémico de cada edulcorante (Edwards et al., 2016), debido a que este indice
sefiala la capacidad de aumentar la glucosa en sangre de los azucares. En el caso de la
miel, se puede observar que a pesar que presenta un poder edulcorante superior al de la
sacarosa, el indice glicémico puede estar en rangos inferiores, lo que puede atribuirse al

alto contenido de fructosa dentro de su composicién (Edwards et al., 2016).

Tabla 1-2. Poder edulcorante de sustancias edulcorantes

. Energia indice Glicémico
Edulcorante Dulzor relativo (kcallg) (IG)
Sacarosa 12 442 61-652
Glucosa 052 42 100°
Fructosa 1.5-1.82 44 19-232
Galactosa 0.262 42 232
Maltosa 042 42 1052
Lactosa 0.2-04%2 44 462
Miel 0.97-1.10° 3.32¢ 31-78°
Azlicar morena 0.97° 3.9¢ 65
Fructo-oligosacaridos 0.4¢ 2.7°¢ -
Inulina 0.5°¢ 1.5%-2.7°¢ -
Sirope de maiz 0.3-0.4° 1-4° 100°
Sirope de maple 0.6° 2.6° 2.6°
Melaza 0.7-1.05° 2.641 55-60°"

Fuente: ?(Edwards et al., 2016), °(Stellar University of Northshield, 2015), ¢(Modric, 2016),%(ICBF,
2018),%(Shoaib et al., 2016)

1.2.3 Potencial prebiotico de la miel de abejas

De acuerdo con el consenso en 2017 de la Asociacion Cientifica Internacional de
Probidticos y Prebioticos, ISAPP, los prebidticos se definen como “sustratos selectivos

empleados por microorganismos comensales presentes en el tracto gastrointestinal
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humano, que confieren beneficio a la salud” (Gibson et al., 2017). Estos compuestos no
son digeribles por enzimas humanas y dentro de los mas reconocidos por presentar un
posible potencial prebidtico, se encuentran la inulina, fructooligosacaridos (FOS),
galactooligosacaridos (GOS), lactulosa, pirodextrina, entre otros (Gaifullina et al., 2016).
Los prebioticos, son adicionados a matrices alimentarias, para mantener la viabilidad de
los microorganismos probioticos de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Gaifullina
et al., 2016; Jay et al., 2009), sin embargo, hay alimentos que presentan de manera natural
este tipo de compuestos como lo son frutas, verduras, bambu, miel y leche (Bernal Castro,
2017).

La miel de abejas ha sido reconocida por su posible potencial prebiético, ya que los
oligosacéaridos de bajo grado de polimerizacibn y compuestos antimicrobianos que
contiene dentro de su composicibn promueven el crecimiento de especies como
Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp., ademas actda de manera sinérgica con los
probidticos en contra de ciertos patogenos (Mohan et al., 2017; Popa & Ustunol, 2011).
Dentro de los compuestos con posible funcion prebidtica encontrados en la composicion
de diferentes mieles estan la inulobiosa, nistosa, cetosa (Fructooligosacaridos identificados
en mieles de Malasia), isomaltosa y Melecitosa (oligosacaridos reconocidos en mieles de
Nueva Zelanda) y rafinosa encontrada en mieles Italianas (Ulrich Landry, Moumita,
Jayabalan, & Ngoufack Francois, 2016).

1.3 Conclusiones

Las tendencias del mercado actual muestran el interés por el consumo de alimentos
naturales con efectos benéficos a la salud, lo que ha generado que la industria de alimentos
proporcione alternativas diferentes en el uso de edulcorantes dentro de los ingredientes en
la elaboracién de productos alimenticios. Este es el caso de la miel de abejas, conocida
por tener una composicion interesante, la cual se destaca por brindar caracteristicas
bioactivas, y presentar un posible potencial prebi6tico al emplearse en matrices como las

leches fermentadas.

La miel de abejas ha sido un ingrediente que ha ganado posicionamiento dentro de la
industria lactea en productos como las leches fermentadas, pues no solo es aceptada por

aumentar la palatabilidad y favorecer las propiedades sensoriales como sabor, color y
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consistencia, sino también por las caracteristicas bioactivas y nutricionales que

proporciona a los alimentos lacteos.

La miel de abejas de Acacia mangium, puede perfilarse como un producto acorde con las
tendencias del mercado, al ser una alternativa local, natural y organica. Esta miel presenta
en su composicidn elementos como su alto contenido de minerales, antioxidantes y tiene

ausencia de plaguicidas.
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2.Efecto de la adiciobn de miel en las
caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas
de un yogur

Las leches fermentadas son productos con versatilidad para la inclusién de ingredientes
funcionales dentro de los cuales se encuentra la miel de abejas. Este edulcorante natural
tiene aceptacion en productos lacteos, con aceptacion en productos acidos como el yogur
(Ali Riazi & Zziar, 2008), por sus caracteristicas antioxidantes y beneficios asociados a la

salud, tiene validez como sustituto de la sacarosa (Sert et al., 2011).

En este capitulo se estudié el efecto de la adicion de miel en caracteristicas sensoriales y
fisicoquimicas del yogur. Se determinaron tres porcentajes de inclusion de miel (8.5%, 10%
y 11.5%) a los cuales se les evaluaron parametros fisicoquimicos como pH, acidez titulable,
capacidad de retencion de agua, viscosidad y color, ademas de se realizé una prueba
sensorial de consumidores en la cual se conocié la opinién de estos en atributos como
color, sabor y aroma, consistencia y apariencia general del producto en el dia 5 de

almacenamiento.

Seleccionado el porcentaje de inclusion de miel, se estudié durante 21 dias el efecto del

momento de inclusion sobre propiedades fisicoquimicas y sensoriales.

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Diseno de la bebida lactea

o Materias primas

Para la elaboracion del yogur se empled, leche de vaca, proveniente del hato ubicado en
la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota; miel extrafloral de Acacia mangium,
marca Miel del Bosque, producida en el departamento del Vichada, Colombia; como cultivo

iniciador (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus) se
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utilizé la referencia FD-DVS YFL-811 Yo-Flex® de 5U, de la casa comercial Chr. Hansen
(Ver anexo A) y como cultivo probiético (Lactobacillus acidophilus) Lyofast La-3 de 5UC de
a casa comercial Clerici Sacco (Ver anexo B).

o Inéculo del cultivo iniciador Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus y
Streptococcus thermophilus

Para la inclusion del cultivo iniciador en la leche dispuesta para la elaboracion del yogur,
se elabor6 un in6culo diluyendo 5U del cultivo (L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S.
thermophilus) YFL-811 en 500 ml de leche semidescremada UHT de marca comercial y se
realizé la activacion a 37°C por una hora. Una vez preparado el inoculo, se emple6 el 2%
(v/v) del volumen efectivo de trabajo de cada tratamiento para realizar la fermentacion (Jay
et al., 2009).

o Inéculo del cultivo probiético Lactobacillus acidophilus

Para la inclusion del cultivo (L. acidophilus) Lyofast LA-3, se siguié la metodologia
propuesta por Casarotti y colaboradores en 2018 para la elaboracién y activacion del
in6culo, en el cual se diluyé 1 g de L. acidophilus de 5UC en 50 ml de leche
semidescremada UHT de marca comercial y se incubd por una hora a 37°C (Casarotti,
Borgonovi, Batista, & Penna, 2018). Una vez preparado el in6culo, se utilizé el 2% (v/v) del

volumen efectivo de trabajo de cada uno de los tratamientos (Jay et al., 2009).

o Determinacion del porcentaje de inclusién de miel

Para la eleccion del porcentaje de inclusion final, se realizaron las pruebas fisicoquimicas
de pH, acidez titulable, color, viscosidad y capacidad de retencién de agua y pruebas de
consumidores al dia 5 de la elaboracion del yogur, teniendo en cuenta la baja post

acidificacion que caracteriza al cultivo L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus.

Para los tratamientos del ensayo, se tuvo en cuenta la concentracion equivalente de miel
de Acacia mangium con respecto al 7.5% de sacarosa, empleada como referencia, y
pruebas sensoriales preliminares realizadas con consumidores en las que se encontraron
gue la poblacion en general prefiere un producto con concentraciones superiores a la
equivalente. Por lo tanto, las concentraciones de miel empleadas fueron 8.5% (T1), 10%
(T2) y 11.5% (T3), que, a su vez, se compararon con un yogur control (CS) endulzado con
7.5% de sacarosa. Tanto la miel como la sacarosa se adicionaron en los yogures en la

etapa de ruptura del coagulo.

o Determinacién del momento de inclusion de miel
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Una vez seleccionado el porcentaje de inclusion de miel con mayor aceptacién sensorial y
propiedades fisicoquimicas favorables para el producto, se analizaron dos tratamientos,
uno con inclusién de 10% de miel antes de la fermentacién (MA) y otro con 10% de miel
después de la fermentacion (MD), ademas de un yogur control (CSA) endulzado con 7.5%

de sacarosa incluida antes de la fermentacion.

Para este ensayo se realizaron andlisis de pH y acidez durante cerca de 5.5 horas de
fermentacion, pruebas fisicoquimicas (pH y acidez titulable, color, viscosidad, capacidad
de retencién de agua, actividad antioxidante y contenido de fenoles totales) durante 21
dias de almacenamiento (dias 1,7,14 y 21) y andlisis sensoriales (perfil de sabor y aroma)

y pruebas de aceptacion con consumidores realizadas al dia 12 de almacenamiento.

o Proceso de elaboracién del yogur

El yogur se elabor6 como se muestra en la Figura 2-1. Proceso de elaboracion del yogur.

Figura 2-1. Proceso de elaboracién del yogur
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a: Para el ensayo de eleccion del porcentaje de miel, se tuvieron en cuenta tres tratamientos, 8.5%
(T1), 10%(T2) y 11.5% (T3) de miel y una muestra control endulzada con 7.5% de sacarosa (CS).
Los edulcorantes fueron adicionados luego de la fermentacion.

b: Para el ensayo de determinacién del momento de inclusién de miel, se tuvieron en cuenta dos
tratamientos, 10% de miel antes de la fermentacién (MA), 10% de miel después de la fermentacion
(MD) y una muestra control endulzada con 7.5% de sacarosa (CSA).

*. La Inclusién del cultivo Lactobacillus acidophilus Lyofast LA-3 no se realizd en el ensayo de
eleccidn del porcentaje de miel.

2.1.2 Caracteristicas sensoriales

o Entrenamiento del panel sensorial
Se seleccionaron panelistas semi entrenados del Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (ICTA) y se sometieron a entrenamiento en caracteristicas sensoriales del

yogur de acidez y nivel de dulzor.

Para el entrenamiento, se tuvo en cuenta la NTC 3915, la cual establece
concentraciones especificas para que los evaluadores reconozcan y diferencien los
gustos basicos (ICONTEC, 2012).

o Entrenamiento del nivel de dulzor
Se seleccionaron tres concentraciones de sacarosa, usada como azucar de
referencia, las cuales fueron 6%, 10% y 15%. Estos valores son cercanos a las
concentraciones altas empleadas en las pruebas de sensibilidad de la NTC
3915 (ICONTEC, 2012).

o Entrenamiento nivel de acidez
Para esta prueba se empled acido citrico como agente de referencia. Los
porcentajes de acidez fueron seleccionados de acuerdo con los niveles de
acidez descritos en las pruebas de sensibilidad de la NTC 3915 y el intervalo
de acidez de un yogur comercial. De acuerdo con lo anterior, se seleccionaron
los porcentajes de 0.72%, 0.155% y 0.04% expresados como acido lactico
(ICONTEC, 2012).

o Determinacion del porcentaje de inclusién de miel

o Concentracién equivalente y poder edulcorante
Para conocer la concentracion equivalente, se realizé la prueba de estimacion de la
magnitud de atributos sensoriales de acuerdo con en la metodologia descrita en NTC 4206
(Metodologia. Estimacién de la magnitud) y Reis y colaboradores en 2011 con algunas

modificaciones (ICONTEC, 1997; Reis et al., 2011). A cada panelista entrenado, se le
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presentaron ocho muestras de yogur, siete con concentraciones diferentes de miel de
Acacia mangium (4.5%, 5.5%, 6.5%, 7.5%, 8.5%, 9.5% y 10.5%) y un yogur control
endulzado con 7.5% de sacarosa. Cada muestra se codificd con tres digitos al azar. Los
panelistas proporcionaron una calificacion numérica fija (modulo fijo) de 5 a la muestra
control y a partir de esta brindaron calificaciones de 1 hasta 10, proporcionales a la

intensidad de dulzor percibido de las muestras evaluadas.

Para la determinacion de la concentracion de miel de Acacia mangium equivalente a 7.5%
de sacarosa, se graficaron los logaritmos (logaritmo natural) de las medianas de los valores
asignados al estimulo y las concentraciones de miel empleadas en el yogur. Con la
regresion lineal de la curva (Ecuacién 2-1), se obtienen la pendiente y el intercepto que
permiten conocer los valores de las constantes K y n correspondientes a la ecuacién de
Steven (2-2).

InR = InK + ninS 2-1
R = KS™ 2-2

Donde R es la intensidad percibida a través del estimulo, S la concentracion que genera

el estimulo, K y n son parametros estimados en el modelo.

El poder edulcorante, fue establecido al relacionar la concentracién equivalente de la miel
con la concentracién de sacarosa (7.5%) del yogur control (Ecuacion 2-3), segun la

metodologia seguida por (Reis et al., 2011).

p Concentracion equivalente del edulcorante  Coq 2.3
¢4 ™ Concentracién de sacarosa en la referencia 7.5

o Pruebade consumidores
Esta prueba se realiz6 con 50 consumidores entre los 18 y 60 afios, pertenecientes a la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. La metodologia llevada a cabo es basada
en la propuesta por Hernandez en 2005 y Rosas en 2014 (Hernandez, 2005; Rosas, 2014).
Los consumidores recibieron 1.5 ml de cada tratamiento (cada uno codificado con 3 digitos
al azar) y respondieron una encuesta con escala hedonica de 7 puntos, me gusta
extremadamente (7), me gusta mucho (6), me gusta (5), ni me gusta ni me disgusta (4),

me disgusta (3), me disgusta mucho (2) y me disgusta extremadamente (1).
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Cada consumidor juzgé caracteristicas como textura, color, sabor y aroma, calidad general
del producto y la intencion de compra de cuatro muestras, (8.5%) T1, (10%) T2, (11.5%)
T3y CS (control con 7.5% de sacarosa).

o Determinacion del momento de inclusion de miel

o Pruebade consumidores
La metodologia llevada a cabo para este ensayo fue la misma descrita en el numeral
anterior. Los consumidores evaluaron la preferencia por el sabor de las muestras MA (10%
de miel incluida antes de la fermentacién), MD (10% de miel después de la fermentacion)

y CSA (control con 7.5% de sacarosa).

o Perfil de aromay sabor

La determinacion del perfil de aromay sabor se realizé con siete panelistas entrenados del
ICTA, a los cuales les fue entregada una muestra codificada al azar de los tratamientos
MA (10% de miel incluida antes de la fermentacién), MD (10% de miel incluida después de
la fermentacion) y el control CSA (yogur endulzado con 7.5% de sacarosa antes de la
fermentacion). Para los descriptores, los panelistas fueron familiarizados con los atributos
encontrados para miel y descritos por Piana en 2014 y con los mencionados por Castro
Mercado en 2018 para la miel de Acacia mangium (Castro Mercado, 2018; Piana et al.,
2004), ademas de las caracteristicas de sabor y aroma para el yogur (Mahecha Latorre,
1985; USDA, 2001).

2.1.3 Analisis fisicoquimicos

o Determinacion de acidez titulable y pH

Estos andlisis se realizaron de acuerdo con el método oficial AOAC 947.05. La acidez, se
determind a partir de un método volumétrico, en el cual se pesa 10 g de muestra de yogur
y se disuelven en 10 ml de agua destilada, la titulacion se llevo a cabo con hidroxido de
sodio 0.1 N, empleando como indicador fenolftaleina hasta que la muestra se torné rosado

palido. Por su parte el pH se evalué con un método de potenciometria (AOAC, 2012).

[(VOlumen NaOHgastado ) (NNaOH) (PESO mOIecularécido léctico)]

% de acidez = * 100

peso de la muestra
Donde el peso molecular del acido lactico es de 90.08 g/mol.

o Capacidad de retencion de agua
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Para este analisis, se pesaron 20 g de muestra de yogur y se centrifugaron a 8000 x g
manteniendo 4°C durante 15 minutos, una vez separadas las fases el sobrenadante fue
pesado (Sert et al., 2011; Vanegas-Azuero & Gutiérrez, 2018). Segun Mercan & Akin en
2017, el porcentaje de retencion de agua se determina con la ecuacion 2-5 (Mercan & Akin,
2017)

WHC peso de la muestra — peso del sobrenadante 100 24
= * -
peso de la muestra

o Determinacion del color en el yogur

La medicién de color se efectu6 empleando un colorimetro Konica Minolta CM-5, con un
observador de 10° e iluminante D65. Los resultados obtenidos se reportaron en escala
CIELab (Gomes Machado et al., 2017; Mora Adames, 2017).

o Determinacion de la viscosidad

Se empled un viscosimetro rotacional VT550 Thermo Haake con un sensor MV-DIN. Las
lecturas se tomaron a una temperatura constante de 10°C en bafio termostatado. La curva
de viscosidad fue ajustada empleando el modelo de ley de potencias (ecuacion 2-6)
(Gomes Machado et al., 2017; Vanegas-Azuero & Gutiérrez, 2018).

7=ay? 2-5
Donde 1 es el esfuerzo, a el indice de consistencia, b el indice de comportamiento de flujo

y vy es latasa de corte.

o Actividad antioxidante
= Extracto de yogur

De acuerdo con la metodologia propuesta por Mora Adames en 2017, se realiza la
obtencion de los extractos de yogur (Mora Adames, 2017). Se pesaron 10 g de muestra
de yogur y se adicionaron alrededor de 2.5 ml de agua destilada, esta mezcla se ajusto6 a
pH 4.0 con HCL 1N e incubada a 45°C durante 10 minutos. Posteriormente la mezcla fue
centrifugada a 10000 r.p.m. a 4°C por 10 minutos para retirar el precipitado, el
sobrenadante se ajust6 a pH 7.0 con adicion de NaOH 0.5M y fue nuevamente

centrifugado.

» Actividad antioxidante por el método TEAC (decoloracion del cation
radical ABTS)
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El ensayo se llevo a cabo empleando la metodologia propuesta por Re en 1999 con
algunas modificaciones (Re et al., 1999). Se utiliz6 1 ml de la solucion madre de ABTS y
se leyo la absorbancia a 734 nm, posteriormente se adicionaron 10 ul del extracto de yogur
y transcurridos 6 minutos fue determinada nuevamente la absorbancia. La medicion
espectrofotométrica se interpolé con la curva usando Trolox como estandar (abs =
0.7042x + 0.0243, con R?=0.997) utilizando concentraciones entre 0.080 y 0.80 mM. Los

resultados se expresaron en mmol de Trolox/kg de muestra.

= Actividad antioxidante por ensayo de reduccion de hierro (Fe*®) FRAP
Este ensayo se llevé a cabo de acuerdo con la metodologia propuesta por Benzie y Strain
en 1996 con algunas modificaciones (Benzie & Strain, 1996). Se adicionaron 450 pl de
reactivo FRAP, 735 ul de agua destilada y 20 pl del extracto de yogur, pasados 30 minutos
se realizé la medicion de la absorbancia a 593 nm. La medicién espectrofotométrica se
interpol6 con la curva de calibracion utilizando Trolox como estandar (abs = 1.8225x +
0.0203, con R?=0.997) en soluciones cuyas concentraciones se encontraban entre 0.01y

0.4 mM. Los resultados se expresaron como mmol Trolox/kg de muestra.

= Contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

La metodologia llevada a cabo se basé en la propuesta por Singleton en 1999 con algunas
modificaciones (Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventés, 1999). Se adicionaron 500 pl de
extracto de yogur, 500 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu y transcurridos 2 minutos se
adicion6 Carbonato de sodio al 20% y la solucién se llevé a volumen en un balén aforado
de 50 ml con agua destilada. Al cumplir dos horas de la reaccién, se midi6 la absorbancia
a 765 nm. La medicidon espectrofotométrica se interpolé con la curva de calibracion
preparada con acido galico como estandar (abs = 0.506194 + 0.020943, con R?=0.999)
con concentraciones entre 0.02 y 0.8 mg/mL. Los resultados se expresaron como mg
GAE/kg de muestra.

2.1.4 Analisis estadistico

o Seleccion del porcentaje de inclusién de miel en yogur
Los anadlisis fisicoquimicos fueron realizados por triplicado. Los datos fueron analizados
con andlisis de varianza (ANOVA). Para determinar diferencias entre los tratamientos, se

emplearon pruebas de Tukey con un p-valor inferior al 5%. Los andlisis de las pruebas
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sensoriales se realizaron con pruebas de Kruskal-Wallis, para la determinaciéon de

diferencias con un p-valor inferior al 5%.

o Influencia del momento de inclusién de miel
Los andlisis fisicoquimicos se realizaron por triplicado. Los datos se analizaron con analisis
de varianza de 2 vias, para las diferencias significativas se emplearon pruebas de Tukey

con un p-valor inferior al 5%.

2.2 Resultados y analisis de resultados

2.2.1 Caracteristicas sensoriales

o Concentracién equivalente y poder edulcorante

En la Figura 2-2, se observa la gréfica logaritmica de los valores del estimulo y la
concentracion de miel empleada en las muestras de yogur evaluadas por parte de los
panelistas. Al realizar la regresion lineal, se obtiene la ecuacion (y = 1.6172x — 1.8292),
siendo el eje y el In del estimulo y el eje x el In de la concentracién (p/p) de miel empleada,
con un r>de 0.978, que permite la obtencién de los pardmetros de la ecuacién de Steven

gue se pueden apreciar en la Tabla 2-1.
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Figura 2-2. Gréfica logaritmica del porcentaje de inclusion de miel vs intensidad de
dulzor.
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Tabla 2-1. Resultados de la estimacion de la magnitud para la determinacién de la
concentracion equivalente de miel en relaciéon con 7.5% de sacarosa.

Ecuacion de n K R2
Steven
R = 0.160551-6172 1.6172 0.1605 0.9783

Para la concentracion equivalente, se tuvo en cuenta el médulo fijo (R=5) establecido para
la muestra de referencia, por lo que el valor de la concentracion de miel de Acacia mangium
gue debe ser adicionada a un yogur para alcanzar una percepcion del dulzor igual a la de
un yogur con 7.5% de sacarosa fue de 8.38%. Adicionalmente, el poder edulcorante de la
miel de Acacia mangium es de 1.12 respecto a la sacarosa.

Estos valores pueden explicarse, porque dentro de la composicién de la miel, se presenta
un alto contenido de fructosa (34.9% aproximadamente) que permite que la percepcion del
dulce sea mayor, pues el poder edulcorante de este azucar est4 entre 1.5y 1.8 (Bogdanov
et al., 2008; Edwards et al., 2016).

o Pruebade consumidores

o Evaluacion porcentajes de inclusiéon de la miel
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La miel de abejas, es una alternativa natural frente a edulcorantes artificiales y refinados
en la industria de alimentos para el desarrollo de productos naturales, debido a que llama
la atencion de los consumidores desde su punto de vista de seguridad, contenido de
compuestos activos y propiedades biolégicas (Edwards et al., 2016). La miel al ser utilizada
como ingrediente en yogur, no solo influye en el sabor, sino en caracteristicas especificas

como el comportamiento fisico (consistencia), color y sabor (Gomes Machado et al., 2017).
Color

Para el atributo color, evaluado por los consumidores durante la prueba, no hubo
diferencias significativas dentro de los tratamientos (p-valor de 0.4883), sin embargo, los
tratamientos T3 y T2 tuvieron una mayor aprobacion con respecto a la tonalidad, pues esta
permite asociar el sabor del producto con la miel, mientras que al observar un producto de
color blanco como CS o una concentracién menor como T1, los consumidores confundian

el yogur con kumis.
Consistencia

En la evaluacion de la consistencia de los productos, los consumidores prefirieron el
tratamiento T2, a pesar de que no hubieron diferencias significativas entre los tratamientos
(p-valor de 0.0788) contradiciendo lo mencionado por Gomes Machado y colaboradores,

en donde la miel influia en la viscosidad del yogur (Gomes Machado et al., 2017).

Sabor y aroma

Para el atributo de sabor y aroma, se presentaron diferencias significativas (p-valor 0.0133)
como se puede observar en la Tabla 2-2, ya que los consumidores percibieron diferencias
en el sabor entre los tratamientos T1 y T3, ademas durante la prueba los consumidores

mostraron preferencia hacia los sabores mas dulces y en los que la miel tiene un mayor

porcentaje.
Tabla 2-2. Resultados de la prueba de consumidores para sabor y aroma
CS Tl T2 T3
CS -
T1 - X
T2 -
T3 X ;

* Las X muestran las diferencias significativas entre los tratamientos, con un p-valor <0.05.
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*Los tratamientos evaluados son CS (Yogur control 7.5% sacarosa); T1(Yogur 8.5% miel); T2
(Yogur 10% miel); T3 (Yogur 11.5% miel).

Percepcién general del producto

Respecto a la percepcion general del producto, hubo diferencias significativas (p-valor de
0.027) entrelos T1y CS, T1y T3 como se evidencia en la Tabla 2-3, esto demuestra que
si bien la concentracion de miel (8.5%) es cercana a la equivalente de 7.5% de sacarosa,
los consumidores prefieren un mayor dulzor en los productos. Estos resultados son
acordes con la intencién de compra de los tratamientos, pues los encuestados se inclinaron

por los tratamientos T2 y T3.

Tabla 2-3. Resultados evaluacién general del producto

CS T1 T2 T3
CS - X
T1 X - X
T2 -
T3 X -

* Las X muestran las diferencias significativas entre los tratamientos, con un p-valor <0.05.
*Los tratamientos evaluados son CS (Yogur control 7.5% sacarosa); T1(Yogur 8.5% miel); T2
(Yogur 10% miel); T3 (Yogur 11.5% miel).

o Determinacion del momento de inclusion

La evaluacion de la aceptacion del sabor de los tratamientos se realizé el dia 12 de
almacenamiento. Para este ensayo, hubo diferencia significativa entre la muestra control
CSA con los tratamientos MA y MD (p-valor de 0.001) como se puede observar en la Tabla
2-4. Esto quiere decir que los consumidores no percibieron diferencia entre los tratamientos
con inclusion de miel en los diferentes momentos de adicién. Sin embargo, los
consumidores tuvieron una mayor inclinacién por el tratamiento MD, puesto que dentro de
las observaciones mencionaban que se alcanzaba a percibir un mayor dulzor y era mas
evidente el sabor de la miel de abejas.

Tabla 2-4.Resultados de la prueba de consumidores para la determinacion del momento

de inclusion
MA MD CSA

MA - X
MD - X




Capitulo 2 39

CSA X X -

* Las X muestran las diferencias significativas entre los tratamientos, con un p-valor <0.05.
*Los tratamientos evaluados son CSA (Yogur control 7.5% sacarosa); MA(10% miel antes); MD
(10% miel después).

= Perfil de aromay sabor

Los perfiles obtenidos para los tratamientos MA 'y MD en los que se evalud la influencia del
momento de inclusion, fueron diferentes a pesar de mantener el mismo porcentaje (10%)
de inclusion de miel de Acacia mangium como se puede observar en la Figura 2-3 y Figura
2-4. Para los tratamientos MA y MD, se mantienen algunos de los descriptores identificados
para la miel de Acacia mangium en el trabajo realizado por Castro Mercado, como el
sabor caramelo, resinoso y animal (Castro Mercado, 2018).

Al realizar la comparacién del perfil del tratamiento MA respecto al control (CSA) (Figura
2-5), se evidencia que se mantienen las notas lacteas y caramelo, sin embargo, se observa
gue la intensidad de estas notas es superior en el control. Al comparar el perfil del
tratamiento MD con el control, se observa que en MD se mantienen notas lacteas,
mantequilla y caramelo respecto al yogur control, también se puede observar que este
tratamiento mantiene las notas acarameladas y resinosas descritas por Castro Mercado

en el perfil de sabor y aroma de la miel (Castro Mercado, 2018).
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Figura 2-3. Perfil de aroma y sabor para el tratamiento con inclusion de 10% de miel
antes de la fermentacion (MA).
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Figura 2-4. Perfil de aroma y sabor para el tratamiento con inclusion de 10% de miel
después de la fermentacién (MD).
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Figura 2-5. Perfil de aroma y sabor para yogur control endulzado con 7.5% de sacarosa
incluida antes de la fermentacién (CSA).
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2.2.2 Caracteristicas fisicoquimicas

o Seleccion del porcentaje inclusién de miel

Para la determinacién del porcentaje de inclusion de miel, se realizaron las pruebas
fisicoquimicas contempladas en la Tabla 2-5.

Tabla 2-5. Resultados pruebas fisicoquimicas para el ensayo de la seleccion del
porcentaje de inclusion de miel

Acidez % Viscosidad
Tratamientos (% &cido pH Retencion K (indice de | n (indice de
lactico) de Agua consistencia) flujo)
CS 0.68+0.062 | 4.49+0.02° | 34.96+0.072 0.70+0.48% 0.89+0.202
T1 0.72+0.05% | 4.36+0.022 | 37.71+0.5° 0.89+0.50% 0.85+0.0482
T2 0.64+ 0.012 | 4.39+£0.05% | 41.24+0.6° 1.25+0.872 0.77+0.072
T3 0.62+0.012 | 4.41+£0.02% | 40.52+0.40° 1.16x0.61° 0.75+0.052

*Letras diferentes en cada columna, muestran diferencias significativas con un p-valor<0.05.
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*Los tratamientos evaluados son CS (Yogur control 7.5% sacarosa); T1(Yogur 8.5% miel); T2
(Yogur 10% miel); T3 (Yogur 11.5% miel).

Acidez titulable

Esta prueba se realiz6 debido a que este es un requerimiento fisicoquimico reglamentado
para la elaboracion del yogur. El porcentaje de acidez expresado como acido lactico no
presenta diferencia significativa (p-valor 0.0613) entre los tratamientos como se muestra
en la Tabla 2-5, a pesar de que los valores tienden a disminuir al aumentar el porcentaje
de inclusion de miel. Los tratamientos T2 y T3 se encuentran con valores de acidez por
debajo de lo estipulado en la Resolucién 2310, donde establece que la acidez se debe
encontrar entre 0.7 y 1.5% expresado como 4cido lactico (Ministerio de Salud, 1986), estos
cumplen con lo mencionado en Codex Alimentarius y la NTC 805 (Norma Técnhica
Colombiana para leches fermentadas) establecen que el porcentaje minimo es de 0.6%
(FAO, 2011; ICONTEC, 2006).

pH

Para los valores de pH (Tabla 2-5) se muestra que el yogur control (CS) presenta una
diferencia significativa (p-valor de 0.004). Dentro de los resultados obtenidos, se puede
observar que los tratamientos y el control se encuentran en un rango entre 4.49 y 4.36,
similares a los obtenidos por Sert en 2011 cuando empleaba miel de girasol originaria de
Turquia con porcentajes de inclusion entre 2 y 6%, cuyos valores de pH se encontraban
entre 4.42 y 4.48 (Sert et al., 2011) y a los resultados reportados en el trabajo de Gomes
Machado en 2017 cuando emplearon miel de abejas sin aguijon procedentes de Paraiba,
Brasil con porcentajes de inclusién de 5, 10 y 15%, cuyos rangos se encontraban entre
457 y 4.21(Gomes Machado et al., 2017).

Capacidad de retencion de agua

En el porcentaje de retencién de agua (Tabla 2-5), muestra que los resultados obtenidos
presentan una diferencia significativa (p-valor de 5.39 x 107) de los tratamientos T1y CS
respecto a los tratamientos T2 y T3, ademas se observa que al aumentar el porcentaje de
inclusion de miel incrementa el porcentaje de retencién, lo cual implica una reduccion de
la sinéresis, que es un defecto castigado en el producto (USDA, 2001), esto se debe

porque de acuerdo con Mercan y Akin, al tener la miel dentro de su composiciéon una
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cantidad importante de fructosa, favorece la retencion de agua, ya que este monosacarido

presenta una alta capacidad de retencion de agua. (Mercan & Akin, 2017).
Viscosidad

Respecto a la viscosidad de los tratamientos y el yogur control, en la Tabla 2-5, se puede
apreciar que no hay diferencias significativas entre los indices de consistencia de los
tratamientos y el control, sin embargo, se observa que al aumentar el contenido de miel, el
indice de consistencia aumenta, sefialando un aumento en la viscosidad aparente de los
tratamientos en comparacion al control; este resultado sugiere que el gel presenta una
estructura fuerte (Heydari, Amiri-rigi, & Reza, 2018). Por su parte el indice de flujo
disminuye a medida que aumenta el contenido de miel, pero esto no es significativo, en
todos los casos el indice de flujo es menor que 1, indicando que el fluido evaluado es de
naturaleza pseudoplastica, lo que puede ser explicado por las interacciones electrostaticas
e hidrofobas que influencian la textura del producto lacteo (Abu-Jdayil, Shaker, & Jumah,
2000; Mei, Feng, & Li, 2017).

Color

En la Figura 2-6, se puede apreciar el cambio de las tonalidades de los tratamientos y el
control, mostrando la tendencia hacia tonalidades amarillas de los yogures con miel de

Acacia mangium.

Figura 2-6. Diferencia de color entre los tratamientos

*Los tratamientos corresponden CS (Yogur control 7.5% sacarosa); T1(Yogur 8.5% miel); T2
(Yogur 10% miel); T3 (Yogur 11.5% miel).
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En la Tabla 2-6, se puede observar como cambian los parametros de color, L*, a* y b* de
la escala CIELab con el aumento del porcentaje de inclusién de miel en el yogur. Para el
pardmetro L* (luminosidad) se puede observar que hay diferencia significativa entre los
tratamientos (p-valor de 6.56 x1014), mostrando que el valor de este parametro es mayor
en el control CS y disminuye al aumentar el porcentaje de la inclusion de miel, siendo mas
bajo para los tratamientos T2 y T3. Los valores de a* presentan diferencia significativa (p-
valor de 4.05x10%) con la adiciéon de miel en los tratamientos, este valor muestra una
disminucion en la muestra control. El parametro b*, presenta diferencia significativa (p-
valor de 0.0009) para la muestra control CS y T3, los tratamientos T1 y T2 son iguales;
este valor presenta un aumento con la adicién de miel en los tratamientos. Para los valores
de croma C*, se evidencia una diferencia significativa (p-valor de 0.0009) entre el control
CS y los tratamientos con inclusién de miel, esto indicaria que la inclusiéon de miel afecta
la saturacién entre tratamientos T1, T2 y T3, ademas se puede observar como este valor
se incrementa de acuerdo con el porcentaje de adicion. Los valores de tono h* evidencian
una diferencia significativa (p-valor de 4.7825x10!!) entre el control y entre los tratamientos
con miel, se puede percibir que el valor del &ngulo de tono h* es superior para el control
CS; ademas al presentar un valor cercano a los 90° se podria apreciar que las muestras
tienden a tonalidades amarillas y el color tiende a intensificarse con la adicion de la miel
(aumento en la saturacién del color). Los resultados obtenidos para las coordenadas L*,
a* y b* se diferencian a los reportados por Sert, donde aunque el valor de a* aumentaba
con el porcentaje de miel, el de b* y L* disminuian cuando se emplea miel de girasol en
porcentajes de 2, 4y 6% (Sert et al., 2011), sin embargo son acordes con los reportados
por Mercan y Akin, puesto que en su trabajo al utilizabar miel de pino con concentraciones
de 3, 5y 7% los valores de L* disminuian al aumentar el porcentaje de miel, mientras que
los de a* y b* aumentaban (Mercan & Akin, 2017).

Tabla 2-6. Resultados de la evaluacion de color para la determinaciéon del porcentaje de
inclusién de miel.

Color
Tratamientos
L* a* b* C* (Croma) h (tono) AE
CS 91.11+0.08¢ | -1.54+0.042 | 12.34+0.71% | 12.34+0.70% | 97.15+0.54°¢
T1 85.37+0.07¢ | 1.23+0.03° | 14.10+0.1° | 14.15+0.10° | 85.00+0.11° | 6.62
T2 84.45+0.052 | 1.50+0.01¢ | 14.26+0.55" | 14.34+0.05" | 83.99+0.062 7.57
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T3 85.09+0.06° | 1.32+0.03° | 14.61+0.49° | 14.67+0.49° | 84.82+0.25° | 7.05

*Letras diferentes en cada columna, muestran diferencias significativas con un p-valor<0.05.
*Los tratamientos evaluados son CS (Yogur control 7.5% sacarosa); T1(Yogur 8.5% miel); T2 (Yogur
10% miel); T3 (Yogur 11.5% miel).

Respecto a la diferencia total de color (AE), se puede observar que los tratamientos con
inclusion de miel presentan una diferencia superior a 3.3, puesto que para el T1 el valor de
la diferencia es de 6.62, T2 es de 7.57 y T3 de 7.05, indicando que el cambio de color entre
tratamientos respecto al control CS es evidente para el ojo humano (Burgain, Gaiani,
Linder, & Scher, 2011).

Andlisis de componentes principales

Dentro de los resultados del analisis de componentes principales, se encuentra la relacion
entre variables y muestras, en este se puede observar una varianza de 78,97% para el
total del andlisis de los dos componentes principales. De acuerdo con los resultados
obtenidos en la Figura 2-7, se podrian afirmar interacciones o posibles efectos entre

variables.

Por ejemplo, las variables ubicadas en el eje positivo del componente principal 1, como
pH, acidez, luminosidad, tono e indice de flujo podrian estar relacionadas; indicando que
las muestras que estan influenciadas por el pH tendrian efecto en el indice de flujo, ademas
segun los datos, las muestras que estan influenciadas por L* y tono también tienen efecto

en el porcentaje de acidez.

En el caso de las variables ubicadas en el eje negativo del componente principal 1, se
puede observar la relacion entre el indice de consistencia, la capacidad de retencion de
agua y el croma, demostrando que el porcentaje de inclusion de miel influye en la
saturacion del color, lo que podria ser un indicador sobre la capacidad de retencién de

agua v la viscosidad aparente del producto.
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Figura 2-7. PCA loading plot, relacion entre las variables medidas de los tratamientos T1,
T2, T3y la muestra control CS.
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Para la comparacion entre muestras (Figura 2-8), se puede observar que los tratamientos
T3y T2 son agrupados entre si en el eje negativo del componente principal 1, indicando
una posible similitud entre estos dos tratamientos, mientras que estos son contrarios a la

muestra control CS el cual se encuentra en el eje positivo del componente principal 1.
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Figura 2-8. PCA, score plot. Comportamiento entre los tratamientos T1, T2, T3y el

control CS.
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*Los tratamientos corresponden a CS (Yogur control 7.5% sacarosa); T1(Yogur 8.5% miel); T2
(Yogur 10% miel); T3 (Yogur 11.5% miel).

De igual manera al analizar la Figura 2-7 y la Figura 2-8 en conjunto, es posible concluir
gue los tratamientos con mayor porcentaje de inclusion de miel (T2 y T3) se encuentran
relacionados con un mayor porcentaje de retencion de agua e indice de consistencia
(evidenciando un aumento en la viscosidad aparente) y a su vez con saturacion en el color;
mientras el control se encuentra relacionado con porcentaje de acidez titulable, pH y
caracteristicas de color como luminosidad y tono. Para el tratamiento T1, al estar ubicado
al origen, se puede concluir que este no se encuentra influenciado de manera significativa

por las variables evaluadas.

o Determinacion del momento de inclusién de la miel
Durante el almacenamiento por 21 dias, se evaluaron los parametros fisicoquimicos que

se encuentran en la Tabla 2-7, la Tabla 2-8 y la
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Tabla 2-9.

pH

Para el pH se encuentran diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos y en el
tiempo (Tabla 2-7); para los tratamientos MA y MD se puede observar una disminucion de
0.41 y 0.32 unidades respectivamente, mientras que para el control CSA, solo presenta
una disminucién de 0.07 unidades, los resultados de los tratamientos son comparables con
los mencionados por Varga, en el que los cambios de pH al utilizar concentraciones de 1%
,3% y 5% de miel de acacia (R. pseudo-acacia L.) en yogur durante el almacenamiento,
pues el autor reporta una caida de 0.3 unidades (Varga, 2006), y también son acordes con
los valores de caida de pH mencionados por Mercan y Akin, donde para los tratamientos
con 3, 5y 7% de miel de pino disminuyen entre 0.3 y 0.33 unidades durante 28 dias de

almacenamiento (Mercan & Akin, 2017).

Acidez titulable

Para la acidez expresada como porcentaje de &cido lactico, se observan diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos MA y MD, durante los 21 dias (Tabla 2-7), se
observa que el control (CSA) aumenta en 0.14%, mientras que para el tratamiento MA y
MD el aumento fue de 0.24% y 0.05% respectivamente; los resultados obtenidos para el
tratamiento MA son cercanos a los reportados por (Stijepi¢, Burdevi¢-MiloSevi¢, & Glusac,
2012) donde al realizar inclusiones de miel de acacia las diferencias fueron de 0.12

unidades al realizar inclusiones de 2 y 4 %.

Capacidad de retencién de agua

El porcentaje de retencion de agua muestra un aumento significativo (p<0.05) para todos
los tratamientos durante los 21 dias de almacenamiento, ademas se puede observar que
la retencion de agua del tratamiento MD y el control CSA presentan diferencia significativa
(p<0.05) respecto a la del tratamiento MA (Tabla 2-7). Aungue al inicio del almacenamiento
el tratamiento MD presenta el menor porcentaje de retencion de agua (10.69%), se puede
observar que a los 21 dias este porcentaje es superior al compararlo con MA y CSA.
Adicionalmente se puede ver que las muestras MA y MD tienden a retener un mayor
porcentaje de agua gue el control, esto debido a que el incremento en la acidez durante el
almacenamiento permite mejorar la estabilidad del gel al aumentar la capacidad de
retencion de las proteinas y también a las caracteristicas de composiciéon de la miel en la

gue permite el aumento de la viscosidad y la capacidad de retencion de agua del producto
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(Mercan & Akin, 2017; Sert et al., 2011).Por otra parte, la alta capacidad de retencion de
agua de la miel permite la reduccién de la sinéresis al existir una reorganizacién estructural
de la red de proteinas durante el almacenamiento (Stijepi¢ et al., 2012).

Tabla 2-7. Resultados parametros de pH, acidez y porcentaje de retencion de agua

durante el almacenamiento por 21 dias en refrigeracion a 4°C.
Tratamientos

Parametro Dia
MA MD CSA
1 5.01+0.07°° 5.22+0.01P¢ 4.75+0.01P2
7 4.82+0.006°° 5.07+0.07¢° 4.69+0.02¢
pH

14 4.69+0.035 4.98+0.028¢ 4.72+0.028a

21 4.60£0.027° 4.91+0.01%¢ 4.68+0.01°2

1 0.540+0.017° 0.63+0.02%a 0.62+0.0242

Acidez 7 0.657+0.01%° 0.600+0.0182 0.658+0.0382
(% Acido lactico) 14 0.712+0.005°° | 0.656+0.002°% | 0.731+0.009¢2
21 0.747+0.028°® | 0.642+0.028¢@ | 0.723+0.0158¢a

1 26.71+0.874° 10.69+0.41% 27.00+0.12%@

% Retencién de 7 31.6:0.68%° | 36.27¢0.19%2 | 29.91+1.06%

agua 14 35.6+0.20Cb 32.98+0.65¢2 31.6+0.12¢2

21 36.64+0.22P° 37.98+0.36"2 31.42+0.40Pa

*Los tratamientos evaluados son CSA (Yogur control 7.5% sacarosa); MA(10% miel antes); MD
(10% miel después).

*Las letras mindsculas en la misma fila indican diferencia significativa entre los tratamientos con un
p-valor <0.05.

* Las letras mayulsculas en la misma columna para el mismo parametro, indican diferencia
significativa en el periodo de almacenamiento con un p-valor <0.05.

Viscosidad
Respecto a la viscosidad, se puede observar (Tabla 2-8) que a medida que pasa el tiempo,

el indice de consistencia aumenta y es superior para el tratamiento MD, lo que indica que
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la viscosidad aparente aumenta cuando la miel se incorpora luego de la fermentacion. El
indice de consistencia aumenta en los tratamientos y el control a medida que pasa el
tiempo de almacenamiento, lo que puede ser explicado porque en las bebidas lacteas
acidificadas, al presentar valores de pH en rangos entre 3.6 y 4.5, las micelas de caseina
se agregan y forman una red tridimensional que durante el afiejamiento se da una
reformacion como resultado de las fuerzas de van der Waals y atraccién electrostética al

estar cerca del punto isoeléctrico (Dogan, 2011).

Tabla 2-8. indice de consistencia e indice de flujo para modelamiento de la viscosidad de
los tratamientos durante almacenamiento por 21 dias en condiciones de refrigeracion.
Tratamientos

Parametro Dia
MA MD CSA

1 0.101+0.06% | 0.099+0.08% | 0.442+0.10%a

K (indice de 7 0.503+0.228% | 0.700+0.03%° | 0.457+0.135®
consistencia) 14 0.779+0.195%@® | (0.728+0.185% | 0.494+0.045C
21 0.912+0.11% | 1.128+0.08%® | 0.405+0.03%®

1 1.123+0.10% | 1.111+0.11%° | 0.882+0.03°

n (indice de 7 0.759+0.09%2 | 0.813+0.01%® | 0.860+0.07%
flujo) 14 0.508+0.09% | 0.717+0.04*° | 0.791+0.01%

21 0.525+0.01% | 0.581+0.01~° | 0.824+0.03"

*Los tratamientos evaluados son CSA (Yogur control 7.5% sacarosa); MA(10% miel antes); MD

(10% miel después).

*Las letras mindsculas en la misma fila indican diferencia significativa entre los tratamientos con un
p-valor <0.05.

* Las letras mayusculas en la misma columna para el mismo parametro, indican diferencia
significativa en el periodo de almacenamiento con un p-valor <0.05.

Color

Los resultados de las coordenadas del atributo color, se presentan en la

Tabla 2-9. Para el parametro L* se observa una diferencia significativa (p<0.05) entre los
tratamientos y el control, siendo el control el que presenta un valor superior. Durante el
almacenamiento, se puede observar que el valor L* en los tratamientos MA y MD

disminuye. Para a*, se observa una diferencia significativa (p-valor<0.05) entre los
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tratamientos MA 'y MD respecto al control, siendo mayores los valores para los tratamientos
con miel. El valor de b* muestra diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos y
con la muestra control, siendo superior para el tratamiento MD, ademas se evidencia un
aumento de este valor a lo largo de los 21 dias para todos los tratamientos. Estos
resultados son acordes con los reportados por Mercan, cuyo trabajo menciona que los
valores de L* para el control sin miel son superiores respecto a los tratamientos con 3, 5y
7% y en todos los tratamientos disminuye a lo largo del almacenamiento, los valores de a*
y b* aumentan en los tratamientos con miel y durante el almacenamiento (Mercan & Akin,

2017). De igual manera, ocurre en el trabajo realizado por (Kennas, Amellal-chibane,

Kessal, & Halladj, 2018).

Tabla 2-9. Analisis de color durante almacenamiento por 21 dias a condiciones de

refrigeracion.

Tratamientos

Parametro Dia
MA MD CSA
1 82.64+0.04A8¢b 81.84+0.05 ABCa 89.23+0.06 ABCc
7 82.26+0.08"° 81.86+0.1972 89.49+0.154¢
L~k
14 82.55+0.058P 81.76+0.05 B2 89.49+0.09 B
21 82.54+0.02¢b 81.59+0.05°¢2 89.72+0.09 ¢
1 0.30£0.024° 0.33+0.05"° -2.77+0.02%2
7 0.43+0.0168b 0.32+0.068" -2.63+0.1382
a*
14 0.28+0.017° 0.21+0.047° -2.82+0.0742
21 0.40+0.0168b 0.51+0.028b -2.69+0.0782
1 12.79+0.02%a 12.95+0.044¢ 9.37+0.027°
7 12.84+0.0582 13.32+0.128¢ 10.23+0.218Bb
b*
14 13.09+0.06¢ 13.45+0.05¢¢ 10.52+0.15¢b
21 13.05+0.03¢2 13.26+0.02¢¢ 10.88+0.13¢b
C* (Croma) 1 12.79+0.024P 13.06+0.0714¢ 9.78+0.01442
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Tratamientos
Pardmetro Dia
MA MD CSA
7 12.85+0.058° 13.43+0.0838B¢ 10.56+0.1782
14 13.09+0.06°° 13.50+0.065¢¢ 10.89+0.12¢2
21 13.06+0.03° 13.52+0.027¢ 11.21+0.11¢®
1 88.66+0.08%2 88.54+0.23% 106.48+0.165°
7 88.07+0.05" 88.61+0.29%2 104.43+0.974°
h (tono)
14 88.77+0.28% 89.11+0.18"% 104.99+0.588°
21 88.24+0.04+2 87.81+0.0742 103.91+0.514°
1 - - -
AE

7 0.41 0.40 0.29

(diferencia
14 0.31 0.52 0.14

total de color)

21 0.30 0.44 0.12

*Los tratamientos evaluados son CSA (Yogur control 7.5% sacarosa); MA(10% miel antes); MD
(10% miel después).

*Las letras minGsculas en la misma fila indican diferencia significativa entre los tratamientos con un
p-valor <0.05.

* Las letras mayulsculas en la misma columna para el mismo parametro, indican diferencia
significativa en el periodo de almacenamiento con un p-valor <0.05.

Respecto al croma, hay diferencia significativa (p<0.05), demostrando un mayor valor para
el tratamiento MD, adicionalmente se evidencia que durante el almacenamiento, tanto los
tratamientos como el control aumentan la intensidad del color, pero este cambio no es
significativo entre los dias 14 y 21. El tono, por su parte muestra diferencia significativa
(p<0.05) entre el control y los tratamientos MD y MA, siendo mayor el h* para la muestra
control, ademas durante el almacenamiento se puede observar un aumento en el valor de
este parametro para los tratamientos y el control.

Con la diferencia total de color, se busco identificar si en cada uno de los tratamientos se

presentaban cambios de color que fueran percibidos por el ojo humano, es decir que fueran
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superiores a 3.3, sin embargo, durante los 21 dias se puede apreciar que el cambio de

color no se percibe y que adicionalmente esta diferencia es menor entre los dias 14 y 21.

Capacidad antioxidante

Para la capacidad antioxidante medida por el método de TEAC, se puede observar que los
tratamientos con miel son estadisticamente diferentes (p-valor<0.05), mostrando que por
este método no influye el momento de inclusion de miel. También se puede observar que
durante los primeros 14 dias de almacenamiento, la capacidad antioxidante se mantiene

sin cambios significativos en el tiempo.

Figura 2-9. Actividad antioxidante por el método TEAC (Decoloracion del cation radical
ABTS), durante 21 dias de almacenamiento en refrigeracion a 4°C
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* Los tratamientos evaluados son MA (10% miel antes), MD (10% miel después) y control (CSA)
*Las letras minUsculas en el mismo dia indican diferencia significativa entre los tratamientos con un
p-valor <0.05.

* Las letras mayusculas en las diferentes horas, indican diferencia significativa en el periodo de
almacenamiento con un p-valor <0.05.

Al realizar el andlisis de capacidad antioxidante por el ensayo de reduccién de hierro
(FRAP), se observa que no hay diferencia significativa entre los tratamientos. No obstante,
durante el almacenamiento de los tratamientos MA y MD se mantiene una capacidad
antioxidante superior a la del control.

Los resultados obtenidos tanto para TEAC como para FRAP, evidencian que sin importar
el momento de adicion de miel, la capacidad antioxidante tiende a aumentar respecto al

control, esto coincide con lo reportado por (Perna, Intaglietta, Simonetti, & Gambacorta,
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2014) puesto que en este estudio se menciona que la adicion de miel de castafio aumenta
la actividad antioxidante, lo que podria explicarse por el alto contenido de acidos fendlicos
y flavonoides dentro de su composicién; sin embargo la adicion de miel en yogur también
podria generar complejos proteinas-polifenoles que influirian en la actividad antioxidante
del producto.

La actividad antioxidante medida por ambos métodos, también demuestra que el yogur
control presenta una actividad antioxidante, que puede ser debido a los péptidos de bajo
peso molecular, resultantes de la protedlisis de las proteinas lacteas , realizada por las
bacterias &cido-lacticas (Perna et al., 2014; Perna, Simonetti, & Gambacorta, 2019),
adicionalmente, (Sanlidere Aloglu & Oner, 2011), indican que la produccion de estos
péptidos también se encuentra estrechamente relacionada con caracteristicas especificas

de la cepa que realice la hidrdlisis.

Figura 2-10. Actividad antioxidante por el ensayo de reduccién de hierro (Fe*®) FRAP,
durante 21 dias de almacenamiento en refrigeracion a 4°C
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* Los tratamientos evaluados son MA (10% miel antes), MD (10% miel después) y control (CSA)
*Las letras minUsculas en el mismo dia indican diferencia significativa entre los tratamientos con un
p-valor <0.05.

* Las letras mayusculas en las diferentes horas, indican diferencia significativa en el periodo de
almacenamiento con un p-valor <0.05.

Contenido de fenoles totales
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Al realizar el andlisis de contenido de fenoles totales, se observa que el control CSA tiene
una diferencia significativa (p<0.05) respecto a los tratamientos, debido a su bajo contenido
de fenoles totales, como se puede apreciar en la Figura 2-11. Este valor es acorde con el
trabajo realizado por Merkan y Akin, donde se reportan contenidos de fenoles totales entre
8.8 y 31.55 mg GAE/100 g de muestra, ademas a lo largo del almacenamiento se aunque
se observa una disminucion de los compuestos fendlicos, los tratamientos con inclusion de
miel muestran un contenido significativamente mayor (Mercan & Akin, 2017).
Adicionalmente, se puede observar que el yogur con miel antes (MA), tiende a mantener
un contenido de fenoles totales superior al de los otros tratamientos. Lo cual podria ser,
debido al aumento en el contenido de polifenoles durante el almacenamiento, causado por
la accién proteolitica de las bacterias acido lacticas en los complejos proteina-polifenol
formados en el producto (Perna et al., 2019).

Figura 2-11. Contenido de fenoles totales por el método de Folin Ciocalteu, para durante
21 dias de almacenamiento en refrigeracion a 4°C
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* Los tratamientos evaluados son MA (10% miel antes), MD (10% miel después) y control (CSA)
*Las letras minUsculas en el mismo dia indican diferencia significativa entre los tratamientos con un
p-valor <0.05.

* Las letras mayUsculas en las diferentes horas, indican diferencia significativa en el periodo de
almacenamiento con un p-valor <0.05.

Andlisis de componentes principales

Como se puede observar en la Figura 2-12, el indice de consistencia, el porcentaje de

acidez y la capacidad de retencion de agua estan relacionados el eje positivo del
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componente principal 1, y estos podrian tener relacion con la actividad antioxidante y el
croma, es decir que durante el almacenamiento los yogures con un porcentaje de acidez
mayor podrian aumentar el porcentaje de retencion de agua e incrementar el indice de
consistencia, esto indicaria que posiblemente se puede evidenciar un aumento en la
viscosidad del producto, adicionalmente se puede observar que el contenido de fenoles
totales y actividad antioxidante podria tener relacion con la saturacion del producto y a su

vez con el pH, ya que en el tiempo este valor tiende a aumentar.

Figura 2-12. PCA Loading plot, relacion entre variables medidas durante 21 dias de
almacenamiento en condiciones de refrigeracion.
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Figura 2-13. PCA score plot de los tratamientos durante 21 dias almacenamiento en
condiciones de refrigeracion.
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*Los tratamientos evaluados fueron MA (10% miel antes), MD (10% miel después) y control CSA

Asi mismo en la Figura 2-13, se observa la agrupacién de los tratamientos MAy MD y la
diferencia de estos respecto al control, lo que muestra que durante el almacenamiento el
momento de inclusion de miel no tiene efecto significativo.

Al comparar la Figura 2-12 y la Figura 2-13, se puede observar que los tratamientos con
miel influyen en pardmetros como la acidez, el porcentaje de retencién de agua, color,
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante, mientras que el control CSA, esta
influenciado principalmente por los parametros de color L* y tono.

La agrupacion de los tratamientos con inclusion de miel, que se percibe en la Figura 2-13,
es debido a que la miel no solo influye en el color al intensificar la saturacion, sino también
a la capacidad de retencion de agua que presenta gracias al porcentaje de fructosa dentro
de la composicién propia de la miel empleada; por otra parte, el proceso metabdlico de los
microorganismos utilizados para la elaboracion del yogur, influye durante el
almacenamiento, al aumentar la acidez y a su vez influir sobre la viscosidad y la estabilidad
del gel. Ademas, se puede observar el aumento de la actividad antioxidante y contenido

de fenoles totales en los tratamientos con inclusién de miel respecto al control.
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2.3 Conclusiones

La miel de abejas de Acacia mangium, al ser incluida en yogur en diferentes porcentajes,
favorece la aceptacion sensorial del producto, ya que aporta caracteristicas de color y
sabor al producto que permiten asociarlo al ingrediente adicionado.

Se evidenciaron diferencias en los perfiles de aroma y sabor de los yogures con inclusién
de miel antes y después de la fermentacién por parte de los panelistas entrenados, sin
embargo, al realizar la evaluacion de aceptacion sensorial por parte de consumidores no

hubo diferencias significativas entre los tratamientos.

Incluir 10% de miel de abejas dentro del yogur, demostr6 efectos positivos en las
propiedades fisicoquimicas, al presentar una capacidad de retencién de agua, mantener
los niveles de acidez y generar cambios de color perceptibles al ojo humano respecto al

tratamiento control.

Se observa que la actividad antioxidante y contenido de fenoles totales fueron superiores
en los tratamientos con miel, indicando que la miel podria ejercer un efecto positivo sobre

estas caracteristicas en el yogur.
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3.Evaluacion del crecimiento y la viabilidad de
cultivos iniciadores y probiético en un yogur
con miel y su potencial prebiético

El yogur, ha sido conocido por sobresalir como un producto funcional, ya que se emplea
como vehiculo de probidticos y prebiéticos en los productos lacteos (Albuquerque et al.,
2018). Esto ha aumentado la blsqueda de estudios y estrategias que permitan mantener
la viabilidad de microorganismos probidticos al final de la vida util de los productos (Ng,
Yeung, & Tong, 2011) La miel de abejas, no solo ha sido empleada en productos lacteos
por su capacidad edulcorante, sino también por haber demostrado tener un posible
potencial prebiético al estimular el crecimiento de microorganismos probiéticos (Ulrich
Landry et al., 2016).

En este capitulo se estudio el efecto del momento de inclusion del 10% de miel de Acacia
mangium sobre el proceso de fermentacién y la viabilidad durante 21 dias de
almacenamiento en refrigeracion (4°C) del cultivo iniciador y probiético. Ademas, se evalué
el posible efecto prebiotico de la miel de abejas de Acacia mangium sobre el probiotico
Lactobacillus acidophilus, realizando la comparacion con tratamientos con 1 y 2% de
inulina, para las cinéticas de crecimiento y viabilidad durante el almacenamiento por 21

dias en refrigeracion (4°C).

3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Cinética de crecimiento del cultivo iniciador y cultivo
probidtico en el yogur con inclusion de miel de abejas
durante fermentacion

= Elaboracion del yogur
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El yogur se elaboré de acuerdo con la metodologia descrita en el numeral 2.1.1. Los
in6culos del cultivo probiotico (Lactobacillus acidophilus) y cultivo iniciador (Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus) contenian 9.41+0.08 vy
7.32+0.26 UFC/ml respectivamente. Los tratamientos para el estudio de las cinéticas de
crecimiento fueron un yogur control con 7.5% de sacarosa incluida antes de la
fermentacion (CSA), yogur sin edulcorar (YSI) y con 10% de miel de Acacia mangium

adicionada antes de la fermentacion (MA).

= Preparacion del medio de cultivo
o Agar MRS+Bilis (1.5g/L)

Este medio selectivo para Lactobacillus acidophilus, fue elaborado con sales biliares marca
Sigma-Alorich y agar MRS (de Man, Rogosa y Sharpe) marca Pronadisa, siguiendo el
procedimiento mencionado por Gebara y colaboradores en 2015. El agar MRS se prepar6
y se llevé a autoclave de acuerdo con las especificaciones del proveedor. Simultdneamente
se realiz6 la solucion de bilis pesando 10 g y disolviéndolos en 100 ml de agua destilada
para posteriormente autoclavar. Para el agar, se emplearon 1.5 ml de solucion de bilis y

se adicionaron 100 ml de agar MRS (Gebara, Ribeiro, Chaves, Gandara, & Gigante, 2015).

o Agar MRS pH 5.4
Este medio es selectivo para microorganismos iniciadores (Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus) (Ali Riazi & Ziar, 2008). Se utiliz6 agar MRS
marca Pronadisa® y se siguieron las especificaciones del proveedor, este medio se
acidificé desde pH 6.6 hasta 5.4 utilizando HCL 0.1N y posteriormente fue autoclavado a
121°C por 20 minutos.

= Recuento de microorganismos por diluciones seriadas (recuento en placa por
profundidad)
Para el recuento de los microorganismos, se tuvo en cuenta la metodologia de la norma
ISO 27205:2010 y NTC 5035 con algunas modificaciones. La solucién salina se preparé
con Cloruro de sodio de la marca MERCK de acuerdo con las indicaciones del proveedor.
Para las diluciones, se tomaron alicuotas de 1 mly se adicionaron 9 ml de solucién salina,
evaluando las primeras siete diluciones (para el recuento de las cinéticas de crecimiento)
y las primeras ocho (durante la viabilidad en almacenamiento en condiciones de
refrigeracion). La siembra se llevé a cabo en cajas de Petri por duplicado adicionando 15

ml de Agar e inoculando a 37°C por 48 horas en condiciones de anaerobiosis, utilizando
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sobres generadores de anaerobiosis AnaeroGen™ Thermo Scientific de la marca Oxoid
(ICONTEC, 2002; ISO, 2010)

» Determinacion de acidez titulable y pH
Para la determinacién de estas propiedades del yogur, se llevo a cabo la metodologia

descrita en el numeral 2.1.3.

» Analisis estadistico

Los recuentros microbiolégicos fueron realizados por duplicado y los datos de acidez
titulable y pH por triplicado. Los datos fueron analizados utilizando analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias, para las diferencias significativas se emplearon pruebas de Tukey

con un p-valor inferior a 5%.

3.1.2 Determinacion de la viabilidad de bacterias acido-lacticas
(cultivos iniciadores y probiotico) durante almacenamiento
en refrigeracion (4°C)

= Elaboracién del yogur

El yogur se elabor6 segun la metodologia del numeral 2.1.1. Los inéculos de los cultivos

probiético (L. acidophilus) e iniciador (L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus)

contenian 10.55+0.84 y 6.55 +0.02 UFC/mI respectivamente. Los tratamientos para este
ensayo eran un yogur con 10% de miel antes de la fermentacion (MA), 10% de miel
después de la fermentacién (MD) y un yogur control endulzado con 7.5% de sacarosa

antes de la fermentacién (CSA).

= Recuento de microorganismos por diluciones seriadas (recuento en placa por
profundidad)
Para el recuento de microorganismos, se llevé a cabo segun la metodologia mencionada

en el numeral 3.1.1.

» Determinacion de acidez titulable y pH
Para la determinacion de estas propiedades del yogur, se realizdé segun la metodologia

descrita en el numeral 2.1.3.

= Anélisis estadistico
Los recuentros microbiologicos fueron realizados por duplicado y los datos de acidez

titulable y pH por triplicado. Los datos fueron analizados utilizando andlisis de varianza
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(ANOVA) de dos vias, para las diferencias significativas se emplearon pruebas de Tukey

con un p-valor inferior a 5%.

3.1.3 Potencial efecto prebiotico de la miel sobre Lactobacillus
acidophilus

»= Elaboracion del yogur

Se empleé Inulina Orafti® HSI de la marca Beneo, sacarosa y miel de abejas de acacia
(Acacia mangium) y se siguio la metodologia del numeral 2.1.1. Los inéculos de los cultivos
probidtico (L. acidophilus) e iniciador (L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus)
contenian 7.99+0.12 y 7.51 +£0.07 log UFC/ml respectivamente para el ensayo de las
cinéticas de crecimiento y de 9.63+0.05 y 8.57 £0.29 log UFC/ml para la evaluacién de la
viabilidad durante el almacenamiento a 4°C. La inclusién de la inulina, la sacarosa y la miel
en los tratamientos, se realizd antes de la fermentacién lactica. Es importante aclarar que
la inulina empleada presenta un nivel edulcorante de 30% respecto a la sacarosa, por lo
tanto, en los tratamientos en los que se incluyd inulina, se realiz6 inclusién de un porcentaje
de sacarosa, para mantener un nivel de dulzor similar al del control. Los tratamientos
evaluados fueron TI1 (1% inulina, 7.2% sacarosa), T12(2.0% inulina, 6.9% sacarosa), YM10

(10% de miel incluida antes de la fermentacién) y control CSA (7.5% de sacarosa).

= Recuento de microorganismos por diluciones seriadas (recuento en placa por
profundidad)

Para el recuento, se llevé a cabo la metodologia mencionada en el numeral 3.1.1.

= Determinacién de acidez titulable y pH
Para la determinacién de estas propiedades del yogur, se realizé segin la metodologia

descrita en el numeral 2.1.3.

» Anélisis estadistico

Los recuentros microbiologicos fueron realizados por duplicado y los datos de acidez
titulable y pH por triplicado. Los datos fueron analizados utilizando andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias, para las diferencias significativas se emplearon pruebas de Tukey

con un p-valor inferior a 5%.
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3.2 Resultados y analisis de resultados

3.2.1 Cinéticas de crecimiento del cultivo iniciador y probidtico en
el yogur con miel durante fermentacion

» |dentificacién de colonas de Lactobacillus acidophilus

Las colonias de L. acidophilus en el medio MRS+bilis (Figura 3-1), se reconocen por ser

de un solo tipo, redondeadas de color blanco cremoso con halos transparentes, similares

a las descritas por Mortazavian en 2007 y Shrabvandi en 2012 (Mortazavian, Ehsan,

Sohrabvandi, & Reinheimer, 2007; Sohrabvandi, Mortazavian, Dolatkhahnejad, &

Monfared, 2012).

Figura 3-1. Colonias de Lactobacillus acidophilus en medio MRS+hilis (1.5g/L)

» |dentificacién de colonias del cultivo iniciador Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus
Se identificaron dos tipos de colonia (Figura 3-2), una de las colonias era de color blanco,

pequefia y cremosa, la segunda era redonda, blanca y con un tamafio superior.
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Figura 3-2. Colonias del cultivo iniciador L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S.
thermophilus.

= Cinética de crecimiento Lactobacillus acidophilus

En Figura 3-3, muestra la curva de las cinéticas de crecimiento de los tres tratamientos,
durante la fermentacion, a partir de la hora 1.4 se observa que no hay cambios
significativos hasta la hora 5.2 en la que se muestra un aumento en la densidad celular,
adicionalmente se evidencia que el tratamiento MA presenta una diferencia significativa (p-
valor <0.05) respecto a YSI y CSA, ya que alcanza una densidad celular al final de la
fermentacion de 9.61+0.74 log UFC/ml de L. acidophilus mientras los tratamientos CSA 'y
YSI alcanzan una concentracion promedio de 8.94+0.02 y 8.84+0.22 log UFC/mlI
respectivamente. Los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento, sugieren que la
miel podria tener un efecto estimulante en el microorganismo probi6tico debido a los

oligosacaridos que pueda tener esta dentro de su composicion (Ulrich Landry et al., 2016).
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Figura 3-3. Cinética de crecimiento cultivo Lactobacillus acidophilus.
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*Los tratamientos graficados fueron yogur con 10% de miel antes de la fermentacién (MA), yogur
sin edulcorar (YSI) y control con 7.5% de sacarosa incluida antes de la fermentacion (CSA).

= Cinética de crecimiento Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus vy
Streptococcus thermophilus

En la Figura 3-4, se observa la cinética de crecimiento de L. delbrueckii subsp. bulgaricus
y S. thermophilus de cada uno de los tratamientos, al realizar el analisis estadistico se
encontré que a partir de la hora 3.4 no hay diferencia significativa en la densidad celular
indicando asi el comienzo de la fase estacionaria; al realizar la comparacién entre los
tratamientos, MA presenta diferencia significativa (p<0.05) respecto a CSA y YSI, ya que
hay un aumento en la densidad celular alcanzada, presentando una concentracion
promedio de 9.30+0.21 log UFC/ml, mientras CSA 'y YSI alcanzaron una densidad celular
de 8.74+0.38 y 8.84+0.11 log UFC/ml respectivamente. Estos resultados demuestran que
a pesar que la miel de Acacia mangium presenta actividad antimicrobiana, la inclusién de
miel no inhibe el crecimiento de los microorganismos iniciadores del yogur al ser empleada
en una concentracién de 10%, puesto que la miel ayuda a la produccion de acido lactico
por parte de las BAL de forma similar a edulcorantes como fructosa y sacarosa (Ali Riazi
& Ziar, 2008), asi mismo, los resultados obtenidos son acordes, con lo reportado por Sert
y por Varga, en donde la miel no influye en el crecimiento de S. thermophilus ni L.
delbrueckii subsp. bulgaricus (Sert et al., 2011; Varga, 2006).
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Figura 3-4. Cinética de crecimiento Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y
Streptococcus thermophilus

10.00
9.50 T
9.00 T ' 7
8.50
8.00 l
7.50
7.00
6.50
6.00

log UFC/ml

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35 4 4.5 5 5.5
Tiempo (dias)

—0—CSA MA —@—YSI

*Los tratamientos graficados fueron yogur con 10% de miel antes de la fermentacién (MA), yogur
sin edulcorar (YSI) y control con 7.5% de sacarosa incluida antes de la fermentacion (CSA).

pH y acidez titulable durante el proceso de fermentacion

En la Figura 3-5, se puede observar un descenso en el pH a lo largo de la fermentacion,
como resultado de la acidificacion de la leche. Para los tratamientos y el control,
estadisticamente hay diferencia significativa (p-valor<0.05). Para el tratamiento CSA, se
observa una caida de 1.74 unidades, llegando al final de la fermentacién a un pH de 4.94
+ 0.015. En el caso del tratamiento MA, se observa una caida de 1.14 unidades,
alcanzando un pH al final de la fermentacion de 5.12+0.012. El control CSA, por su parte,
muestra una caida de 1.77 unidades en el pH, alcanzando un pH al final de 4.94 £ 0.01.
Los resultados obtenidos, presenta caidas similares durante la fermentacién a las
mencionadas por Ali Riazi y Ziar, ya que en este trabajo las caidas de pH son entre 1.28 y
1.38 unidades (Ali Riazi & Ziar, 2008). También se observa que los valores de pH al final
de la fermentacion son superiores a los mencionados por Sert, en los cuales alcanzan
valores de pH entre 4.6 y 4.7 durante tres horas y media de fermentacion, a pesar de esto,
los resultados obtenidos coinciden al presentar valores superiores de pH en los

tratamientos con inclusion de miel (Sert et al., 2011).
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Figura 3-5. Evaluacion de pH durante la fermentacion.
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*Los tratamientos graficados fueron yogur con 10% de miel antes de la fermentacion (MA), yogur
sin edulcorar (YSI) y control con 7.5% de sacarosa incluida antes de la fermentacion (CSA).

El porcentaje de acidez titulable evaluado durante el proceso de fermentacion (Figura 3-6),
muestra que durante las primeras dos horas no hay diferencia en el tiempo, siendo acorde
con el crecimiento de los microorganismos iniciadores, sin embargo a partir de la hora 3.4,
se puede observar una disminucion significativa de en el porcentaje de acidez para todos
los tratamientos, en los cuales al final del proceso de fermentacién alcanzan valores de
porcentaje de acidez expresada como &cido lactico de 0.54 + 0.017, 0.47 + 0.06 y 0.44 +
0.023 para los tratamientos YSI, CSA y MA respectivamente. Se puede observar que justo
al finalizar la fermentacion, el porcentaje de acidez es inferior a 0.6% estipulado por la NTC
805 y a 0.7% reglamentado por la Resolucion 2310 de 1986 (ICONTEC, 2006; Ministerio
de Salud, 1986)
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Figura 3-6. Desarrollo de la acidez durante la fermentacion
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*Los tratamientos graficados fueron yogur con 10% de miel antes de la fermentacion (MA), yogur
sin edulcorar (YSI) y control con 7.5% de sacarosa incluida antes de la fermentacién (CSA).
*El porcentaje de acidez se encuentra expresado como acido lactico.

3.2.2 Determinacion de la viabilidad de bacterias acido-lacticas
(cultivo iniciador y probiético) durante almacenamiento en
refrigeracion a 4°C

= Viabilidad del cultivo probiético L. acidophilus

Para identificar el efecto del momento de inclusion de la miel en la viabilidad del L.

acidophilus, el estudio se realizé 24 horas después de detener la fermentacion, es decir

del primer dia de almacenamiento. En la Figura 3-7, se observa el comportamiento de L.

acidophilus a lo largo del almacenamiento por 21 dias en refrigeracion a 4°C. Se puede

observar que entre los tratamientos hay diferencia significativa (p-valor <0.05), siendo los
tratamientos con miel MA y MD diferentes al control, adicionalmente se puede observar
gue a partir del dia 7 no se presentan diferencias significativas en la densidad celular de
todos los tratamientos. Para el tratamiento con 10% de miel antes (MA), se observa un
aumento de 0.34 unidades hasta el final del almacenamiento, debido a que el primer dia
de almacenamiento presenta 7.61 + 0.13 log UFC/ml y al final 7.95 £ 0.18 log UFC/ml. Para
el tratamiento con 10% de miel incluida después de la fermentacion (MD), se observa una
disminucion de 1.37 unidades, puesto que el almacenamiento comienza en 8.52 + 0.46 log

UFC/mly llega a una densidad celular de 7.15 + 0.35 log UFC/mI. En el control se observa

una disminucion de 1 unidad en la densidad celular, en este caso el almacenamiento

comienza con 9.28 £+ 0.39 log UFC/mly llega a 8.28 £ 0.13 log UFC/mI. En estos resultados,

se observa que al final del almacenamiento para todos los tratamientos, la densidad celular
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del probiético es superior a 10°UFC estipulada tanto por el Codex Alimentarius como por
la NTC 805 para microorganismos etiquetados (FAO, 2011; ICONTEC, 2006).

Figura 3-7. Viabilidad de Lactobacillus acidophilus en condiciones de refrigeracion (4°C)
durante 21 dias.
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* Los tratamientos graficados fueron CSA (control con 7.5% de sacarosa antes de la fermentacion,
MA (10% de miel incluida antes de la fermentacién) y MD (10% de miel incluida después de la
fermentacion).

Estos resultados son acordes con los obtenidos por Albuquerque, ya que en su trabajo al
utilizar 10% de miel de Jatai la disminucién de 0,17 unidades y al utilizar 10% de miel de
abejas africanizadas es de 0.26 unidades, para ambos casos la densidad celular al
culminar 35 dias de almacenamiento llega a 7.57 y 7.59 log UFC/mI respectivamente
(Albuguerque et al., 2018).

= Viabilidad del cultivo iniciador (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y
Streptococcus thermophilus)
Para identificar la viabilidad del cultivo iniciador del yogur, el estudio se realizé 24 horas
después de detener la fermentacién, es decir a partir del primer dia de almacenamiento
del producto. En la Figura 3-8, se observa el comportamiento de los microorganismos
iniciadores a lo largo de los 21 dias de almacenamiento. En donde no se presentan
diferencias significativas en el tiempo para todos los tratamientos, sin embargo, se puede
observar que los tratamientos con inclusion de miel son diferentes significativamente (p-
valor<0.05) al control. En el tratamiento con 10% de miel incluida antes de la fermentacion
(MA), en el dia 1 se parte de una densidad celular de 7.80+0.15 log UFC/mI, en el dia 7
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hubo un aumento a 8.50+0.29 log UFC/ml y se puede observar que hasta el dia 21 alcanza
una densidad celular de 8.01+0.05 log UFC/ml. Para el tratamiento con 10% de miel
incluida después de la fermentacion (MD), se puede observar una disminucion en la
densidad celular durante el almacenamiento, la cual comienza en el dia 1 con una
concentracion de 8.81+0.05 log UFC/ml y alcanza una concentracion de 7.21+0.51 log
UFC/ml. Para el control se observa que hay un aumento en la concentracién del iniciador,
ya que para el primer dia de almacenamiento se observa 7.84+0.15 log UFC/ml y al final
alcanza una densidad de 8.97+0.37 log UFC/mI.
Figura 3-8. Viabilidad de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus en condiciones de refrigeracion (4°C) durante 21 dias.
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* Los tratamientos graficados fueron CSA (control con 7.5% de sacarosa antes de la fermentacion,
MA (10% de miel incluida antes de la fermentacién) y MD (10% de miel incluida después de la
fermentacion).

Los resultados obtenidos, no coinciden con lo reportado por (Bakr, Mohamed, Tammam,
& El-Gazzar, 2015), donde se menciona que tanto los microorganismos iniciadores S.
thermophilus y L. delbrueckii subsp. bulgaricus, incrementan en la segunda semana de
almacenamiento y gradualmente disminuye, ya que la densidad celular es superior en los
tratamientos en los que se incluye miel. Sin embargo, en el trabajo de (Mercan & Akin,
2017) los microrganismos evaluados por separado, no presentan efectos significativos a

lo largo del almacenamiento. En el estudio (Sert et al., 2011), al realizar se reporta que el
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microorganismos L. bulgaricus, aumenta su densidad con la inclusibn de miel en

comparacion con el control, mientras que el S. thermophilus presenta una disminucion.

De acuerdo con lo mencionado tanto en el Codex Alimentarius como en la NTC 805, la
suma de los microorganismos que comprenden el cultivo definido, que para este caso es
L. delbrueckii subsp. Bulgaricus y S. thermophilus, debe ser minimo 10°UFC (FAO, 2011,
ICONTEC, 2006), lo que indica que, tanto para los tratamientos con miel como para el

control, se cumple con lo establecido para el final del almacenamiento.

3.2.3 Potencial efecto prebiotico de la miel sobre Lactobacillus
acidophilus

= Cinética de crecimiento del Lactobacillus acidophilus para la evaluacién del
posible efecto prebidtico
En la Figura 3-9, se puede observar la cinética de crecimiento del L. acidophilus, para este
ensayo no se presenta diferencia significativa entre los tratamientos utilizados,
demostrando que durante el proceso de fermentacién no hay algun efecto por parte de la
inulina o de la miel sobre el probidtico en el que se favorezca o se inhiba el crecimiento.
Para los tratamientos, se puede observar que la densidad celular de INU1 presenta un
aumento de 1.6 unidades logaritmicas llegando a una concentraciéon de 8.27 log UFC/ml
al final de la fermentacion, en el caso del tratamiento INU2, se observa una disminucion
de la densidad celular de 0.31 unidades alcanzando una concentracion promedio de 6.92
log UFC/ml; para el tratamiento YM10, el aumento en la densidad celular de 0.78 unidades
durante la fermentacién alcanzando una concentracion de 7.02 log UFC/ml, sin embargo
el control que se encontraba sin edulcorar YSE, muestra un aumento en la densidad de
1.97 unidades obteniendo una concentracion final de 8.21 log UFC/ml. Sin embargo,
estadisticamente no se evidencian diferencias significativas entre la densidad alcanzada a

partir de la hora 2.

Una de las causas por las que posiblemente no hubo un aumento significativo en la
densidad celular para los tratamientos con inulina, podria ser porque, a pesar que en
leches fermentadas la viabilidad y el crecimiento de los probiéticos aumenta con la

inclusion de inulina, para el L. acidophilus se observa un mayor incremento cuando la
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inulina presenta un grado de polimerizacion alto (Ozturkoglu-Budak, Akal, Buran, &
Yetisemiyen, 2019).

Figura 3-9. Cinética de crecimiento Lactobacillus acidophilus
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*Los tratamientos graficados fueron INU1 (1% de inulina+7.2% sacarosa), INU2 (2% inulina+6.9%
sacarosa), YM10(10% de miel) y YSE (control sin edulcorar).

Acidez titulable y pH

Respecto a la acidez titulable en la Figura 3-10, se puede observar el aumento que
presenta durante aproximadamente 5 horas de fermentacion. Durante este proceso, se
puede observar que los tratamientos con inulina son estadisticamente diferentes (p-
valor<0.05) al tratamiento YM10 y YSE. Al final de la fermentacién, los tratamientos INU1
y INU2, alcanzan una acidez titulable expresada como acido lactico de 0.79+0.019 y
0.79£0.011, mientras para YM10 y YSE de 0.77+£0.001 y 0.90£0.04 respectivamente.
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Figura 3-10. Evaluacion de la acidez durante la fermentacion.

1.00
0.80
0.60

0.40

% de Acidez

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Tiempo (horas)

—0—INU1 —@—INU2 YM10 —@—YSE

*Los tratamientos graficados fueron INU1 (1% de inulina+7.2% sacarosa), INU2 (2% inulina+6.9%
sacarosa), YM10(10% de miel) y YSE (control sin edulcorar).
*El porcentaje de acidez se encuentra expresado como &cido lactico.

En el caso del pH, en la Figura 3-11, se observa que todos los tratamientos presentan
diferencia significativa entre si y a lo largo de la fermentacion (p-valor <0.05). Para el
tratamiento INU1, el valor de pH presenta una disminucién de 2.34 unidades, alcanzando
al final de la fermentacién un valor de 4.53+0.03. En el caso del tratamiento INU2, se
observa una caida en el pH de 2.14 unidades, donde se alcanza un valor de 4.71+0.04. El
tratamiento YM10, muestra una disminucién de 1.94 unidades y llega a un valor al final de
la fermentacion de 4.6+0.02. Finalmente se puede apreciar que el control YSE, presenta
una disminucién de 2.45 unidades y alcanza un valor de 4.37. Estos datos de pH indican
gue, a pesar de las diferencias entre tratamientos, el yogur con inclusion del 10% de miel
antes de la fermentacion presenta un comportamiento similar al de los que presentan

inclusion de inulina.
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Figura 3-11. Evaluacion del pH durante la fermentacion.

7.50

7.00

6.50

6.00

pH

5.50

5.00 \

4.50

4.00
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

Tiempo (horas)
—0—INU1 —@—INU2 YM10 —e@—YSE

*Los tratamientos graficados fueron INU1 (1% de inulina+7.2% sacarosa), INU2 (2% inulina+6.9%
sacarosa), YM10(10% de miel) y YSE (control sin edulcorar).

» Viabilidad del Lactobacillus acidophilus durante 21 dias de almacenamiento para
la determinacién del posible efecto prebidtico
En la Figura 3-12, se puede observar que durante los 21 dias de almacenamiento hay una
disminucion en la densidad celular de los tratamientos, sin embargo, estadisticamente
durante los dias 0, 1y 7 no se presenta diferencia significativa, pero a partir del dia 14 hay
una mayor caida de células viables, a pesar de la disminucion, es importante mencionar
que en todos los tratamientos la densidad celular lleg6 a 6.38, 6.16, 6.27 y 6.38 log UFC/mI
para los tratamientos INU1,INU2,YM10 y YSE respectivamente, indicando que al final del
almacenamiento se cumple con los criterios establecidos en el Codex Alimentarius, en
donde se menciona que la densidad celular minima para yogur de microorganismos
etiquetados es de 10° UFC/g en total (FAO, 2011). De acuerdo con Albuguerque, la
disminuciéon en el microorganismo probiético se debe, a que en el yogur estos
microorganismos se enfrentan a condiciones adversas durante el almacenamiento como
el estrés causado por el frio, la oxidacion debido a la exposicion al oxigeno y la

postacidificacion (Albuquerque et al., 2018).
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Figura 3-12. Viabilidad de Lactobacillus acidophilus en condiciones de refrigeracion (4°C)
durante 21 dias.
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*Los tratamientos graficados fueron INU1 (1% de inulina+7.2% sacarosa), INU2 (2% inulina+6.9%
sacarosa), YM10(10% de miel) y YSE (control sin edulcorar).

Por otra parte, los tratamientos, INU1, INU2 y YM10 son diferentes significativamente (p-
valor<0.05) al yogur sin edulcorar YSE, indicando que la inulina o la miel de Acacia
mangium en el yogur permite a los microorganismos mantener la viabilidad de las células
durante la etapa de almacenamiento, esto concuerda con lo reportado Ulrich Landry, en
donde se muestra que la miel presenta un efecto similar a la de oligosacaridos comerciales
como los FOS, GOS e inulina en el crecimiento y la actividad de bifidobacterium spp (Ulrich
Landry et al., 2016).

Tanto para la viabilidad como para el crecimiento, se ha demostrado que la miel puede
presentar no solo un efecto protector sobre las células de los probiéticos (Ulrich Landry
et al., 2016)(Rezaei, Khomeiri, & Aalami, 2014). Ademas segun (Kumar Puniya, 2016), una
de las caracteristicas de L. acidophilus, es que la mayoria de las cepas empleadas durante
los procesos de fermentacion, tienen la capacidad de metabolizar azdcares como
celobiosa, fructosa, galactosa, lactosa, maltosa, manosa y trehalosa al presentar enzimas
inducidas como B-fructofuranosidasa y (-galactosidasa, esto indicaria que la miel de
Acacia mangium al presentar dentro de su composicion algunos de los azlcares

mencionados anteriormente, podria influir en el metabolismo del probiético empleado; a su
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vez coincide con el estudio de (Ulrich Landry et al., 2016), en el que se menciona que
diferentes tipos de mieles presentan azlUcares que han sido relacionados con una posible

funcion prebidtica.

Acidez titulable y pH

En la Figura 3-13, se observa el cambio de pH alo largo de los 21 dias de almacenamiento
en refrigeracion. Este cambio muestra que entre los dias 14 y 21 no hay cambios
significativos, mientras las caidas mas significativas se presentan entre los dias 1y 14.
Respecto a los tratamientos, se evidencia que estos son significativamente diferentes (p-
valor <0.05). Para el tratamiento INU1, se observa que una caida de 0.4 unidades, llegando
a un valor de pH de 4.22; el tratamiento INU2, tiene una caida de 0.22 unidades,
alcanzando un valor de pH de 4.13 en el dia 21; el tratamiento YM10, muestra la mayor
caida de pH, siendo esta de 0.86 unidades a lo largo del almacenamiento, donde al dia 21
se mide un valor de pH de 4.27; para el control sin edulcorar (YSE), se encuentra que la
disminucion de pH es de 0.10 unidades y al final del almacenamiento logra un valor de pH
de 4.34.

Figura 3-13. Seguimiento de pH durante almacenamiento en condiciones de
refrigeracion (4°C) durante 21 dias.

6.00
5.50
< 5.00
4.50

4.00
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Tiempo (dias)
—0—INU1 —@—INU2 YM10 —@—YSE

*Los tratamientos graficados fueron INU1 (1% de inulina+7.2% sacarosa), INU2 (2% inulina+6.9% sacarosa),
YM10 (10% de miel) y YSE (control sin edulcorar).

Respecto al porcentaje de acidez expresado como acido lactico, se observa que esta

aumenta para todos los tratamientos hasta el dia 14, y hacia el dia 21 presenta una caida.
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Todos los tratamientos son estadisticamente diferentes. En el tratamiento INU1, se
muestra que el porcentaje de acidez el dia 1 tiene un valor de 0.6% +0.015, el dia 14
alcanza un valor de acidez de 0.88%0.012 y el dia 21 disminuye a 0.79%30.013. Para el
tratamiento INU2, se observa que en el dia 1 la acidez tiene un valor de 0.67+0.04, en el
dia 14 llega a un valor de 0.88+0.06 y en el dia 21 cae a un valor de 0.80+0.013. En el
tratamiento con miel, el primer dia de almacenamiento tiene un valor de acidez es de
0.5040.01, durante el almacenamiento alcanza un valor al dia 14 de 0,82+0,01 y cae en el
dia 21 a un porcentaje de 0,75+0.01; Finalmente para el control YSE, el porcentaje de
acidez comienza en 0.72+0.005, el cual alcanza un valor maximo al dia 14 de 0.88+0,01 y
tiene una caida al final del almacenamiento hasta alcanzar un valor de 0.84+0.04. Lo
anterior indica que para el porcentaje de acidez, el control alcanza un valor mayor a los
tratamientos con inulina y miel.

Figura 3-14. Seguimiento del porcentaje de acidez titulable expresado como acido lactico
almacenamiento en condiciones de refrigeracion (4°C) durante 21 dias.
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*Los tratamientos graficados fueron INU1 (1% de inulina+7.2% sacarosa), INU2 (2% inulina+6.9% sacarosa),
YM10(10% de miel) y YSE (control sin edulcorar).
*El porcentaje de acidez se encuentra expresado como acido lactico.

Los valores obtenidos, tanto de pH como de porcentaje de acidez titulable, contradicen a
los reportados por (Rezaei et al., 2014), en los cuales emplear un porcentaje de 2% de
inulina presentaba menores valores de pH y una acidez superior al resto de los

tratamientos. Sin embargo, en el trabajo de Greenbaum y Aryana, emplear miel dentro de
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las formulaciones, influye en el pH siendo significativamente mas alto respecto al control
(Greenbaum & Aryana, 2013).

3.3 Conclusiones

Incluir 10% de miel de Acacia mangium, no influye durante la viabilidad celular, ya que las
densidades celulares alcanzadas en los tratamientos con miel al final del almacenamiento
se encuentran entre 7.21 y 8.01 log UFC/ml, y 7.61 y 7.95 log UFC/mL para el cultivo

iniciador y probidtico respectivamente.

Durante la fermentacion, se observé un posible efecto estimulante de la miel sobre los
microorganismos utilizados, ya que el tratamiento con 10% de miel (MA) para el caso del
probidtico y del iniciador, mostr6 un aumento significativo (p-valor<0.05) al alcanzar una
densidad promedio de 9.30 y 9.61 log UFC/ml para el cultivo iniciador y probiotico

respectivamente.

Al realizar la comparacién de la miel con un prebiético conocido como la inulina, se puede
concluir que podria presentar un posible efecto prebiético sobre L. acidophilus, ya que
dentro de su composicion se presentan azucares que pueden llegar a ser metabolizados

por el microorganismo e incluso podria tener un efecto protector sobre las células.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

La adicion de miel de Acacia mangium dentro de la formulacion de un yogur
semidescremado presenta aceptacion sensorial, lo cual, favoreceria el uso de la miel

dentro de un mercado diferente al del consumo directo.

Los diferentes porcentajes de miel empleados durante la experimentacion demaostraron
tener efectos positivos sobre las propiedades fisicoquimicas de un yogur, especialmente

en aquellas que podrian generar algun tipo de defecto sensorial.

Emplear 10% de miel de abejas dentro de las formulaciones del yogur, favorece la
fermentacion lactica en comparacion al yogur control y mantiene la viabilidad celular de los
microorganismos iniciador y probiético en rangos por encima de lo estipulado en el Codex

Alimentarius y en la Resolucion 333 de 2011.

Gracias a algunos azUcares encontrados dentro de la composicion de la miel de Acacia
mangium, se podria atribuir un posible efecto prebiético de la miel sobre L. acidophilus, al

mantener la viabilidad celular de manera similar a la inulina empleada en los tratamientos.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar el analisis fisicoquimico de diferentes porcentajes de miel durante
el almacenamiento, para determinar posibles cambios en la vida atil del producto de

acuerdo con la concentracion de miel empleada.

Se recomienda seguir con investigaciones posteriores que permitan identificar un posible
potencial prebittico de la miel de Acacia mangium al realizar estudios in vitro que permita

conocer la actividad potencial prebiotica.
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Realizar la caracterizacion de acidos fendlicos y flavonoides que puedan encontrarse en

esta matriz, tras incluir miel como edulcorante.

Caracterizar los compuestos que puedan afectar sensorialmente el producto (volatiles y no

volatiles) que influyan en el perfil de sabor y aroma.

Realizar un analisis de minerales, identificando el aporte de estos por parte de la miel.



A. Anexo: Ficha técnica cultivo iniciador
YFL 811 Yo-Flex

fmf»'ﬁyif@ﬂﬂﬂi & health

FD-DVS YF-L811 Yo-Flex®

Informacion de Producto
Version: 3 PI-EU-ES 24-11-2011

Descripcidn Cultive termofils vo-Flaxs

Taxonomia Lactobacilies delbrueckii subsp. bulgaricus
streptacoccus thermophilus

Envase Ho Material: Tamafio Tipo
E6T295 10KED U sgbre () en caja
Propiedades Fisicas Color: Blanco a ligeramente rojizo o marrdn
Aspecto Fisico: Granulado
Aplicacion Uso

El cultive producira un yogur con un aroma muy suave, muy akta viscosidad y muy baja
post-acidificacion. adecuado para la fabricacién de yogur firme, batido y Bquido.

Dosis de inoculacion recomendada
Cantidad de leche a ‘ 150 I ,0ooLf | 25000 5,000 14 10,000 L
inocular 0 zal 250 znl a6l gal 1,300 zal 2,600 zal
Cantidad de cultive DVS | sou | zo0u | Sonu | 100U | 2,0000

Directivas para su uso

sacar el cultive del congelador justo antes de su utilizacion. Limpiar la parte superior
del sobre con clore. Abrir el sobre y afadir los granulos liofilzados directamente al
producto pasteurizado mientras se agita suavemente. Agitar la mezcla durante 10415
minutes para distribuir el cultivo homogeénsamente. La temperatura recomendada de
incubacion es de 35-45°C (¥5-113°F). Para mds informacion sobre aplicaciones
especificas, por favor, consulte nuestros catalogos técnicos y recetas recomendadas.

Gama La gama de cultivos ¥o-Flexe de inoculacion directa a cuba, Direct vat Set (DVSe) varian
desde cultivos muy suaves que aportan caractensticas distintivas de aroma de yogur
con perfiles distintes de viscosidad.

Almacenaje y manipulacicn <18 "C/<0°F



98 Efectos sensoriales, microbioldgicos y fisicoquimicos del uso de miel de abejas procedente de

plantaciones forestales de Acacia (Acacia mangium) en la produccién de yogur

Lo snsen

! b bpalih
.':p-'.l|-..--<:'rl|_-1".‘.'\-ﬂ i Bl

FD-DVS YF-L811 Yo-Flexe

Informacion de Producte
Versign: 3 PI-EU-ES 24-11-2011

Vida il

Informacion técnica

Legislacion

Como minimo 24 meses desde la facha de fabricacion cuando s2 almacena siguiendo las
recomendaciones.
A +5°C (0°F) la caducidad e: de come minimo & semanas.

Curva de acidificacion

7.0 | | | | 1 | |
— 3OS
6.5
s, ——- 41°C/06°F
6.0 ':}
A \ o 43PCI09°F
55 s

pH i \
5.0 A
45 *\

4.0

T e

35

Time (hr)

condiciones de fermentacion:
Leche entera +2 % leche desnatada en polvo (85°Cr188°F, 30 minubos)
Inoculacion: 500U /25000

Metodos analiticos
Los métodes de referencia y analiticos estan disponibles bajo peticion.

Chr. Hansen cumple con los requerimientos generales de seguridad alimentaria
establacidos por el Reglamento 178/2002/EC. Las bacterias acido lacticas son
reconocidas de forma general como seguras y pueden ser utiizadas en alimentos, sin
embargo, para aplicaciones especificas recomendamos que consulte la legislacion
nacicnal

El producto esta destinado a ser utilizado en alimentos.
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.rnp'.lﬂi.ﬂl-'nl_.i‘_.')h“' & freadth

FO-DWS YF-L&11 Yo-Flexe

Informacion de Produato
Wersicn: 3 PI-EU-ES 24-11-2011

Seguridad alimentaria

Etiguetado

Marcas comerciales

Certificados alimentarios

Servicio técnico

Mo existe garantia de seguridad alimentaria implicita para aplicaciones de este
producto distintas de las indicadas en la seccidn de utilizacion. 5i desea utilizar este
products en otra aplicacion por favor, contacte con su representante de Chr. Hanzen
para solicitar ayuda.

Etiguetado recomendado "cultive acido lactico® o "cultive iniciader®, sin embargo, la
legislacian puede variar. Por faver, consulte la legislacion local

Les nombres de productos, nombres de concephes, logotipos, marcas y otras marcas
comerciales mencionadas en este documento, figuren o no en mayusculas, en negrita
o con el simbolo &0 T™ son propiedad de Chr. Hansen 475 o utilizados bajo licencia.
Las marcas registradas que aparecen en este documents pueden no estar registradas
BN su pals, aunque estén marcadas conun @,

Kosher: Kosher Lacteo exclu. Pascua
Halal: Certificado

Personal de los Laboratorios de Aplicacisn y Desarrolle de Productos de Chr Hansen
gstan a su disposicidn si necesita mas informacion.

Informacion GMO

Con arreglo a la legislacion de la Union Europeat, pedemos declarar que FO-DVS YF-LB11 no contiene OMG ni materias primas
con la etiqueta MG.*™. Con arreglo a la legislacidn europea sobre etiguetaje en producto alimentaric acabado®™, podemos
informar de que el uso de FO-OWS YF-L811 no requiere etiguetado MG del products alimenticio final. La posicion de Chr.

Hanszen scbre GMO pueds encontrarse en:
wwnw Chr-hansen.comsabout us/Policies and positions/Quality and product safety.

" Directlun 2001/ 187CE deil Parlassew fo Europes i Oel Cong efo del 17 de mavze de 2007 sobve o Ubsracids fdenclonal e & medls de argas il mod mooiandss
fendiiaamente i por la gue 3¢ devoga (o Direciie del Comsefo 3072200 CEE.

™ R glaseesbo (OF)] 1816/ 2003 del Povlames fo Europeo v del Comd efo oel 22 de sepriembre oe 2003 sodve allmenios yodens oo modlfTodes pesdrioamen fe.
Regplames o (IE) TA30/ 2003 dei Parlames fo Eurapes i del Consefo el 227 de septiembre de 2003 relative a la trazabllidad y af etlgusiads de orgas ks med
muodifiaades gendtianmente y & la trazabllfdad de led sllmenfed yplensas produdides d partie de esled i per &l que s& modfTen b Directla 2001/ 485 CE.
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A & R

FD-DVS ¥YF-L&11 Yo-Flexe

Informacion de Produoto
Version: 3 M-EU-ES 24-11-2011

Informacién sobre Alergenos

List of common allergens in accordance with the Us Food allergen Labeling and Presente coma
[Consumer Protection Act of 2004 (FALCPA) and EU labeling Directive 2000v13/EC with ingrediente en
later amendments el producto

Cereales que contengan gluten® y productos derfvados Ha

Cretacess y productos a base de crusticess Mo
Huewos y productes a base de huewo Ha
Pescado y productos a base de pescado Ha
Cacahuetes y productos a base de cacahuetes Ha
Soja y productos a base de soja Ha
Leche y sus derivades (incluida la lactosa) Si
Frutos de cascara® y productos derivades Ha
Lizta de alérgenos de acuerdo con la Directiva sobre etiquetads 200001 IEC de la UE,

|excluzivamente

Apio y productos derivados Ho
Mostaza y productos derivados Ho
Granos de sésamo y productos a base de granos de sésamo Ho
Altramuces y productos a base de altramuces Ho
Moluzcos y productos a base de moluscos Ho
Anhidrido sulfurozo y sulfitos en concentraciones superiores a 10
mg/kg o 10 mg/litro expresado como 50z Mo

" Plead & condell the EU Ladelle g Divective J000713 Annex g for & legal deflnlcion of o

ion allergens, &
Eurapean Lhelon fow G0 wee' mo [f ke ufogd . #u



B. Anexo: Ficha técnica cultivo probiodtico
Lyofast LA3

Lyofast LA 3 s8000

Description Lyofast LA 3 consists of a single strain of Lactobacillus acidophilus. Lyofast LA 3
may be applied in generic probiotic products such as fermented milk products, and in
feed. Furthermore, Lyofast LA 3 might also be used for pharmaceutical purpose,

Application Sprinkle the culture powder directly into under aseptic conditions ensuring
that the culture is well dispersed by gentle stirring.

Product Dosal100 | Product Dose/1001
Fermemed mik 0.5-2.0

Culture v Inoculation guiceline for dairy application: sprinkle the culture powder directly into

information process milk under aseptic conditions ensuring that the culture is well dispersed by
gentle stirring. 1 dose is 10" CFU and inoculated in 100 | milk 1 dose gives BRRIOX.
10® CFU/mI milk.

Optimat femperature for growen 3440 'C Acd tolerance e
Bie tolerance +++  Adhecerce test ++

Storage Unopened pouches should be kept at or below -18°C,

Package data The freeze-dried culture is packed in waterproof and airproof aluminium pouches.
Lyofast LA 3 is available in 1, 5, 10 and 50 UC.

Shelf life 18 months when stored at or below -18°C. The sheff life includes up to 14 days of

. shipment at temperatures below 30°C.

Heavy metal Pb (lead) < 3 ng
Hg (mercury) <0.03 ppm

specification Cd {cadmium) <0:1'ppm

Microbiological  8aciiius cersus <100 CFUg Method Sacco M10 (1)
Coag positive staphyl <10 CFU/g Method. Sacco M11i2)

specification Enterobacteriaceae <10 CFUIg Method Sazco M2 13)
Eschenchia col <1 CFUig Method. Sacco M27 (4)
Listeria monocytogenes* Notdetectedin 25 g Method Sasco M3 (5)
Moulds & yeasts <10 CFU/g Method Saceo M3 (6)
Saimonelia spp* Not detected in 25 g Methsd: Sacco M12 (T)

" Analysed an regular Dass A analytcal methods are avalabie opon request
()ISO 7932; (2150 6888-1-2: (3)ISO 215281-2, (4)ISOTIES0-1-2A0F 170-1-2, (SO
11290-1-2: (£)iSO 861 1ADF 94; (TNSO STENIOF 93, X

GMO The microbial strains are not genetically modified (GMO) in accordance with the
Eurcpean Directive 90/220/EEC. The strains are isolated from natural sources. The
raw materials used are also GMO free in dance with Regulation (EC) No,
1829/2003 anc Regulation (EC) 1830/2003. Statement available upon request.

Allergens The raw materials used are generally based on dairy ingredients. All materials are

Safety information

free of the following components and their derivates: peanut, tree nut, sesame, egg,
fish, shelfish, mollusc, crustacean, sulphite, wheat, celery, mustard, soy and lupine.
Statement available upon request.

Materiat Safety Data Sheet available on www.saccosrl. it

Certificate Lot certificate available upon request.

I1SO Sacco S.r.l. is UNI EN ISO 9001:2000 certified since 1998. Sacco cultures are
Kosher approval generally Kosher approved except for surface ripening cultures,

Service Please contact your distributor for guidance and instructions for your choice of culture

and processing. Information about additional package sizes and sales units is also
available upon request,
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Lyofast LA 3 sac0

Liability This information is based on our knowledge trustworthy and presented in goed faith.
No guarantee against patent infringement is implied or infarred.
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