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Formulacion de una bebida de agua de coco (Cocos nucifera) fermentada por
Lactobacillus plantarum BG112 adicionada con inulina de Agave tequilana

Yolanda Graciela Kiesling Altun

Resumen. Los alimentos funcionales aportan beneficios fisiologicos a la salud. Las bebidas
de origen vegetal son la nueva tendencia en la industria, por lo que se han desarrollado
bebidas a partir de frutos secos, cereales y semillas. Los objetivos de este estudio fueron:
formular una bebida a base de agua de coco pasteurizada y fermentada por Lactobacillus
plantarum BG112 adicionada con inulina de Agave tequilana y evaluar la viabilidad del
probidtico, determinar las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de la bebida. Para el
proceso de optimizacion se utilizé la metodologia superficie de respuesta con arreglo
factorial 2x2. Como variables independientes temperatura (°C) en niveles 25, 35y 45y
concentracion de inulina (g/100 mL) en niveles 0, 2.5 y 5. Se fermento el mejor tratamiento
a 35 °C por 16 horas con una concentracion de inulina de Agave tequilana de 1.25 g,
posteriormente se almaceno a 4 °C por 30 dias. Los parametros fisico-quimicos (pH, acidez
titulable, °brix, color), microbioldgicos (viabilidad) y sensoriales (color, sabor, aroma y
aceptacion general) de la bebida fermentada se determinaron por duplicado a los dias (0, 7,
15y 30). Los resultados se evaluaron usando un disefio experimental completamente al azar
con medidas repetidas en el tiempo. Al dia 30 la viabilidad de Lactobacillus plantarum fue
de 8.79 log UFC/mL cumpliendo con el nimero de células viables para ser considerado un
producto probidtico. En la prueba sensorial recibié un valor de 9 puntos en la escala
hedodnica (me gusta extremadamente).

Palabras clave: Alimentos funcionales, fermentacion, prebidtico, probiotico y viabilidad.

Abstract. Functional foods provide physiological benefits to health. Plant-based beverages
are the new trend at food industry; therefore, beverages have been developed from nuts,
cereals and seeds. The objectives of this study were: to formulate a drink based on
pasteurized coconut water and fermented by Lactobacillus plantarum BG112 added with
Agave tequilana inulin and to evaluate the probiotic viability, and determine the physical-
chemical and sensory beverage characteristics. For the optimization process, a factorial
arrangement 2x2 was established. The independent variables used were; temperature (25,
35 and 45 °C) and inulin concentration (0, 2.5 and 5 g/100 mL). The best treatment was
fermented at 35 °C for 16 hours with Agave inulin (1.259g), then it was stored at 4 °C for 30
days. Physical-chemical beverage parameters (pH, titratable acidity, ©brix, color),
microbiological (viability) and sensory (color, flavor, aroma and general acceptance) were
determined in duplicate during 0, 7, 15 and 30 days Results were evaluate using a
completely randomized design with measures repeated in the time. At 30" day a
Lactobacillus plantarum viability was 8.79 log CFU/mL, fulfilled the number of viable
cells to be consider a probiotic product. In the sensory test, it received a value of 9 points
in the hedonic scale (I extremely like it).

Key words: Functional food, fermentation, prebiotic, probiotic and viability.
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1. INTRODUCCION

Actualmente existe una importante demanda de los consumidores por productos libres de
lactosa incrementando el consumo de alimentos veganos. La intolerancia a la lactosa es una
reaccion adversa del intestino delgado al carbohidrato mas comun afectando a personas de
todas las edades. Consecuencia a la deficiencia de la lactasa a nivel de intestino delgado,
enzima encargada de digerir el azlcar de la leche, que al no ser hidrolizada en glucosa y
galactosa permanece intacta en el intestino grueso, siendo fermentada por bacterias lacticas
produciendo &cido lactico y gases (Hansen 2015). Las tendencias actuales acerca de la
alimentacion en los ultimos afios referencian un interés por ciertos alimentos, que no
solamente aporten un beneficio nutritivo, sino que también aporten beneficio para el
correcto funcionamiento fisiolégico del organismo humano. Es por ello que se busca
desarrollar nuevos productos o adicionar ingredientes que permitan incrementar la
composicién nutricional en productos que ya estan en el mercado.

Brasil es el cuarto productor a nivel mundial de coco, con una produccion de
aproximadamente 2.8 millones de toneladas, en un area corrida de 257 mil hectéareas de
plantaciones, colocandolo en el escenario mundial de produccion en comparacidn con otros
paises de America del Sur. La produccion brasilefia es responsable de méas del 80% de la
produccién de coco, destacandose también en el area de cultivo y productividad de
Latinoamérica (EMBRAPA 2014). La cocoicultura incrementa el empleo y los ingresos en
el proceso de produccion, logrando en las Gltimas décadas un escenario nacional de interés
creciente por parte de los productores, por la cultura del cocotero enano orientado al
mercado de agua de coco. El aumento significativo de demanda de agua de coco, es
atribuido en parte al crecimiento del ingreso per capita y a un estilo de vida mas saludable
(Gutiérrez 2016).

Los probioticos son microorganismos vivos capaces de aportar beneficios para la salud del
huesped (Dharmasena 2015). Han sido declarados diversos usos para los probidticos, la
mayor parte de ellos referidos a salud intestinal: alivio de intolerancia a la lactosa y
sindrome de colon irritable, prevencion y reduccion de diarreas, reduccion de riesgos de
cancer intestinal, reduccion del colesterol sanguineo, estimulacion de respuesta inmune e
inhibicion de patogenos del tracto gastrointestinal, entre otros (Ibafiez et al. 2015).
Lactobacillus plantarum es una especie de bacteria Gram-positiva, no patdgena,
heterofermentativa que es naturalmente encontrada en productos lacteos, carnes, vegetales
ademas de residir en el tracto gastrointestinal de los seres humanos y animales. Su uso como
probidtico esta bien demostrado en la reduccién del dolor, distension abdominal,
flatulencias y en el tratamiento contra colon irritable.



Asi mismo, se ha demostrado que su administracién mejora la integridad del intestino y la
actividad metabdlica de las células intestinales a través de respuestas inmunologicas,
reduciendo los sintomas gastrointestinales consecuentes del tratamiento con ciertos
antibioticos (Infinity Pharma 2017).

Se han identificado alrededor de 36000 especies vegetales que poseen cierto contenido de
inulina, la mayor produccion de inulina a nivel mundial es la raiz de Achicoria (Lara 2017).
Sin embargo, la inulina de Agave tequilana es un producto que ademas de tener las
propiedades clasicas de las fibras alimentarias para regular el transito intestinal, contribuye
a la mejor absorcion del calcio, estimula la sintesis de vitaminas de complejo B, incrementa
las defensas naturales de la flora intestinal (efecto bifido), previene el cancer de coldn,
reduce el colesterol y los niveles de azlcar en sangre aportando un bajo contenido calérico
(Ibafiez et al. 2015). La inulina de Agave ha demostrado ser un prebidtico natural de alta
solubilidad con incremento de la temperatura, en condiciones ambientales las soluciones de
inulina de hasta 7.5% son completamente claras. La inulina de Agave es capaz de mejorar
el equilibrio de la flora intestinal y estimular el crecimiento de bifido bacterias beneficiosas
(Beneo 2013). El prebidtico antes descritos cumple con el concepto de alimento funcional,
que son detallados como alimentos que pueden ser naturales, alimentos a los que se les ha
adicionado o retirado algin componente y también a los que se les ha modificado la
biodisponibilidad de alguno de ellos (Ibafiez et al. 2015).

Debido a la importancia en ofrecer productos diferenciados orientados a individuos con
restricciones en el consumo de lactosa se propuso abordar la formulacion de un producto
de agua de coco fermentada por Lactobacillus plantarum BG112 adicionado con inulina de
Agave tequilana. Plantedndose los siguientes objetivos:

o Formular una bebida a base de agua de coco pasteurizada y fermentada por
Lactobacillus plantarum adicionada con inulina de agave tequilana.

o Evaluar la viabilidad del Lactobacillus plantarum BG112 adicionado con inulina de
Agave tequilana en agua de coco pasteurizada y fermentada.

o Determinar las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de la formulacién de la
bebida.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion.

El presente estudio se llevo a cabo en dos etapas las cuales realizaron en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos nimero 758 ubicado en el departamento de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos de la Universidad Estatal de Londrina localizada en Rod. Celso
Garcia Cid, s/n - Campus Universitario, Londrina - PR, 86057-970. Los analisis de pH,
acidez total y conteos microbiologicos se llevaron a cabo en el mismo laboratorio.

Materia prima.

Se utiliz6 agua de coco pasteurizada, cultivo liofilizado de Lactobacillus plantarum BG112,
inulina de Agave tequilana, glicerol como crioprotector, sabor artificial de agua de coco y
sacarosa.

Cultura bacteriana.

Para la fermentacion de agua de coco se utilizo cultivo comercial liofilizado compuesto de
linaje probidtico BG112 (donada por Sacco- Brasil). El contenido del 0.01% (m/v) del
polvo liofilizado que contiene el linaje BG112 se vertié en agua de coco, que contiene
25.14% (v/v) de glicerol estéril y congelado. En el momento del uso fueron obtenidos pre-
indculos a través de dos activaciones y adaptacidn en agua de coco a 37 °C de 48-72 horas
bajo condiciones anaerdbicas.

Agua de coco y fermentacion.

El agua de coco natural se adquiri6 en el mercado de Londrina, PR-Brasil. La fermentacion
con el cultivo probidtico se realizé en 100 mL de agua de coco en frascos estériles de 250
mL afadidos de 0, 2.5 y 5 g de inulina de agave tequilana por porcion de 100 mL y 1%
(v/v) de in6culo, con conteo celular aproximadamente 10° UFC/mL incubéndolo a 25 °C,
35 °C y 45 °C hasta pH 4.5 después de ese periodo para mayor aceptacion sensorial se
afiadio el 3% (m/v) de sacarosa y 0.05% (v/v) de esencia artificial de coco (Camargo et al.
2015). La bebida fermentada se almacend en refrigeracion y fue sometida a analisis
microbioldgicos y fisicoquimicos con el fin de evaluar la estabilidad y viabilidad del
probidtico a lo largo de 30 dias de almacenamiento.



Efecto del almacenamiento en la viabilidad y caracteristicas fisicas y quimicas de la
bebida.

Después de la fermentacion a 25, 35 y 45 °C, la mejor bebida en términos de conteos de
probidticos fue almacenada a 4°C durante 30 dias. Las alicuotas se retiraron para los analisis
en los intervalos de tiempo 0, 7, 15 y 30 dias, para la viabilidad de Lactobacillus plantarum
BG112, pH, acidez titulable total, sélidos solubles, color y los acidos organicos (&cido
lactico).

Viabilidad Lactobacillus plantarum BG112.

El recuento de células viables se realizé mediante la dilucidn en agua peptona 0.1% (m/v)
estéril y posterior en la profundidad de agar de Man Rogosa Sharpe (MRS) se evalu6 por
duplicado mediante la técnica de vaciado en placa, seguidamente las muestras se incubaron
en una incubadora a 37 °C durante 48 horas, Bajo condiciones anaerobias.

Potencial de hidrogeno (pH).
La determinacion se realizé con la ayuda de un potenciémetro segun el método 981.12
(AOAC 2006).

Acidez total titulable (ATT).
La acidez total titulable se realizd segun el método 942.15 (AOAC 2006). Y los resultados
fueron expresados en % de &cido lactico.

Color.
En la determinacion de color, se utilizé colorimetro (Chrommetro CR-400 Sensing, Konica
Minolta, Japon) operando en el sistema CIELab, previamente calibrado en superficie
blanca.

Soélidos solubles (Brix°).
El contenido de solidos solubles se determiné por lectura directa en refractometro digital
(PAL-BX/RI, ATAGO, JAPON) de acuerdo con el método 932.12 (AOAC 2006).

Cuantificacion de acidos orgéanicos.

El sistema instrumental utilizado consistié en un cromatografo de fase liquida Shimadzu
(Shimadzu corp, Kyoto, Japon) y los analitos de cada muestra se identificaron por
comparacion de tiempos de retencion con los compuestos auténticos (pureza > 99%, para
HPLC, Sigma- Aldrich). La integracion de los picos cromatograficos se realizo con la ayuda
del software LC Solutions (Shimadzu. Copr, Kyoto, Japon).

Acidos organicos. En la determinacion de 4&cido lactico, se utilizé la columna
cromatografica Shiseido PacCell Pak (5u C 18 MG 250 x 4.6 mm). La fase mdvil consistid
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en una solucién tampodn fosfato de sodio 25mM, con pH ajustado a 2.4 en el caudal de
1ml/min. La temperatura de la columna se mantuvo a 30 °C y el volumen de inyeccion en
20 pl. La deteccion se realizé simultaneamente en los detectores de indice de refraccion
(RID-10 A) Y arreglo de Fotodiodos, programado en longitud de onda de 215 nmy en el
modo de barrido de 200 a 400 nm (SPU-M20A) (Reuter 2015).

Anélisis sensorial.

La investigacion se sometio a la evaluacion por el Comité de Etica en investigacion- CEP-
UEL, posterior a la verificacion de ausencia de patdgenos se realizé la prueba sensorial. Se
evalud sensiblemente por 100 panelistas no entrenados usando una escala heddnica de
nueve puntos en los siguientes atributos: color, sabor, olor y aceptacion general. Los
panelistas llenaron los términos de consentimiento libre y esclarecido antes de realizar el
andlisis del producto.

Anélisis estadistico.

El experimento se realiz6 en dos etapas. En la primera etapa el disefio experimental
utilizado fue un disefio factorial 2x2 con puntos centrales (a=+1) teniendo dos repeticiones
en los puntos centrales, obteniendo 12 tratamientos con tres repeticiones, haciendo un total
de 36 unidades experimentales. Se desarrollé este disefio ya que los puntos axiales en el
centro de cada fase-centrada del espacio factorial requieren solamente tres niveles por cada
factor (Rezazadeh et al. 2013). Las repeticiones en el punto central tienen el propdésito de
proporcionar una medida del error puro y estabilizar la varianza de la respuesta prevista.
(Barros et al. 2010). En el cuadro 1 se presenta un resumen de los niveles descodificados
de las variables independientes, junto a los niveles de variacion (-1, 0 y +1). Los valores de
temperatura y concentracion de inulina de Agave tequilana se determinaron de acuerdo con
pruebas preliminares siendo la temperatura el rango de 25 a 45 °C y la concentracién de
inulina de 0 a 5 g/100mL esto en base al volumen de porcion para bebidas fermentadas o
jugo de frutas (ANVISA 2003). El valor de pH final para la fermentacion debia ser entre
45+0.1.

Cuadro 1. Variables originales, codificadas y niveles descodificados del disefio
experimental.

. - . - Nivele
Variables originales  Variables codificadas IVETes
-1 0 +1
Temperatura X1 25 35 45
ance_ntrauon de X, 0 25 5
inulina (m/v)

Los tratamientos con sus respectivos niveles fueron descodificados de la siguiente forma:
los puntos uno, dos, tres y cuatro fueron factoriales positivos y negativos, como los valores
minimos representados con el signo negativo y valores maximos con signo positivo.
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Dos repeticiones en el punto central para demostrar la confiabilidad del experimento las
cuales se pueden apreciar en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Decodificacion del disefio experimental del proceso de fermentacion de
Lactobacillus plantarum BG 112 en agua de coco pasteurizada.

Variable codificadas (x1, X2) Variables decodificadas
Tratamientos Temperatura Concentracion Temperatura Concentracion
(°C) de inulina (°C) de inulina
(9/100mL) (g/100mL)
1 -1 -1 25 0
2 -1 1 25 5
3 -1 45 0
4 1 1 45 5
5 -1 0 25 2.5
6 1 0 45 2.5
7 0 -1 35 0
8 0 1 35 5
9 0 0 35 2.5
10 0 0 35 2.5
11 0 0 35 2.5
12 0 0 35 2.5

Los datos experimentales fueron disefiados usando el software Stadistica 10.0. (Ecuacion
1). Se utiliz6 un modelo de regresion polinomial cuadratico completo para correlacionar los
datos experimentales usando la ecuacion: Y (viabilidad) referente a viabilidad (log
UFC/mL).

Y=, + Z::=1 Pix; + Z§=1 ﬁiixi2 + Z£=1 Z§=i+1 Bij x; [1]

Doénde:

Y es la variable respuesta de la viabilidad de células (UFC/mL™).
X1, temperatura de fermentacion.

Xa, concentracion de inulina.

Bo es el coeficiente de compensacion.

Bi son los coeficientes lineales

Bii son los coeficientes cuadréaticos.

Bij son los coeficientes de interaccion (Wang et al. 2013).

Las ecuaciones polinomiales son establecidas para trazar superficies tridimensionales (3D)
y bidimensionales (2D) con el fin de visualizar los efectos individuales e interactivos del
proceso, cuando uno de los parametros se fija en su punto 6ptimo. El impacto y significado



de cada uno de los términos (lineales, cuadraticos e interacciones) en la ecuacion de
regresion fue evaluado mediante un anélisis de varianza (ANOVA).

En la segunda etapa se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con medidas
repetidas en el tiempo. Se evalud un tratamiento el cual fue la bebida de agua de coco
pasteurizada y fermentada. Se hicieron dos repeticiones y cuatro medidas en el tiempo, los
dias 0, 7, 15 y 30. Se us6 separacion de medias DUNCAN, con un alfa de 0.05 usando el
programa ““Stadistical Analysis System” (SAS version 9.4) para los anélisis fisicoquimicos,
microbiologicos y conteo de la viabilidad del Lactobacillus plantarum BG112. También se
uso un Disefio Completamente al Azar (DCA) para analizar los datos del analisis sensorial
se realizo una separacion de medias de minimos cuadrados con un alfa igual a 0.1.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos a partir de los datos experimentales para la viabilidad celular Y
(viabilidad) durante la fermentacion de Lactobacillus plantarum BG112 se muestran en el
cuadro 3. Los datos experimentales se utilizaron para desarrollar una regresion polinomial
cuadratica con términos lineales y cuadraticos. Los modelos estadisticos matematicos
representan la funcion de respuesta equivalente a la ecuacién 2. Los términos significativos
al 5% se identifican con un asterisco (*).

Y (viabilidad) = 8.595 - 1.737*x; — 2.334*x2 - 0.3667*x, + 1.227x2 - 0.704*x,x, [2]
Cuadro 3. Codificacion, valores reales y respuesta obtenida por la aplicacién del disefio

central compuesto durante la fermentacion por Lactobacillus plantarum BG112 en la
formulacion de una bebida de agua de coco pasteurizada y fermentada.

Temperatura Concentracion de inulina Viabilidad/ Y (viabilidad) (log
(°C) x1 (9/100mL) x2 UFC/mL)
25 (-1) 0(-1) 8.312
25 (-1) 5(1) 8.398
45 (1) 0(-1) 7.322
45 (1) 5(1) 6.000
25 (-1) 2.5(0) 8.301
45 (1) 2.5 (0) 6.478
35(0) 0(-1) 8.550
35(0) 5(1) 8.686
35(0) 2.5(0) 8.613
35(0) 2.5(0) 8.695
35(0) 2.5(0) 8.484
35 (0) 2.5 (0) 8.663

La ecuacion 2 mostro que los valores de temperatura lineales y cuadraticos (X1) fueron los
unicos valores significativos (P < 0.05). En el cuadro 4 se observa que el valor lineal X;
presentd una P = 0.000182 y el valor cuadratico una P = 0.000253, esto significa que hubo
una optimizacion y la temperatura optima de conteo de células puede ser alcanzada cuando
se emplean niveles Optimos de temperatura. Las interacciones de inulina (X2) y la
temperatura (X1) fueron estadisticamente significativas con una P = 0.004759, esto significa
que los efectos principales entre (X1, X2) no pueden evaluarse por separado.



Cuadro 4. Andlisis de varianza de los parametros cuantitativos y estimaciones para la
respuesta de viabilidad celular de bebida de agua de coco pasteurizada y fermentada por
Lactobacillus plantarum BG 112.

Coeficientes Probabilidad
X1 (L) 0.000182*
X1 (C) 0.000253*
X2 (L) 0.016856*
X2 (C) 0.359440 n.s.
X1* X2 0.004759*
Falta de ajuste 0.061959 n.s.
R? 0.976
F. Calculado > F. tabular 4.54 > 3.20

X1 Temperatura (°C), X2: Inulina (@), L: Lineal, C: Cuadratico, n.s.: No significativo
*: Significancia una probabilidad < 0.05.

Todos los términos significativos tuvieron coeficientes negativos, demostrando que a menor
concentracion de inulina y menor temperatura de incubacién la produccién de células de
Lactobacillus plantarum BG112 se incrementd. La sefial y el valor del efecto cuantitativo
representan la tendencia y la magnitud de la influencia en la respuesta (Zhang et al. 2013).
Los modelos de regresion fueron capaces de explicar los valores observados teniendo un
R? de 97.6% para la produccion de células de Lactobacillus plantarum BG112. Con una
(P = 0.061959). De esta misma forma se observd que el modelo fue estadisticamente
significativo (P < 0.05) segun el valor de F calculado (4.546) el cual fue mayor al F tabular
(3.20). La falta de ajuste estadisticamente no fue significativa (P = 0.061959), el modelo
representado se ajusta con precision a los datos, confirmando la validez del modelo de
analisis.

En la figura 1 se observa el efecto de la interaccion entre la temperatura y la concentracion
de inulinaen la viabilidad celular Y (viabilidad) de Lactobacillus plantarum BG112 durante
la fermentacion de agua de coco pasteurizada. Las regiones con altas concentraciones de
células estuvieron proximas de 1 y 5 g/100mL de inulina y una temperatura de 30 °C.
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Figura 1. Efecto de las variables independientes: Temperatura y concentracion de inulina
en la viabilidad de Lactobacillus plantarum BG112 en agua de coco pasteurizada.

La figura 2 muestra que la temperatura de 35 °C y una concentracién de inulina de 1.25 ¢
fueron primordiales para una mayor produccién de células (log UFC/mL) de Lactobacillus
plantarum BG112.
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Figura 2. Graficos de la deseabilidad de viabilidad de la bebida de agua de coco pasteurizada
y fermentada.

La temperatura 6ptima de crecimiento de Lactobacillus plantarum BG112, es dependiente
de diversos factores tales como: el pH inicial, el sustrato y el linaje empleado (Morales et
al. 2016). Por lo tanto, diferentes sustratos pueden mostrar resultados distintos en la
temperatura optima de crecimiento de Lactobacillus plantarum BG112.
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En estudios realizados con Lactobacillus plantarum DW12, para la fermentacion de agua
de coco maduro, la bebida demostro tener una viabilidad de 8.4 log UFC/mL después de 48
horas de fermentacion a una temperatura de 35 °C. Se observo que la bebida puede
proporcionar no solo probioticos sino también otros compuestos inherentes del agua de coco
que aportan beneficios a la salud (Kantochote et al. 2017). También se observo que la
adicién de 1.25% (p/v) de inulina de Agave tequilana al agua de coco promovio un
incremento de Lactobacillus plantarum BG112.

Anélisis microbioldgicos.

En el cuadro 5 se observé que no hubo diferencia significativa en cuanto a la viabilidad de
Lactobacillus plantarum BG112 durante los dias en almacenamiento. El conteo de la
viabilidad de la bebida fermentada durante el almacenamiento oscil6 entre 8.81y 8.79 Log
UFC/mL del dia cero al treinta las bacterias no tuvieron crecimiento representativo:
(P =0.92).

Cuadro 5. Analisis microbiol6gico. Viabilidad Lactobacillus plantarum BG 112.

Dias en almacenamiento Media + D.E. n.s.
0 8.81+0.94
7 8.79+£0.20
15 8.77 £ 0.06
30 8.79 +0.03
C.V% 1.97

n.s.: No hay diferencias estadisticas entre los dias de almacenamiento P > 0.05
D.E.: Desviacion estandar, C.V. %: Coeficiente de Variacion.

En un estudio realizado por Dharmasena et al. (2015), sobre la vida Gtil en refrigeracion de
una mezcla de agua de coco y avena evaluando la viabilidad de Lactobacillus plantarum
Lp. 115-400B. mostré que la poblacion de microorganismos probidticos incremento ~2 Log
UFC/mL después de los primeros siete dias del almacenamiento en refrigeracién. La
viabilidad se control6 hasta que el recuento de células probidticas alcanz6 7 log UFC/mL.
El anélisis estadistico mostrd, que el tiempo de almacenamiento en refrigeraciéon y la
adicion de prebioticos tiene un efecto significativo (P < 0.05) sobre la viabilidad de los
probidticos. El tiempo de almacenamiento en refrigeracion produjo diferencias
estadisticamente significativas en los conteos viables (P < 0.05). No obstante, la adicion de
inulina como prebiotico no mostré diferencia estadisticamente significativa en la viabilidad
del microorganismo sobre la bebida hasta el dia 21 de refrigeracion. Dharmasena et al.
(2015), consideran que el numero de células viables requeridas para afectar el medio
ambiente gastrointestinal en seres humanos es entre 6-8 log UFC/mL o UFC/g del alimento,
también consideran que un producto probiotico se vuelve un alimento funcional, solo si
contiene 7 log UFC/mL en el momento del consumo. Vuyst (2000), considera que el
nimero minimo sugerido de bacterias en el momento del consumo de un producto
probidtico es de 7 log UFC/mL. la dosis terapéutica minima por dia sugiere que sea de 8 a
9 log UFC/mL.
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El presente estudio segun los resultados descritos en el cuadro 5, la bebida al dia cero, inicié
con una poblacion de 8.81 log UFC/mL hasta el dia treinta la viabilidad fue de 8.79 log
UFC/mL estadisticamente no teniendo un cambio significativo. Obteniendo resultados
similares al estudio realizado por Dharmasena en donde la adicion de inulina como
prebidtico no mostro diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad del
microorganismo durante los treinta dias de almacenamientos no aumento la poblacion,
denominado sin ser causa de muerte poblacional de UFC. Por lo tanto, la bebida cumple
con el nimero de células viables descrito por Vuyst para ser considerado un producto
probidtico funcional.

Resultados de analisis quimicos.

Andlisis de pH. En el cuadro 6 se observd que hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los dias cero y siete de almacenamiento en cuanto a pH, mostrando una
accion fermentativa del microorganismo. Entre los dias siete, quince y treinta existe una
disminucion del pH, pero estadisticamente no hay una diferencia significativa. Se observé
una disminucion sustancial entre el dia cero y treinta la cual fue estadisticamente diferente
(P =0.0067).

Cuadro 6. Andlisis quimico de pH de agua de coco pasteurizada y fermentada por
Lactobacillus plantarum BG 112,

Dias en almacenamiento Media + D.E.
0 4.64+0.144
7 3.99+0.03B
15 3.89 + 0.038¢
30 3.66 +0.01°¢
C.V% 2.04

A-B-C: Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05).
D.E.: Desviacion estandar, C.V. %: Coeficiente de Variacion.

Considerando que la bebida al dia 30 obtuvo un pH bajo, los resultados durante
almacenamiento fueron comparados con la norma salvadorefia, los parametros establecidos
de la bebida cumplen con los limites permitidos por la norma salvadorefia obligatoria (NSO
67.18.01:01) que indica que un pH para agua de coco debe estar entre un valor minimo de
2.4 hasta un maximo de 4.4 (Murcia 2010). Los tratamientos no cumplieron con la
normativa brasilefia No. 27 para bebidas no alcohélicas que indica en el articulo No 6, en
donde el pH para agua de coco pasteurizada debe estar entre 4.30 y 4.50 (Ministerio de
agricultura, ganaderia pecuaria y abastecimiento 2017).

Andlisis de Acidez titulable. En el cuadro 7, se observd diferencias estadisticamente

significativas con una (P = 0.0045). En los dias cero y siete en acidez titulable durante los
dias en almacenamiento, mientras que entre el dia siete y quince no hubo diferencias
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estadisticamente significativas, se puede observar que la mayor diferencia se encuentra
entre el dia cero y treinta esto fue provocado por la fermentacion y su produccién de acido
lactico como se muestra en el cuadro 9 lo cual aumento la acidez titulable
significativamente.

Cuadro 7. Andlisis quimico de Acidez titulable de agua de coco pasteurizada y fermentada
por Lactobacillus plantarum BG 112.

Dias en almacenamiento Media = D.E.
0 0.55+0.04 €
7 1.32+0.22B
15 1.51+0.098
30 280+03 A
C.V% 10.67

A-B-C: Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05).
D.E.: Desviacion estandar, C.V. %: Coeficiente de Variacion.

La relacion pH y acidez se encontraron intimamente relacionadas, a medida que la acidez
incremento, el pH tiende a disminuir observandose en el cuadro 6. La acidez es un indicador
sensorial, otorgandoles el sabor y aroma caracteristicas del agua de coco (Freitas et al.
2015).

Andlisis de Brixe. En el cuadro 8, se observo que existen diferencias estadisticamente
significativas en los dias en almacenamiento en cuanto a la concentracion de Brixe. Sin
embargo, da igual almacenar a cero y siete dias ya que la concentracion de Brixe en dichos
dias es igual. Entre el dia quince y treinta tampoco existe diferencia significativa. Lo
contrario entre el dia cero y quince ya que estadisticamente existe diferencia significativa
(P =0.0379). Ninguno de los tratamientos cumplio con lo establecido en la norma brasilefia
No. 27 sobre concentracion de Brixe (Ministerio de agricultura, ganaderia pecuaria y
abastecimiento 2017).

Cuadro 8. Analisis quimico de Brix° de agua de coco pasteurizada y fermentada por
Lactobacillus plantarum BG 112.

Dias en almacenamiento Media £ D.E.
0 10.55+0.04 B
7 10.60 +0.09 B
15 11.25+0.04 A
30 11.10+0.104
CV% 1.18

A-B: Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05).
D.E.: Desviacion estandar, C.V. %: Coeficiente de Variacion.
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Analisis de acidos organicos (Acido lactico). En el cuadro 9, se observo diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la produccion de &cido lactico entre el dia cero
y el dia siete. Asi mismo entre el dia siete y quince se observé un aumento en el acido
lactico, no siendo este significativo.

La mayor produccidn de acido lactico es al dia treinta de almacenamiento este tratamiento
fue estadisticamente diferente a los tratamientos en los dias anteriores. La produccion de
acido lactico dentro de la bebida de agua de coco pasteurizada fue causada por la
fermentacion de Lactobacillus plantarum BG112 la cual es una bacteria acido lactica las
cuales metabolizan azucares para producir principalmente &cido lactico.

Cuadro 9. Analisis quimico, cuantificacion de Acido lactico de agua de coco pasteurizada
y fermentada por Lactobacillus plantarum BG 112.

Dias de almacenamiento. MEDIA (%) + D.E.
0 3.88+0.61°
7 8.02+1.70B
15 9.16+1.37°B
30 13.00 + 1.48 A
C.V.% 15.74

A-B-C: Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05).
D.E.: Desviacion estandar, C.V. %: Coeficiente de Variacion.

Segun Waldir et al. (2007), menciond que algunas especies del genero Lactobacillus son
heterofermentativos facultativos, que en condiciones de anaerobiosis y microaerobiosis se
comportan como homofermentativos, y en condiciones aerdbicas forman ademas de acido
lactico, &cido acético, acetoina y perdxido de hidrogeno. En este estudio los tratamientos se
encontraron bajo condiciones microaerobias ya que estaban expuestos a bajas
concentraciones de oxigeno por lo cual Lactobacillus plantarum BG112 puedo
comportarsse como una bacteria homofermentativa al producir acido lactico.

Resultados de analisis fisico.

Analisis de color. Se observé en el cuadro 10 el parametro L* representa la luminosidad,
siendo el 0 el color negro y el 100 el blanco, no obstante, hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los dias cero y siete en almacenamiento, se observo que entre los dias
siete y quince no existié diferencia estadisticamente significativa, asi mismo, al dia treinta
estadisticamente la apariencia volvid a ser la misma que en el dia cero, ya que no hubo
ninguna diferencia significativa (P = 0.0114).

El valor a* corresponde a las coordenadas +60 indica rojo, -60 indica verde. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el dia cero y siete, por lo contrario, entre
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los dias siete y quince que no existio diferencias estadisticamente significativas, los dias
cero y treinta si presentaron diferencia significativa (P = 0.0020).

El valor b* corresponde a las coordenadas +60 indica amarillo, -60 indica azul, en los dias
cero, siete y quince se encontraron diferencias estadisticamente significativas, lo contrario
con el dia treinta en el que se observé diferencia estadisticamente significativa (P = 0.0047).

Cuadro 10. Analisis quimico de Color en la escala L* a* b*.
Dias en L* a* b*
almacenamiento

Media + D.E Media = D.E Media = D.E

0 45.14 +0.50A -0.26 +0.03 B 5.35+0.07A

7 35.11 +1.338 0.99+0.084 488+0.014

15 35.28 +0.06 B 1.08 £0.14 A 531+0414

30 4190 +0.354 -1.05+0°¢ 1.63+0.02 8
CV% 3.03 71.41 7.37

A-B-C: Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos (P < 0.05).
D.E.: Desviacion estandar, C.V. %: Coeficiente de Variacion.

Anélisis sensorial. Se realizo a través de un andlisis de aceptacidon donde se uso el producto
después de fermentar en el dia 0 a un pH de 4.6.

Color. Para la evaluacion de color se observaron diferencias estadisticamente significativas
(P = 0.0439), entre la edad y el sexo de los panelistas cuadro 11, los panelistas jovenes,
adultos jovenes femenino y adultos jovenes masculino demostraron que no existid
diferencia estadisticamente significativa en el atributo de color, los panelistas jovenes
masculino y adultos intermedio femenino percibieron de la misma manera el atributo de
color.

Sabor. En el atributo de sabor cuadro 11, se observo que independientemente de la edad y
el sexo de los panelistas, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(P = 0.4814), los resultados coincidiendo con los hallados por Camargo et al. (2015),
quienes hicieron un analisis sensorial de una bebida de agua de coco fermentada, agua de
coco natural y de agua de coco fermentada, adicionada con sacarosa y sabor artificial de
coco. Realizaron una prueba heddnica con 20 consumidores regulares de agua de coco no
entrenados evaluando los atributos de color, sabor, aroma y aceptacion general. En los
resultados obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las tres muestras en
los atributos de aroma, color y apariencia estas diferencias no afectaron la aceptacion del
sabor de la muestra de agua de coco fermentada adicionada con sacarosa y sabor artificial
de coco obteniendo un 94% en el atributo de sabor siendo la mas aceptada.

En el presente estudio se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto
a la edad y sexo de los panelistas no entrenados al momento de evaluar los atributos con
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excepcion del atributo de sabor, ya que como la bebida de agua de coco fermentada tenia
un pH bajo y alto porcentaje de acidez fue necesario adicionar sacarosa permitiendo que la
bebida fuera atractiva al paladar de los panelistas. Segin Galego (2015), en su estudio el
97.3% de encuestados jovenes tienen preferencia a sabores dulces y salados, observandose
que solo entre un 4.5 a 4.3% de los encuestados adultos prefieren un sabor acido.

Cuadro 11. Analisis sensorial. Atributos de color, sabor aroma y aceptacion general, con
una escala hedonica de nueve puntos.

Edad Sexo Color Sabor n.s Aroma A. G.
Media+ D.E. Media+D.E. Media+D.E. MediazD.E.

ADULTO I. F 840+048”® 880+040 880+04 ~ 880+04%

ADULTQOS J. F 8.30+0.90 "% 8.60 +0.66 8.70+0.64 B 850+0.67 8

ADULTOS J. M 8.50+1.00 A 8.00+1.65 8.75+1.08" 7.87+1.76°
JOVEN F 790+1.3 A& 8.22+001 8.25+1.15"% 8.32+0.75%8
JOVEN M 761+128 ® 8.00+1.31 8.17+1.04”% 8.02+0.95°
C.V.% 12.31 10.17 12.04 11.05

A-B-C: Letras iguales en la misma columna no tiene diferencias significativas entre
tratamientos. (P < 0.05).

D.E.: Desviacion estandar, C.V. %: Coeficiente de Variacion.

n.s.: no hay diferencias estadisticas.

Adulto I: Adulto intermedio.

Adulto J: Adulto joven.

Aroma. En el cuadro 11, entre los panelistas adultos intermedios femenino, adultos jévenes
y jovenes femenino no percibieron diferencias estadisticamente significativas en el aroma
de la bebida, los panelistas jovenes y adultos jovenes masculino no percibieron diferencias
estadisticamente significativas en el atributo de aroma de la bebida (P = 0.2231). Durante
la fermentacion y el tratamiento térmico la bebida mostré pérdida del aroma natural del
agua de coco. Por lo tanto, fue necesario agregar un aroma artificial para mejorar este
atributo y aumentar la aceptacion de los panelistas.

Aceptacidn general. En Los resultados del cuadro 11, se observé que entre los panelistas
adultos jovenes femenino y adultos jovenes masculino existio diferencias estadisticamente
significativas en relacion a la aceptacion general de la bebida. En el resto de los panelistas
no se observd diferencias estadisticamente significativas (P = 0.1073). Estos resultados son
contrarios a los hallados por Figueiredo et al. (2005), evaluando el perfil sensorial y
aceptabilidad de muestras de agua de coco obtenidas de diferentes procesos de fabricacion.

Durante el andlisis sensorial se evaluaron tres muestras diferentes, (agua de coco fria, agua
de coco esterilizada y agua de coco congelada). Aplicandose una prueba de aceptacién
general seleccionaron a 30 consumidores de agua de coco los panelistas utilizaron una
escala heddnica de nueve puntos, los resultados obtenidos fueron analizados mediante un
analisis de varianza y una prueba Tukey (P = 0.05). El agua de coco fria resulto ser mas
aceptada por los panelistas obteniendo un 73.3% de aceptacion general.
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Segun Figueiredo et al., estos resultados fueron acordes con el perfil sensorial del agua de
coco fria ya que tenia mejores caracteristicas en cuanto al aroma, color y sabor estos
atributos tuvieron menos influencia negativa en la percepcion del agua de coco verde por
los consumidores a diferencia de las otras muestras, en el estudio se destacé que los
panelistas eran provenientes del Norte y Noreste de Brasil por lo tanto, eran consumidores
habituales de agua de coco verde ademaés de ser panelistas ya entrenados. Segun el estudio
mencionado a los panelistas adultos intermedios les agrada extremadamente el producto,
concluyendo que la edad y el sexo no influyo en la aceptacion del agua de coco. A medida
que los panelistas dan mayor valoracién a los atributos mencionados tendran una mejor
aceptacion general por el agua de coco. La evaluacién de la aceptacion general es
considerada un resumen general de la percepcion de atributos como: color, sabor y aroma
de un alimento.
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4. CONCLUSIONES

e Se formuld la bebida de agua de coco pasteurizada fermentada con Lactobacillus
plantarum BG112, a 35 °C de temperatura y 1.25 g de inulina de Agave tequilana.

e Lactobacillus plantarum BG 112 puede mantenerse en una poblacion de 8.71 log
UFC/ml tomando en cuenta que la adicion de inulina de Agave tequilana no mejoro los
recuentos del probidtico como se esperaba.

e Respecto a las caracteristicas fisicoquimicas, se observd que existié una disminucion de
pH con un aumento de la acidez titulable a los treinta dias, con cambios de coloracion y
aumento en la concentracion de Brix®, obteniendo una aceptacion general de 8.80 en la
escala hedonica de 9 puntos.
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o. RECOMENDACIONES

Realizar estudios adicionales para optimizar la concentracion de otros prebidticos que
puedan contribuir al crecimiento de células durante el periodo de almacenamiento,
como por ejemplo inulina de alcachofa, achicoria etc.

Llevar a cabo una cuantificacion de azucares presentes en agua de coco.

Evaluar la preferencia de los consumidores en sustituciones de azUcares por
edulcorantes no caloricos.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Prueba de escala hedénica.

Nombre:

Usted esta recibiendo una muestra de agua de coco fermentada con la cultura probidtica
Lactobacillus plantarum BG 112 afiadida con inulina de agave tequilana. Por favor, evalle
la muestra con relacion a los atributos color, sabor, aroma y aceptacion global, segun el

grado de gusto o desagrado, utilizando la siguiente escala.

(9) Me gust6 extremadamente
(8) Me gusté moderadamente
(7) Me gusto regularmente

(6) Me gustd ligeramente

(5) No me gusto, ni me disgusto
(4) Disgusto ligeramente

(3) Disgustado regularmente
(2) Disgustado moderadamente
(1) Disgustado extremadamente

No. COLOR SABOR AROMA
MUESTRA

ACEPTACION
GLOBAL

Comentarios:
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Anexo 2. Incubacion de placas Petri, para determinar la viabilidad de Lactobacillus
plantarum BG112 después de 48 horas de fermentacion.

Anexo 3. Conteo de UFC después de 48 horas de fermentacidn bajo anaerobiosis.
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Anexo 4. Distribucién de los tratamientos para ser almacenados 30 dias.
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Anexo 6. UFC de Lactobacillus plantarum BG112 a los 7 dias de almacenamiento.
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Anexo 8. UFC de Lactobacillus plantarum BG112 a los 30 dias de almacenamiento.

Anexo 9. Correlacion entre analisis fisicoquimicos y microbioldgicos durante los dias en
almacenamiento.

Pearson Correlation Coefficients, N =8

Dia pH | Brix AcidezT L a b log
Dia 0.005 0.0348 0.0002 0.86 0.2558 0.0055 0.891
pH 0.0054 0.0593 0.0042 0.2003 0.9463 0.0924 0.9679
Brix 0.0348 0.0593 0.1009 0.522 0.9703 0.3951 0.9953
AcidezT 0.0002 | 0.0042  0.1009 0.8295 0.2762 0.005 0.9287
L 0.86 0.2003 0.522 0.8295 0.015 0.5179 0.6008
A 0.2558 0.9463 0.9703 0.2762 0.015 0.0344  0.985
B 0.0055 0.0924 0.3951  0.005 0.5179 0.0344 0.9171
Log 0.891 0.9679 0.9953 0.9287 0.6008 0.985 0.9171
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