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RESUMEN

En la presente investigacién se realizd6 una bebida fermentada a base de Mamey (Mammea
amaericana L.) por ser una fruta nativa de Mesoamérica. La elaboracion de la bebida fue a
escala de laboratorio; Como control de calidad en proceso se le realizaron analisis fisico-
quimicos (Acidez titulable, pH, Brix y alcohol) bajo la norma mexicana, NMX-V-012-1986. Para

asegurar que la matriz alimentaria de Lactobacillus casei tuviera las condiciones optimas.

Fue contemplada la adicién del probiético Lactobacillus casei a la bebida fermentada dado que
traeria beneficios en la salud de las personas, especificamente para mejorar el sistema
gastrointestinal debido a que las bacterias acido lacticas del género Lactobacillus poseen muchos

beneficios para la reconstitucion de la microbiota intestinal.

Dicha bebida fue divida en 3 tratamientos de 1 Litro cada uno, a cada uno de los tratamientos se
les adiciond una concentracién diferente del probiético Lactobacillus casei. Para la definicion de
estas concentraciones se basoé en la cantidad minima requerida de probiéticos benéfica para el

cuerpo humano, siendo esta 108 Unidades formadoras de colonia.

Al realizar el conteo de bacterias acido lacticas mediante placas Petri con agar Man Rogosa
Sharpe fue posible su conteo Unicamente a las 48 horas de su siembra, posteriormente se realizd
un conteo a los 8 dias y se comprobd que la cepa probiotica de Lactobacillus casei. No fue capaz
de sobrevivir en la bebida fermentada (vino) de mamey a diferencia de la cepa (Lactobacillus

casei CIAL 51) utilizada en la investigacion de supervivencia probiotica en vinos por Garcia Ruiz.

Por lo cual se recomienda en futuras investigaciones utilizar una cepa diferente al Lactobacillus

casei. Que pueda resistir las condiciones inhdspitas que produce una bebida fermentada.

Palabras clave: Lactobacillus casei, Mammea americana L., alimentos funcionales,

probidticos, bebida fermentada, vino, microbiota intestinal.
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos coloniales, nuestros descendientes deseosos de tomar bebidas alcohdlicas, se

miraban en la necesidad de elaborar su propia bebida.

Las bebidas fermentadas son bebidas que contienen etanol (alcohol etilico). Atendiendo a la
elaboracion se pueden distinguir como bebidas producidas por fermentacion alcohdlica (vino,
cerveza, hidromiel, chicha) en las que el contenido en alcohol no supera los 15 grados (Aguilera
y Molina 2011).

En la presente investigacién se plantea la incorporacion de un probidtico: Lactobacillus casei
sobre una matriz siendo esta una bebida fermentada a base de mamey (Mammea americana
L.) (Vino de mamey) lo que traeria muchos beneficios en la salud de las personas
especificamente para mejorar el sistema gastrointestinal debido a que las bacterias acido
lacticas del género Lactobacillus poseen muchos beneficios para la reconstruccién de la

microbiota intestinal.

La investigacion se llevo a cabo en un periodo del 19 de Abril de 2017 hasta el 1 de Febrero de
2019 en el laboratorio de bromatologia de la facultad de quimica y farmacia de la Universidad

de El Salvador. Para lograrlo se elaboraron tres lotes de vino de mamey de 1 litro cada uno.

Con la bebida fermentada elaborada se procedié a inocular la bacteria probidtica Lactobacillus
casei en cada uno de los lotes, la inoculacion se realizd a tres diferentes concentraciones: 10°
UFC, 10" UFC y 108 UFC/mL.

Las concentraciones son para cada litro o lote y se evaludé durante cuatro semanas el conteo de
bacterias acido lacticas utilizando la metodologia tradicional con AGAR. M.R.S, Man Rogosa
Sharpe; Durante ese mismo periodo de tiempo también se evalué el comportamiento

fisicoquimico, cada lote con su concentracién de bacterias inoculado como control en proceso.

Al finalizar la evaluacion los resultados obtenidos de pH, grado alcohdlico, Brix y acidez total y
conteo de bacterias acido lacticas, fueron sometidos en una evaluacién estadistica, aplicando el
analisis de varianza (anova), para conocer la diferencia significativa que existe entre estos

parametros, respecto a cada uno de los lotes inoculados.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Bebidas fermentadas

2.1.1. Resefia histoérica

La fermentacion se ha realizado durante mucho tiempo, se cree que se practicaba al menos
desde unos 10,000 a.C. suficientes pruebas cientificas y arqueoldgicas han demostrado que la
bebida fermentada a base de un cereal mas antigua del mundo es la cerveza, producida por
primera vez 4,000 afos a.C. por los sumerios en el sur de Babilonia, se encontraron tablillas de
arcilla suméricas con escritos sobre la receta de la bebida. Los sumerios fueron conocidos
como grandes bebedores de cerveza al igual que los egipcios también famosos por su
tecnologia fermentativa, fueron grandes productores y consumidores de cerveza y pan (Paez
2010).

En México, pais de grandes contrastes, tradiciones y gran diversidad cultural y biologica, se
encuentran alimentos muy variados, entre ellos los alimentos fermentados tradicionales que se
consumen hoy en dia y que complementan la dieta de forma importante. Las bebidas y los
alimentos indigenas fermentados han sido de gran importancia en la vida diaria y ceremonial de

numerosos grupos desde la época prehispanica hasta la actual (Garcia 2010).

En las culturas indigenas existen muchos alimentos y bebidas fermentadas autéctonas, de las
cuales se conoce poco. En 1965 Hesseltin publicé una lista de alimentos fermentados

tradicionales que actualmente se ha incrementado (Paez 2010).

2.1.2. Generalidades

Los alimentos fermentados se definen como aquellos alimentos en los que los microorganismos
han causado reacciones bioquimicas deseables las cuales conllevan a cambios significativos.
Durante el proceso de fermentacion un sustrato organico, usualmente un carbohidrato se oxida
incompletamente y existe un compuesto organico el cual actia como acepto final de electrones

(Armendariz y Bolafios 2012).

En términos generales, la fermentacion implica el empleo de microorganismos para llevar a

cabo transformaciones de la materia organica catalizadas por enzimas (Porto 2010).



La fermentacién de alimentos ofrece ciertas ventajas, entre ellas:
- Provee alimentos resistentes al deterioro y al desarrollo de toxinas.
- Menos probabilidad de que los alimentos transfieran microorganismos patdgenos.
- Se consigue un tiempo de vida util mas prolongado.
- Existen modificacion del sabor original de los ingredientes y mejoran el valor nutricional

(Armendariz y Bolafos 2012).

Los alimentos o bebidas fermentadas son aquellas en que una etapa esencial de su
procesamiento se debe al crecimiento y la actividad de microorganismos (hay fermentaciones

lacticas, acéticas, alcohdlicas y mixtas, entre otras) (Garcia 2010).

Paez (2010), en un sentido bioldgico la fermentacion es un proceso de obtencion de energia en
condiciones anaerobicas (ausencia de oxigeno) que puede generar como producto final acido
lactico (fermentacion lactica por las bacterias acido — lacticas) o etanol (fermentacién alcohdlica

por levaduras).

Las bebidas alcoholicas son bebidas que contienen etanol (alcohol etilico). Atendiendo a la
elaboracion se pueden distinguir entre bebidas producidas por fermentacién alcohélica (vino,
cerveza, hidromiel, chicha) en las que el contenido en alcohol no supera los 15 grados, y las
producidas por destilacion, generalmente a partir de un producto de fermentacion (licores,

aguardientes, etc.) (Aguilera y Molina 2011).

2.1.3. Las bebidas fermentadas en el mundo son las siguientes:

e Vino: El vino es una bebida alcohdlica que se hace a partir de la uva, el proceso implica
la fermentacion alcohdlica del zumo o mosto a través de la accidbn metabdlica de
levaduras (Landaverde 2017).

e Sidra: Se trata de una bebida con alcohol que se produce a partir de la fermentacion del
jugo de manzana (Porto, 2010).

o Hidromiel: Es el producto obtenido de la fermentacion de la miel con agregado de agua
y nutrientes por levaduras (Gonzales, M. & Terenzano s.f.).

e Cerveza: La cerveza depende del tipo de cereal y de agua, pero sobre todo de las
diferencias en cuanto a tostado, concentracién del mosto, cantidad de levadura anadida
y cambios de temperatura, se obtienen los tipos de cerveza mas conocidos. Se
distinguen dos clases de cervezas, las de fermentacién alta y las de fermentacién baja
(Porto 2010).



2.2. Historiade la elaboracion de bebidas alcohdlicas fermentadas en El Salvador

Desde tiempos coloniales, nuestros descendientes deseosos de tomar bebidas alcohdlicas, se
miraban en la necesidad de elaborar su propia bebida, durante casi toda la siguiente centuria
post colonial. No podian adquirir ni bebidas extranjeras, mucho menos otras de menor calidad;
pero si fermentar cierta bebida a base de maiz, agua al natural, dulce en panela, mas
secundarios ingredientes; existi0 después propaganda menospreciadora de las grandes
licoreras contra humilde bebida nativa. Valiéndose de cantaros o con similar artesania, durante
4 6 mas dias fermentaban tales bebidas alcohdlicas, obteniendo graduaciones etilicas similares

0 superiores a cerveza comun (Aguilera y Molina 2011).

2.2.1. Tipos de bebidas alcohélicas fermentadas en El Salvador:

- Chicha de cereales (maiz, arroz, trigo y cebada): Chicha es el nombre que reciben
diversas variedades de bebidas alcohdlicas derivadas principalmente de la fermentacion

no destilada del maiz y otros cereales originarios de Ameérica.

- Chicha de Frutas (marafion, nance, jocote, naranja, etc.): La chicha de fruta se
obtiene por la fermentacion espontanea del jugo. El tiempo de fermentacién esta en

estrecha relacién con la maduracién (contenido de azucares) y la temperatura ambiente.

- Chaparro: Esta bebida es elaborada a base de la destilacién de la chicha elaborada a

base de maiz y dulce de panela, un producto derivado de la cafia de azucar.

- Vino: El vino es una de las bebidas espirituosas mas difundidas en nuestra cultura y
esta relacionado directamente a las uvas, pero existen otros recursos que nos permiten

experimentar el sabor de un buen vino.

- Vino de Jamaica: El Vino de rosa de Jamaica es una bebida alcohdlica con 12% de
alcohol en volumen; desarrollado durante un proceso de fermentacion en el cual no

interviene ningun tipo de tratamiento con insumos quimicos.

- Cerveza: La cerveza es una bebida alcohdlica muy antigua, desarrollada por los
pueblos de los imperios mesopotamicos y por los egipcios, resultado de fermentar los

cereales germinados en agua, en presencia de levadura (Aguilera y Molina 2011).



2.3. Vinos

2.3.1. Antecedentes

Entender la historia del vino implica no solo adentrarnos en la vida cotidiana de millones de
personas a lo largo de los tiempos sino también observar el proceso de apropiacién de técnicas
agricolas, de elaboracién, de creacién de envases y produccion de excedentes que implican la
necesaria transmision de experiencia y conocimientos de una generacién a otra, es probable
que se produjeran vinificaciones accidentales en todas partes donde hubiese a la vez uvas en

estado silvestre y poblacién humana (Filippi 2008).

Nuestra era del vino comienza con la colonizacion del Mediterraneo hacia el ano 1,100 a.C., los
griegos hicieron lo propio 350 afios mas tarde; fue entonces cuando el vino llegd a los paises

donde se estableceria: Italia, Francia y Espana (Buendia 2012).

2.3.2. Definicién

El vino es una bebida alcohdlica que se hace a partir de la uva, el proceso implica la
fermentacion alcohdlica del zumo o mosto a través de la accion metabdlica de levaduras (Porto
2010).

El vino es el alimento natural obtenido exclusivamente por fermentacion alcohdlica, total o

parcial, de uva fresca, estrujada o no, o de mosto de uva” (Landaverde 2017).

2.3.3. Produccion de vino a nivel mundial

Entre los paises mayores productores de vino se encuentra Italia que se posiciona en 2015
como el primer productor mundial (48,9 Mill. hL, +10 % con respecto a 2014) seguida de
Francia (47,4 Mill. hL, +1 % con respecto a 2014) y Espana (36,7 Mill. hL, +4 % con respecto a
2014). En los tres principales paises productores europeos se han alcanzado producciones
ligeramente superiores a la media.Fuera de la Union Europea, Estados Unidos alcanzaria una
produccion de 23,9 millones de hectolitros, un 10% superior a la de 2015. En América del sur, la
produccion de Argentina, Chile y Brasil, segun recoge la OIV, cae de forma destacada por la
influencia del Nifio. (OIV 2015) (Fig. 1).
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Figura 1. Produccién de vino a nivel mundial
Fuente: OIV 2015

2.3.4. Consumidores de vino a nivel mundial

El consumo mundial de vinos rosados alcanzé en 2014 los 22,7 Mill. hL, es decir un aumento
del 20 % desde 2002. Francia y Estados Unidos son los principales consumidores de vinos, con

8,1y 3,2 millones de hectolitros consumidos respectivamente en 2014.

Solo unos pocos paises experimentaron una reduccién en su consumo de vinos y son aquellos
con una relevancia histérica en el consumo de vino y de vino rosado: Italia, Espafa y Portugal;
El consumo de vino se globaliza y el numero de nuevos paises aumenta, especialmente de
Europa del norte: Reino Unido (+250 % desde el 2002), Suecia (+750 %), pero también Canada
(+120 %) o Hong Kong (+250 %) (OIV 2015).

2.3.5. Situacién actual de los vinos en El Salvador
2.3.5.2. Consumo de vino en El Salvador

El mercado del vino en El Salvador ha experimentado un sorprendente dinamismo, creciendo

en mas de un 50% en los ultimos anos.

Por ello, se esta convirtiendo en un mercado atractivo para mdltiples bodegas, debido al
continuo crecimiento de las ventas y paulatino descubrimiento que esta haciendo el consumidor
salvadoreno de este producto de consumo no tradicional en el pais ya que no hay produccion

de vino en El Salvador, por lo que todo el consumo es importado (Fig. 2).



Sin contar las cifras exactas, actualmente se estima en unos $10,000,000 la importacién anual

de vinos y en consecuencia el consumo en el pais.

Los salvadorenos han descubierto el placer del buen vino, convirtiendo el pais en un mercado

muy atractivo para las grandes casas vinicolas del mundo.

Los vinos mas vendidos en el pais son los de la casa chilena Concha y Toro, con un 30% del

mercado del vino en El Salvador y una cuota de ventas que supone mas del 40% de las ventas

de vinos de Chile.

Vende principalmente su marca estrella Casillero del Diablo, seguido de cerca de la marca

Frontera. Cada afio Concha y Toro venden en El Salvador unas 36.000 cajas de 12 botellas de
750 ml., es decir, cajas de 9 litros (ICEX 2013).
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Figura 2. Paises con mas consumo de vino per capita en el mundo (litros / afio).

Fuente: OIV, 2015



2.3.5.2. Produccién de vino en El Salvador

No hay produccion de vino en El Salvador, por lo que todo el consumo es importado (ICEX
2013).

Algunos obstaculos comerciales para la produccién son:

- El tamano relativamente pequefio del mercado.

- La fuerte competencia de los vinos chilenos que gozan de arancel 0% frente a los vinos

espafioles con un 20%.

- El consumo de vino en el pais muestra una tendencia creciente, pero es todavia mucho

menor en relacion al consumo de otras bebidas alcohdlicas, como la cerveza y el vodka.
- Respecto a los requisitos y barreras de ingreso, existen diversas normas de obligado
cumplimiento (etiquetado, registro, etc.), asi como gravamenes especiales a las bebidas
alcohdlicas (ICEX 2013).
2.4, Tipos devinos
2.4.1. Generalidades
El tipo de vino determina el caracter del mismo, que es el rasgo mas perceptible y facil de
determinar al probar un vino, al contrario que las fragancias y los sabores estos cambian y son
sutiles dependiendo muchas veces de las condiciones de produccion (Vidal 2010).

2.4.2. Esquema de tipos de vinos (clasificacién).

Los vinos se clasifican segun su color y su azucar residual de la siguiente manera (Fig. 3):
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Figura 3. Clasificacion de vinos.

2.4.3. Clasificacion de vinos por su color

2.4.3.1. Vino tinto

El vino tinto se elabora fermentando el mosto en contacto con pieles y semillas para extraer la
concentracién adecuada de antocianos, este proceso denominado maceracién puede durar
unas horas en el caso de los vinos rosados, unos pocos dias en el caso de los vinos tintos
destinados a ser consumidos rapidamente o varias semanas en aquellos vinos tintos

destinados a la crianza (Zamora 2013).

2.4.3.2. Vino rosado

El vino rosado es un vino tinto con poca maceracion. El vino tinto tiene ese color porque se
maceran los hollejos de las uvas negras, que contienen el "colorante" junto con el jugo de las

mismas. De esa manera el jugo, amarillento, se "tine". Ahora bien, si la maceracién dura veinte
dias el color sera intenso (vino tinto), si es de un dia apenas tenue estara dando como

resultado un vino rosado (Vidal 2010).

2.4.3.3. Vino blanco

El vino blanco se elabora a partir de mosto de uvas blancas o tintas, siempre y cuando estas
ultimas no presenten pulpa coloreada y no se someta a maceracion con sus hollejos, La
definicion legal de estos vinos impide la maceracion en la fase fermentativa, pero no

necesariamente ha de evitarse en el periodo pre fermentativo, donde los hollejos y otros
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componentes de la vendimia, pueden intercambiar sustancias con el mosto en mayor o menor

grado y segun la técnica de elaboracion adoptada por el endlogo de la bodega (Zamora 2013).

2.4.3.4. Clasificacion de los vinos segun su azucar residual

2.4.3.5. Secos

El vino seco se obtiene de la fermentacién natural, mientras que el dulce esta fortificado para
evitar que el azucar se convierta por completo en alcohol (De la Borda, 2017). Los vinos secos
no tienen mucha cantidad de azucar residual, y por lo tanto no son dulces. Seco, en vinos, es lo
opuesto a dulce. Este tipo de vino se produce en todo el mundo y los hay tintos, blancos y
rosados y pueden ser los que tienen como uva base: Chardonnay, Sauvignon Blanc, Cabernet

Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Borgofias y Burdeos (Torres 2006).

2.4.3.6. Dulces

Los vinos dulces naturales deben tener normas analiticas bien precisas: su contenido en
alcohol debe estar comprendido entre el 15y el 18 %, y su grado licoroso entre 50 y 100 g de
azucar por litro, la crianza de los vinos dulces naturales se lleva a cabo tradicionalmente en un
medio oxidativo, es decir, dentro de tinas en vendimia o dentro de botas sin rellenar e, incluso,

dentro de recipientes de vidrio expuestos al sol (Torres 2006).

2.4.3.7. Vinos de frutas

La obtencién de vinos de frutas ha sido probada en varios paises al elaborarlos de diversas
frutas como pifa, nance, granada, papaya, etc. Siendo uno de los mas populares y mayor éxito
comercial el de Naranja (Ronquillo et al 2016).

2.5. Proceso de elaboracion del vino

La quimica del vino, es esencial en la transformacién del zumo de la uva en vino, este proceso
se denomina fermentacion, que normalmente se realiza en depdsitos de acero o de hormigén

(Cazanga 1985).

De esta manera, las levaduras se van muriendo poco a poco por falta de alimento y el proceso

se detiene, obteniéndose un vino seco, sin azucar (Gémez 2017).
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2.5.1. Flujo de proceso del vino

El flujo de proceso nos muestra graficamente los pasos o0 procesos a seguir para alcanzar el

producto final (Fig. 4).

RECEPCION Y 150 000 kg
CONTROL DE VENDIMIA.

| DESPALILLADO. } RASPON
| 9000kg __|
| ESTRUJADO. |
I ISulfitado 6g/HI
| ENCUBADO. |
FERMENTACION
ALCOHOLICA. ORUJOS
| 31 500Kg
| DESCUBE. H Escurribo }{ prEnsapo]
FERMENTACION VINO PRENSA
MALOLACTICA. 15 750 litros
|
[ | |
ALMACENAMIENTO ALMACENAMIENTO ALMACENAMIENTO
EN BARRICAS (12 MESES) EN BARRICAS (12 MESES) EN DEPOSITOS
| HE-
| TRASIEGOS || TRASIEGOS || TRASIEGOS CEs
1500Kg
| TRATAMIENTO POR FRIO |
[ FruTRACION | [ FriTrRACION I [ FtrRACION |
| EmBoTELLADO | | EmBOoTELLADO | | EmBOTELLADO |
ENVEJECIMIENT ENVEJECIMIENTO I ALMACENAMIENTO |
Lz4 MESES 12 MESES
1 |
[ Eexeebicion | [ exeepicion | [ exeepicion |
VINO TINTO RESERVA VINO TINTO CRIANZA VINO TINTO JOVEN
22 313 litros 22 313 litros 44 625 litros

Figura 4. Flujo de proceso del vino.
Fuente: Luengo, 2008.
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2.5.2. Descripcion del flujo de Proceso

2.5.2.1. Recepciény control de lauva

Mediante el empleo de remolques que transportan cajas o pequefios cestos que no sobrepasen
25 kg de capacidad, el transporte se realiza con la mayor rapidez posible debiendo llegar la uva
a la bodega el mismo dia de ser vendimiada, evitando en lo posible el aplastamiento de la uva y
un calentamiento excesivo de la misma. Se procede inmediatamente al pesado y toma de
muestra esta se realiza en cada remolque, y posteriormente se analizara para comprobar el

estado sanitario y riqueza en azucar de la uva (Luengo 2008).

2.5.2.2. Despalillado y estrujado

La vendimia entra por su parte superior por gravedad, es despalillada enviandose los raspones
al exterior de la nave y la uva pasa a continuacion por la estrujadora para que libere el mosto y
ponerlo en contacto con los hollejos. La uva estrujada y despalillada se envia a los depdsitos de
fermentacion por una bomba de vendimia, a la salida de la bomba se sitia un dosificador

automatico de sulfuroso para corregir el mosto (Luengo 2008).

2.5.2.3. Encubado y maceracién

Esta operacién consiste en depositar el mosto en los depdsitos para que fermente y se
convierta en vino, la duraciéon de la fermentacién sera de 6 dias para el vino joven y sera la
primera que entre en la bodega y 6/10 dias para el vino de crianza y reserva. En lineas
generales, la maceracion es un proceso en el que se produce un intercambio de compuestos
entre partes sélidas y liquidas. Una forma natural de dotar, tanto al componente liquido como al
sélido, de nuevos sabores y matices que estan presentes en uno u otro elemento (Serres
2017).

2.5.2.4. Fermentacién alcoholica

Es el proceso por el cual el azicar del mosto se convierte en alcohol etilico mediante la accion
de las levaduras naturales presentes en el hollejo de la uva (en la pruina) y en la propia
bodega. Se trata de uno de los momentos fundamentales del proceso de elaboracién del vino
(Gomez 2017).
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2.5.2.5. Descubey prensado

Consiste en sacar el “vino yema” del depdésito donde ha fermentado con los orujos y trasladarlo
a otros depdsitos donde se produce la fermentacion malolactica. Los orujos frescos
fermentados obtenidos de los depdsitos autovaciantes, se prensan obteniéndose “vino prensa”
(Luengo 2008).

El prensado consiste en introducir la uva en la prensa, que es una maquina que presiona la
uva, Sirve para extraer el mosto de la uva. (Gomez 2017). Los sistemas de prensado, por la
necesidad de separar las partes solidas del jugo que tiene la uva en su interior, son tan
antiguos como el propio vino. Tras siglos de evolucion, hemos llegado a nuestro tiempo con
sistemas mecanicos normalmente horizontales, o verticales, menos comunes pero que aun

estan en vigor (Belli 2016).

El ciclo de prensado tiene una duracidén de 87 minutos, de los cuales los primeros 30 minutos
se realzan a muy baja presion. La prensa se fracciona en tres categorias: llamamos “turbio” al
primer vino obtenido, apenas sin ejercer presion 200 milibares), durante el proceso de

colocacion de los hollejos (Puig 2016).

2.5.2.6. Fermentacién malolactica

Bioquimicamente es un proceso llevado a cabo por las bacterias lacticas que consiste en la
transformacion del acido malico del vino en acido lactico mas CO2, de ahi el nombre de

malolactica (Mesas y Alegre 1999).

2.5.2.7. Almacenamiento

Realizado el descube se trasladara el vino yema a los depdsitos de almacenamiento, este se
almacenara en estos depdsitos verticales de acero inoxidable donde se produce una segunda
fermentacion (fermentacion malolactica). Sin control de temperatura. Una vez realizado este

proceso:
1. El vino joven se conservara en estos depositos de acero inoxidable.

2. El de envejecimiento ira a barricas de madera segun sea el tratamiento y la longevidad que le

queramos dar a su crianza. El vino prensa se almacenara en distintos depdsitos (Luengo 2008).
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2.5.2.8. Trasiegos

Consiste en separar el vino de las lias acumuladas en el fondo de los depdsitos y barricas, Las
lias son los restos de las levaduras y otras sustancias sélidas que quedan en el fondo de los
recipientes vinarios, ésta es la forma de separar el vino limpio de las sustancias que le dan

turbidez, y por lo tanto es el modo de limpiar el vino de manera natural (Gémez 2017).

Tras la primera fermentacion, el mosto (Unicamente) realiza otra fermentacion en la que unas
bacterias transforman el acido malico en acido lactico, llamada fermentacion malolactica. Esta

es mucho mas suave y agradable que el anterior, por lo que el vino gana en finura (Saez 2011).

Mediante el trasiego se trasvasa el vino de un depdésito a otro, o de una barrica a otra. Se
puede realizar mediante la ayuda de una bomba o por su propio peso, gracias al trasiego se
separan del vino heces y otras materias solidas en suspension (posos) que han caido al fondo
de los depésitos o barricas. Estos componentes organicos si se dejaran en contacto con el vino

le podrian transmitir olores y sabores desagradables (Velasquez 2018).

2.5.2.9. Tratamiento por frio

La estabilizacion por frio consiste en someter al vino a un enfriamiento para que precipiten en el
depésito las sales de acido tartarico que no son solubles a menor temperatura. El acido
tartarico, principal acido de la uva, forma sales con el potasio y el sodio que son los tartratos
(Goémez 2017).

2.5.2.10. Filtrado

Es otro de los procesos que se utilizan para eliminar los sedimentos en el vino y asi dejarlo

perfectamente limpio y preparado para su embotellado (Gémez 2017).

Ademas, mediante el filtrado se pretende eliminar a los microorganismos y conseguir una
limpieza adecuada que no altere la calidad visual y gustativa del vino; En vinos de calidad, es
de comun aceptacion que los filtrados agresivos eliminan importantes compuestos (extracto
seco) que contribuyen a su complejidad, asi como taninos y materias colorantes que les ayudan

a envejecer. Un vino sin filtrar puede tener muchos posos y bitartratos (Saez 2011).
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2.5.2.11. Embotellado

Consiste en introducir el vino a las botellas, ademas es una de las formas de hacer llegar el
vino hasta el consumidor, pero, sobre todo es la mejor forma ya que aparte de cuestiones de
imagen, la botella supone el remate final en la mejora del vino, ya que dentro de ella, el vino se

redondea y alcanza su momento 6ptimo de consumo (Gomez 2017).

2.5.2.12. Lacrianza de vino en barricas de roble

Se emplearan barricas de roble americano de 225 litros de capacidad, donde el vino
permanece al menos un afio. Transcurrido este tiempo, el vino pasa a botellas bordelesas de

0.75 litros donde terminara el proceso de envejecimiento (Luengo 2008).

2.6. Fermentacién en vinos

La fermentacion se define desde un punto de vista bioquimico como el proceso de generacion
de energia en el que los compuestos organicos actuan tanto como donadores o aceptores

terminales de electrones (Matsumoto 2013).

Se conoce que microorganismos especificos pueden producir cambios en la materia prima por
la accion de enzimas microbianas en el substrato organico (alimento), estos microorganismos
inhiben a su vez el crecimiento no deseado de otros organismos, debido principalmente a la
produccion de productos como resultado de la accion metabdlica en la materia prima (Vega
s.f).

2.6.1. Tipos de fermentacién

2.6.1.1. Fermentacion alcohélica (F.A.): Levaduras

Sin microorganismos no hay vino ya que son los responsables de la transformacion del mosto
de la uva en vino. En concreto son las levaduras las que por medio de un proceso bioquimico
denominado fermentacién alcohdlica (F.A.) transforman los azucares del mosto de la uva en

etanol, CO2y otros compuestos quimicos y con ello el mosto en vino (Mesas y Alegre 1999).

La fermentacion alcohdlica en mostos azucarados se origina por el metabolismo anaerobio de

Saccharomyces cerevisiae, que forma etanol y CO, como productos principales. (Matsumoto
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2013), es decir que la fermentacion alcohdlica tiene como finalidad bioldégica proporcionar

energia anaerdbica a los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno.
Para ello disocian las moléculas de glucosa y obtienen la energia necesaria para sobrevivir,

produciendo el alcohol y CO, como desechos consecuencia de la fermentacién (Carrién 2015).

En condiciones de aerobidsis las levaduras se multiplican abundantemente con un rendimiento
en biomasa muy alto ya que se consigue 1 g de levadura por cada 4 g de azucares
consumidos. En anaerobiosis las levaduras realizan la F.A., es decir degradan los azucares de

forma incompleta generando etanol, CO, y energia (Mesas y Alegre 1999).

Durante mucho tiempo misteriosa por su caracter espontaneo, ruidoso, tumultuoso y por sus
mecanismos complejos la fermentacién alcohdlica sigue siendo mal conocida por su desarrollo,

o sea en la transformacion total de azucar en alcohol (Peynaud 2000).

2.6.1.2. Levaduras

Las levaduras son un grupo no monofilético dentro del Reino de los Hongos (Reino Fungi). Por
lo tanto la denominacion levaduras no tiene ningun valor taxonémico. Sin embargo, su
utilizaciéon a lo largo de la historia para referirse a unos hongos especificos con unas

caracteristicas similares hace que todavia sea util (Contreras 2013).

2.6.1.3. Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae utiliza preferentemente monosacaridos como glucosa,
fructosa, manosa y galactosa, y disacaridos como maltosa e isomaltosa, como fuente de
carbono y de energia (76). La primera etapa de la utilizacion de estos azlucares es su paso a
través de la membrana plasmatica, estructura que define la extension de la célula y que es
permeable a moléculas no cargadas de pequefio tamafio e impermeable a moléculas cargadas

y de gran tamario (Anglada 2000).

2.6.1.4. Fermentacion maloléctica (F.M.L.)

Desde principios del siglo XX se sabe que en la elaboracion de algunos vinos pueden
intervenir, ademas de las levaduras, otros microorganismos cuya mision es transformar el acido
malico del vino en acido lactico. Esta transformacion, que es denominada fermentacion

malolactica (F.M.L.) y que es llevada a cabo por diversas especies de bacterias lacticas, es
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considerada una fermentacion de suavizacién del vino que conviene a todos los vinos tintos y a

aquellos vinos blancos cuyo contenido en acido malico sea muy elevado. La fermentacion
malolactica es una segunda fermentacion que, a no ser que se impida, la sufren los vinos

jévenes cuando ha terminado o esta a punto de terminar la F.A. (Mesas y Alegre 1999).

2.6.1.5. Fermentacion lactica

Las bacterias lacticas son un grupo no taxonémico de bacterias que agrupa a todas aquellas
bacterias capaces de producir acido lactico a partir de azucares. Dentro de este grupo hay
especies capaces de desarrollarse en el vino a pesar de ser un medio inhdspito dado su
contenido en alcohol y su bajo pH. A estas especies se las denomina bacterias lacticas del vino.
A su vez algunas de estas especies son capaces, bajo determinadas condiciones, de
transformar el acido malico del vino en acido lactico; el proceso se denomina fermentacion
malolactica (F.M.L.) y las especies capaces de hacerlo se denominan bacterias de la

fermentacion malolactica o bacterias malolacticas (Mesas y Alegre 1999).

2.7. Tipos de controles de calidad

2.7.1. Fisico - quimicos

2.7.1.1. Acidez total en vinos

La acidez es una caracteristica de los vinos, es un atributo, ya que, de su nivel, depende gran
parte el equilibrio gustativo. El nivel de acidez de cada vino, depende de dos parametros, la
llamada acidez fija debida a los acidos organicos presentes en la uva, el tartarico, el malico y el
citrico, y por otro a la llamada acidez volatil originada durante la vinificacion, donde se forman
cantidades limitadas de acido acético, y en la fermentacion malolactica que transforma el acido

malico en acido lactico, mejorando la sensacion gustativa (Sanz et al 2014).

En enologia, la nocidén de acidez de los vinos se puede enfocar de distintas maneras. El
endlogo distingue diversas formas de acidez: la acidez total, la acidez volatil, la acidez fija y la
acidez real. Por consenso, la acidez total representa la acidez determinada por la neutralizacion
quimica de las funciones acidas de los acidos minerales y organicos presentes en el medio. La
participacién de cada acido en concreto en la acidez total esta determinada por su caracter mas
o menos fuerte, es decir por su estado de disociacion Ka y su grado de salificacion (A-) (Pascal
2005).
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2.7.1.2. pHen vinos

La medicion de pH en el vino o mosto, tiene un marcado interés pues este dato es importante
por su efecto sobre: microorganismos, matiz del color, sabor, potencial redox. El valor de pH de
los mostos destinados a los vinos de mesa, oscila entre 2.7 y 3.8, de pendiente principalmente,
del grado de madurez de la uva de que proceden. No existe una relacién directa entre el pH y la
acidez total valorable. La impresién organoléptica de la astringencia y acidez, es mas
dependiente del pH, que de la acidez total. La tonalidad y vivacidad del color de los vinos tintos,
depende de su pH. Los ataques bacterianos son posibles cuando mas elevado es el pH
(Barcel6 1990).

El pH es uno de los factores mas variables del vino. Varia de 2,8 a 4,2 aproximadamente. Hace
cuarenta anos, los primeros tratados de enologia hablaban de una variaciéon de pH entre 2,5y
3,8. Se observa una tendencia al incremento del limite superior del pH de los vinos durante los
ultimos afios. El pH del vino es resultado del equilibrio de los diversos acidos incluidos en su

composicion (clorhidrico, sulfurico tartrico). (Pascal 2005).

2.7.1.3. Refractrometria en vino

Refractrometria, que indica porcentaje de sdlidos solubles, medidos en grados Brix, que es casi
equivalente al porcentaje de hidratos de carbono fermentables existente en el mosto. La
cosecha puede realizarse generalmente con °Brix que oscilan entre 22 y 25 segun la variedad
(Corrial 2014).

2.7.1.4. Grado alcohélico (Etanol) en vinos

El alcohol es el producto principal de la fermentacién del mosto de uva. Ademas del etanol, son
varios los alcoholes y polialcoholes que estan presentes en un vino. Algunos de los alcoholes
superiores son los que dan la caracteristica a los vinos. El etanol es el alcohol mayoritario, y a
este producto van dirigidas las técnicas analiticas, para determinar su concentracién (Barcel6
1990).

La fermentacion alcohdlica es un proceso anaerébico realizado por las levaduras y
pertenecientes al género Saccharomyces. Se produce de forma espontanea o conducida por

las levaduras seleccionadas. (Sanz et al 2014).
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Para efectuar analisis de alcohol deben ser tomadas ciertas precauciones al preparar la
muestra, para evitar la pérdida de evaporacion, dilucion o contaminacion. Muchos son los
métodos para determinar la concentracién de este producto: métodos basados en el punto de
ebullicion; destilacion seguida por oxidacién quimica; peso especifico del destilado; indices de

refraccion u otras propiedades del destilado (Barceld 1990).

2.8. Control microbiolégico

Los microorganismos residuales son aquellas poblaciones microbianas que, tras la elaboracién
del vino, estabilizacion, clarificacién, sulfitado, son capaces de desarrollarse y formar colonias
provocando enfermedades e inestabilidad en los vinos ya terminados. Para realizar el
aislamiento de microorganismos, se utilizan medios de cultivo tanto medio especifico como
diferenciales, la composicion de los medios especificos permite el desarrollo de una especie
concreta. Mientras que el diferencial permite el desarrollo de una especie concreta para el
desarrollo se han de buscar medios de cultivo para cada tipo de microorganismo que se quiera
estudiar (Azofra 2014).

2.9. Alteraciones y defecto en vinos

Actualmente sabemos que, si bien los agentes causantes de la transformacion del zumo de la
uva en vino son microorganismos, que consideramos por ello beneficiosos, también existen
microorganismos que causan alteraciones en el vino y que consideramos por ello perjudiciales.

Los microorganismos relacionados con el vino pueden ser distribuidos en 4 grupos:

- Las levaduras, que son las encargadas de realizar la fermentacién alcohdlica.

- Las bacterias lacticas, que llevan a cabo la fermentacion malolactica.

- Las bacterias acéticas, que junto con algunas levaduras y algunas bacterias lacticas son
causantes de alteraciones en los vinos, los mohos, algunas de cuyas especies pueden
desarrollarse sobre la uva y en las vides causando mermas importantes en la cantidad y

en la calidad de la uva (Mesas y Alegre 1999).
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2.10. Generalidades del cultivo de mamey en El Salvador

2.10.1. Generalidades del mamey

Los frutales exdticos constituyen desde hace varias décadas una fuente inagotable de riquezas,
por su aceptacion en varias regiones del mundo y por los elementos nutritivos que aportan a la
salud humana, segun la Organizacién de las naciones unidas para la alimentacion y la

agricultura (Caicedo y Lopez 2016).

El arbol de mamey por lo general produce dos cosechas por afio, con un promedio de 250-400
frutos al afio, cada uno con un peso promedio de 600 a 700 gr, las épocas de cosecha son en
enero y julio (Alvarado et al 1994).

Los frutos del mamey tienen propiedades funcionales debido a sus vitaminas y minerales,
ademas del contenido de compuestos fendlicos y consecuentemente su actividad anti radical, y
ocupa un lugar importante dentro de los frutos conocidos como exéticos (Caicedo y Loépez
2016).

Ademas, el mamey puede llegar a tener un gran potencial de exportacion, porque puede ser
una fruta muy atractiva para los mercados internacionales, en donde se deben de aprovechar
los Tratados de Libre Comercio y el gran mercado étnico de mas de dos millones de
salvadorenos en el extranjero (Torres 2007).

2.10.2. Caracteristicas botanicas y morfolégicas

A continuacion, se muestran las caracteristicas botanicas del cultivo de mamey (Tabla 1.):

Tabla 1 Clasificacion botanica del mamey.

Orden Gutiferales
Division Antofitas Familia Guttiferae (Clusiaceae)
Clase Dicotiledéneas

Genero Mammea
Subclase Dialipétalas . .

Especie americana

Fuente: Calderén 2007.
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El area de distribucion natural de este frutal se extiende desde la latitud 20° norte a la 10° norte,

a través de las indias occidentales, ubicandose principalmente en las islas de: Jamaica,

Republica Dominicana y Haiti, Puerto Rico, las Antillas menores y la parte norte de Sudameérica,

extendiéndose a través de la América Central hasta el sur de México (Torres 2007).

2.10.3.1.Sistema radicular

Las raices del mamey son extendidas y bastante superficiales, y no se produce una raiz

Pivotante o principal dominante (Zapatier 2015).

2.10.4. Caracteristicas morfoldgicas

2.10.5. Composicion nutricional del mamey

A continuacién, se observa la composicién nutricional de la pulpa de mamey (Tabla 2.):

Tabla 2 Composicion nutricional en 100 gramos de porcion comestible

Compuesto Cantidad | Compuesto Cantidad Compuesto Cantidad
86.20
Agua % Vit A Equiv. Retinol mcg 12.00| Tiamina Mg 0.02
Energia Kcal 51.00 | Ac.grasos mono- insat 0.20 | Riboflavina Mg 0.04
Proteina G 0.50 | Ac.grasos poli-insa 0.08| Nicacina Mg 0.40
Grasa total G 0.50 | Ac.grasos saturados 0.14| Vitamina C Mg 14.00
Carbohidratos G 12.50 | Colesterol mg 0.00| Hierro Mg 0.70
Fibra diet. total G 3.00 | Potasio mg 47.00| Vit.B12 mcg 0.00
Ceniza G 0.30 | Sodio mg 15.00| Acido félico mcg 0.00
Calcio Mg 11.00 | Zinc mg 0.10| Folato equiv.FD| mcg 14.00
Fosforo Mg 11.00 | Magnesio mg 16.00| Fraccién % 0.60
comestible
Vit.B6 mg 0.10

Fuente: INCAP y OPS 2012.
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2.10.5.1.Tallo

El duramen es de color marrdn rojizo y la albura de un color ligeramente mas claro, la madera
es dura, resistente y pesada, pero no se recomienda comercializar para muebles o pisos debido
a su inestabilidad (Torres 2007).

2.10.5.2. Hojas

Las hojas son de color verde brillante oscuro, con peciolo corto, elipticas, algunas veces
oblongo-ovado, la base en forma de cufia, obtusa o redondeada, el apice redondeado u obtuso,
los margenes enteros con numerosas glandulas finas y claras entre las nervaduras, de 10 a 20

cm. de largo y 5 a 10 cm. de ancho (Sosof et. al 2005).

2.10.5.3. Flores

Las flores, blancas y fragantes y de 2 a 3 cm de ancho, pueden ser examinadas, pistiladas o
poligamas. Crecen ya sea como flores solitarias o en agrupaciones en las axilas de las ramas

mas jovenes (Zapatier 2015).

Existen flores masculinas, femeninas y hermafroditas o bisexuales, y se pueden encontrar en el
mismo arbol o en arboles diferentes. Las flores masculinas tienen numerosos estambres
amarillos apifiados en el centro, de 1.27 cm de altura y 1.90 cm de ancho y unidos en la base;
las flores femeninas tienen un pistilo compuesto, con un ovario de 2 — 4 células con estilo corto

y un estigma con dos Iébulos generalmente anchos (Torres 2007).

2.10.5.4. Fruto

Segun Hernandez & Moza (2013) el fruto es globoso u ovalado, de 8 a 20 cm. de diametro, con
un pedunculo delgado y corto, permaneciendo mas o menos un remanente floral en la punta de

color café claro con pequenas areas esparcidas en la superficie.

El fruto es una drupa, puede ser de forma redondeada u oblonga, de 8 — 20 cm de diametro y
0.5 - 2.0 kg de peso, con corteza gruesa Y flexible, pulpa de amarilla rojiza o anaranjada, de
exquisito sabor y jugosa, puede contener de 1 — 4 semillas oblongas de color marrén rojizo de 5

— 6 cm de largo (Torres 2007).
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Segun Hernandez & Moza (2013) el fruto tiene un peso entre 600 y 700 g pudiendo llegar hasta

1.0 kg. La pulpa es firme, de color amarillo rojizo o amarillo naranja, tienen de 2 a 4 semillas

grandes, exudando cuando verdes latex de color amarillo (Sosof et. al 2005).

2.10.5.5. Semilla

Segun el CATIE (2003), las semillas requieren de 1 — 2 meses para germinar, se deben
sembrar de 5 — 8 cm de profundidad. Las semillas se pueden extraer de frutos maduros caidos
al suelo y pueden ser almacenadas bajo refrigeracién hasta por cuatro meses, La estructura
utilizada como semilla corresponde al endocarpio, el cual contiene en su interior una semilla,
estos pesan en promedio 47.8 g. Cada fruto puede contener de 1 — 4 endocarpos, siendo un
71.5% de los frutos que presentan un endocarpio, un 24.5% presentan dos, un 3.0% presentan

tres y un 1.0% presenta hasta cuatro (Torres 2007).

2.10.5.5.1. Toxicidad en semilla

El ingrediente activo de la semilla de mamey se conoce como “mameyin”, sustancia parecida
en composicion y efecto a las piretrinas, encontrandose en un 0.19% en base al peso de la
semilla (Torres 2007).

Las diferentes estructuras del mamey tienen propiedades tdxicas que pueden ser utilizadas
como insecticidas. Las semillas de mamey son altamente téxicas para insectos, peces y
animales hambrientos particularmente cerdos. Las cumarinas del fruto probablemente no son

toxicas para los seres humanos (Hernandez y Moza 2013).

Por ejemplo, la hoja puede controlar el ataque de grillos y plagas en distintos cultivos. El latex
de la corteza, combinado con grasa, puede contrarrestar el ataque de garrapatas, pulgas y
piojos (Cedefio y Viteri 2009).

2.10.5.6. Rendimiento
Se pueden esperar producciones anuales de mas de 100 Kg. de fruto en arboles adultos (250 —

400 frutos), repartidas en una o dos cosechas. Segun, se pueden cosechar 250

frutos/planta/afio con un peso promedio de 650 a 700 g (Torres 2007).
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2.10.6. Requerimientos edéaficos y climaticos

2.10.6.1. Suelos

Requiere de suelos fértiles, bien drenados; de sol constante. Aunque soporta solo “suaves”

sombras. Sin embargo, no tolera el frio (Mayorga et al. 2010).

Los mejores suelos para el desarrollo del mamey son aquellos que son profundos, ricos en

materia organica y con buen drenaje (Torres 2007).

Segun Hernandez y Moza (2013), el cultivo de mamey tolera también suelos que van de
margas arenosas a arcillosas y una fluctuacion en el pH de 5.1 a 7.8. Aparentemente el mamey
no crece en arenas excesivamente drenadas o en suelo con drenaje pobre. Sobrevive y crece
de manera lenta en suelos erosionados y compactos. El pH puede oscilar de 5.1 hasta 7.8
(Torres 2007).

2.10.6.2. Clima

Es un arbol propio de las tierras calientes, y se adapta desde el nivel del mar hasta los 1000
metros sobre el nivel del mar, tanto en regiones humedas como en los semiaridos, prosperando

tal vez mejor en las ultimas (Lebrén 2015)

El mamey crece mejor en climas calidos y humedos, y es tolerante a la sombra intensa,
principalmente cuando los arboles estan jévenes. Se adapta mejor en climas humedos a muy
humedos en donde la precipitacion anual promedio varia de 1500 a 3000 mm, incluso se

encuentra en El Caribe en lugares en donde la precipitacién alcanza los 4000 mm anuales.

Torres (2007) tiene reportes donde explica que el mamey no es tolerante a las heladas, cuando

estas han bajado de los 0 °C, los arboles mueren.

2.10.7. Reproduccion y crecimiento

Las plantas injertadas fructifican a los cuatro afos después del trasplante, mientras que en las
plantas obtenidas de semilla. La fructificacion se inicia solamente después de ocho a diez afios
del trasplante, con el agravante de la presencia de mas de 50% de plantas masculinas que no

producen frutos (Hernandez y Moza 2013).
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2.10.8. Manejo agronémico del cultivo de mamey

2.10.8.1. Epoca de siembra

Las actividades de injertacion debe realizarse al menos nueve meses antes, de la siembra al
campo definitivo, es decir desde el desarrollo del patron hasta la injertacion, ya que cuando
entre la estacién lluviosa las plantas injertadas deben tener un desarrollo 6ptimo que garantice
su crecimiento en el lugar definitivo lo suficiente como para soportar el siguiente periodo de
sequia o al menos que se cuente con riego se pueden establecer en cualquier época (Torres
2007).

2.10.8.2. Distanciamiento y sistema de siembra

Este cultivo se puede establecer desde 4.5 x 4.5 m hasta 6 x 6 metros a cuatro; 4 x6 m; 5 x 7

m en rectangulo y a 5 x 5 x 5 metros a tres bolillos (Torres 2007).

2.10.8.3. Fertilizaciéon

La fertilizacion es un aspecto clave para acelerar y mejorar la productividad, recomienda usar

por arbol, de 10 — 15 kg de estiércol anualmente (Torres 2007).

2.10.9. Control de principales plagas y enfermedades del cultivo de mamey

Segun Torres (2007) en El Salvador se reporta que la mosca de la fruta (Anastrepha sp.), la

avispa negra (Trigona sp), como las plagas que mas dafos hacen al cultivo de mamey.

Pero segun Sermeno (2016), las principales plagas que afectan el cultivo de mamey en El

Salvador son las siguientes.
2.11. Principales enfermedades del cultivo de mamey
Para mamey hasta el momento no se reportan enfermedades que causen algun dafio

econémico (Sosof et. al 2005). Sin embargo, segun Lopez & Moreira (2015), las principales

enfermedades son las siguientes:
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2.11.1. La antracnosis

(Colletotrichum gloesporidioides penz). Puede danar las hojas jévenes, flores y los frutos, pero

usualmente no es un problema muy serio.

2.11.2. El algaroja

(Cephaleuros virescens kunze). Puede atacar ramitas y las hojas causando la muerte

regresiva, si condiciones de alta humedad se mantiene continuamente por un largo periodo.

Las raices pueden ser atacadas por varios hongos Rhizoctonia sp. Pythium splendens lo cual

ocasiona un declinamiento general en el vigor del arbol.

2.11.3. Control de malezas

El mamey es un frutal de crecimiento lento durante su establecimiento, por lo que es necesario
hacer limpias mas frecuentes al menos cada dos meses. En terrenos planos lo mas
conveniente es hacer las limpias utilizando maquinaria, en terrenos con pendiente que no
permita el uso de maquinaria, lo mejor es hacer uso de herbicidas, preferiblemente a base de

glifosato por su mejor eficiencia. (Torres 2007).

2.11.4. Riegos

Los métodos mas conocidos son el riego por surcos o gravedad y riego por goteo, siendo este
ultimo el mas conveniente ya que solamente se humedece parte de la superficie del suelo
donde se ubica la zona radical del arbol. Este sistema pretende como ventajas que se adapta a

las condiciones topograficas de terrenos mas diversas y su gran eficiencia (Sosof et al. 2005).
2.12. Cosecha

2.12.1.indice de cosecha

Esta se realiza cuando el fruto tiene un tamafno adecuado y va depender basicamente del
material genético del que se disponga que por el hecho de ser una especie nativa y de

propagacion espontanea su origen es de semilla por lo que habra diferencias marcadas de un

arbol a otro (Hernandez y Moza 2013).
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Se deben cosechar cuando estan maduras. La madurez del fruto se determina por un ligero

amarillamiento de la piel o cuando uno puede raspar levemente la superficie del fruto con las
unas. Se recomienda recolectar los frutos directamente del arbol, dejandoles adherido una
pequena porcion del pedunculo. Los frutos que caen al suelo también pueden ser colectados
pero el periodo de almacenamiento es menor que cuando se recolectan directamente del arbol
(ICA s. f.).

2.12.2. Sistemas de recoleccion

Lo mas conveniente es evitar que el fruto caiga al suelo porque en muchas partes el agricultor
simplemente espera a que ellos solos caigan, sin embargo, de esa forma los frutos se danan
principalmente si los arboles son muy altos, lo mas recomendable es recolectar la fruta una a
una o usar una bolsa de lona atada a una vara larga y liviana para cosechar las frutas en ramas

distantes (Hernandez y Moza 2013).

2.12.3. Manejo postcosecha

Al parecer es una fruta no climatérica por lo que se cosecha practicamente en completa
madurez, sin embargo, o mejor seria colocarlos en cajas de madera o plastico amortiguadas

con paja o papel periédico (Sosof et al. 2005).

2.12.4. Propiedades fisico quimicas del fruto de mamey

La composicion porcentual promedio del fruto es de 62% de pulpa, 20% de semilla'y 18% de
cascara; el color de la pulpa en el fruto de mamey se debe a la presencia de carotenoides y que
durante la maduracion la concentracién de estos pigmentos aumenta. Se detectd la presencia
de B- caroteno (color amarillo) y el pimiento violaxantina, el de mayor concentracion de los

carotenoides (Caicedo y Lépez 2016).

Segun estudios realizados en tres diferentes extractos (etandlicos, metandlicos y
diclorometanos) obtenidos de Mammea americana en el tratamiento de trastornos
gastrointestinales causados por diversos factores, se demostré la capacidad de los compuestos

presentes como tratamientos en todos los tipos de Ulceras gastricas (Cedefio y Viteri 2009).

La concentracion de fibra dietética (fibra soluble e insoluble) en la mayoria de frutas

normalmente oscila de 1 a 5 g. por 100 g. de producto fresco y con respecto al mamey, sefala
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que este contiene polisacaridos cuyas caracteristicas fisicoquimicas permiten utilizarlos como

fuente de fibra en la preparacion de alimentos para regimenes especiales. Ademas de ser una
buena fuente de fibra insoluble por su alto contenido de celulosa con 0.95 g. /100 g. de porcion

comestible (Zapatier 2015).

2.12.5. Usos del cultivo de mamey

En El Salvador se come directamente como fruta fresca, en refresco o en helados. Los
indigenas elaboraban bebidas alcohdlicas de la fruta y un rico licor dulce y oloroso se obtiene
de la destilacién de las flores, el cual en las Antillas le llaman “Eau e Credle” (Hernandez y
Moza 2013).

En cuanto a la pulpa de mamey, puede usarse adecuadamente para la elaboracion de pulpa,
puré congelado, pasteles, dulces, jaleas, yogurt, helados, torta, vino. Ademas, puede

mantenerse en conservas y enlatar en rodajas (Cedefio y Viteri, 2009).

Para el control de insectos en cultivos se usa la semilla molida en polvo fino en una relacion de
8 a 9 gr, por planta, se considera que en polvo el poder insecticida es mayor. Ademas, se
puede aplicar en forma liquida, utilizando como adherente agua jabonosa, en una relacion de 1

kg de polvo de semilla en 100 litros de agua (Alvarado et al. 1994).

La madera que es dura y pesada se deja trabajar faciimente, se puede utilizar para la
fabricacion de herramientas y de estructuras decorativas debido a que se puede pulir bien y da

un buen brillo. Los arboles se utilizan como rompe vientos en los cafetales (FAO s. f.).

En El Salvador se ha empleado satisfactoriamente para el control de la palomilla dorso de
diamante que ataca el repollo. Se prepara una infusidon en agua caliente de semilla molida de
mamey, a razén de 1 kg de la harina molida por 6 litros de agua, dejando reposar por 24 horas,
se filtra con una tela y se aplica con bomba de mochila sobre el repollo afectado (Lebroén
2015).

2.13. Diversificacion de productos procesados del cultivo de mamey
2.13.1. Pasta de mamey

Se puede preparar pasta de mamey, con rendimiento de 40% sobre la base de la fruta, pero es

necesario utilizar un molino coloidal La pasta se conserva en buenas condiciones al medio
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ambiente ya 37° con bisulflto de sodio (400 ppm) V sorbato de potasio (0.1 %), ademas del

tratamiento térmico de 80° C por tres minutos. La dilucién de la pasta en agua (1:6), da un buen
néctar de 14.5 Brix y pH 3.5 (Orduz y Rangel 2002).

2.13.2. Maceracion de mamey

La forma mas simple de industrializar es cortar la fruta en tiras, macerarla en azucar por
algunas horas y envasarla para su consumo. Sin embargo, existen otras formas de
industrializacién casera que podrian ser mejoradas para constituir la base de una microempresa
agroindustrial, como son la preparacion de mermeladas, compotas y licor de las flores (FAO s.
f.).

2.13.3. Conserva de mamey

Segun investigaciones realizadas, es una fruta muy recomendad para la creacién de conservas,
ya que dura de dos a tres meses en descomponer su pulpa y llegar a portar hongos dafiinos

para la salud (Lépez y Moreira 2015).

2.13.4. Ventajas competitivas del mamey

e Hay lugares de América Latina que protegen mucho el arbol de mamey Cartagena, ya
que la fruta es muy valorada y considera dentro de las jurisdicciones, como lo es el caso

de Cuba, México, Brasil, Colombia y Venezuela. (Lépez y Moreira 2015).

o ElI mamey tiene un importante contenido de carotenoides y es una fuente de vitamina A,
contiene algunas otras vitaminas, aunque en menores proporciones, como el acido

ascorbico (Mayorga et al. 2010).

o En ecuador, la pulpa en ciertos lugares se acostumbra a macerar la fruta en vino, dando
como resultado un vino exquisito de un aroma y sabor muy agradable (Lopez y Moreira
2015).

2.14. El mamey y el comercio mundial

En la Figura 5. Se observa la distribucion geografica de produccion del cultivo de mamey en

Centroamérica.
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Distribucién potencial de:
Mammea americana

Figura 5. Distribucion del mamey en Centroamérica segu FAO.
Fuente: FAO s. f.

No se tiene datos actuales sobre la produccién mundial, pero, se conoce los lugares donde se
esta produciendo el cultivo, que esta ubicado en centro América los lugares donde hay
productores de mamey son México, Guatemala, Puerto Rico, Costa Rica, Cuba, Republica

dominicana y Florida, entre otros (Lebrén 2015).

Siendo México el pais que mas investigaciones ha realizado para mejorar el cultivo ahora
cuenta con mas de 2342.75 ha sembradas y Guatemala con un total de 793,970 ha de mamey.
Los principales destinos de exportacion de Guatemala durante el 2002-2006 han sido El
Salvador con 60%, Honduras 20.2%, Estados Unidos con 19.6% (Gutiérrez 2009).

2.14.1. Datos de produccién y zonas potenciales de siembra de mamey en El

Salvador

El mamey es un cultivo como la mayoria de frutales en El Salvador de traspatio de arboles
desarrollados espontaneamente y en estado casi silvestre, sin embargo, por la arquitectura del
arbol, forma y textura de las hojas puede encontrarse en muchas zonas residenciales de San

Salvador como arbol ornamental (Hernandez y Moza 2013).

No existe en El Salvador plantaciones comerciales de mamey con propésitos comerciales, toda
la produccion proviene de arboles establecidos naturalmente o sembrados informalmente. Los
registros estadisticos reflejan un total de 28 manzanas de cultivo que son asesoradas por el
Programa Nacional de Frutas de El Salvador (MAG FRUTALES) (Gutiérrez 2009).

Sin embargo, segun Menéndez (2001), en la presentacion de resultados del mercado de frutas
nativas por FRUTALES, los datos generales del cultivo de mamey (Mammea americana L.) en

El Salvador son los que se muestran en la tabla 3:
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Tabla 3 Generalidades de mercado de frutas nativas en El Salvador.

Comportamiento del cultivo de mamey (Mammea americana L.) en El Salvador

Procedencia La Paz (San pedro Nonualco, Santiago Nonualco), Cuscatlan (Cojutepeque)
Sonsonate

Variedades Mamey de azucarén y Mamey de fresco

Calidad Tamafio grande, buen color entre amarillo y anaranjado

Periodos Marzo - Agosto

Cantidades Aprox. 3,3000 unidades/semana

Compradores Mayoristas de La Tiendona (Carlos José Reyes)

Recomendaciones Producir mas (esto no alteraria los precios, ya que existe una fuerte demanda)

Fuente: Gutiérrez 2009.

El cultivo se puede desarrollar casi en todo el pais y frecuentemente es hallado entre los 500-
1000 msnm, aunque existen materiales que se hayan desde el nivel del mar, por lo que nos
hace pensar que su potencial de explotaciéon se limita a las zonas con medias alturas de
Ahuachapan, Santa Ana, Cuscatlan, San Salvador, Usulutan, San Miguel, Sonsonate, La
Libertad, y La Paz (Hernandez y Moza 2013).

Segun Torres (2007) realizando giras de campo realizadas en El Salvador en zonas
productoras del cultivo durante un periodo comprendido entre mayo de 2006 a julio de 2007, los
lugares identificados como potenciales fueron: Izalco en el departamento de Sonsonate; Santo
Tomas y Santiago Texacuangos en el departamento de San Salvador; San Francisco
Chinameca, San Pedro Nonualco y Santa Maria Ostuma en el departamento de La Paz, y

Cojutepeque en el departamento de Cuscatlan.

2.15. Exportacién de mamey en El Salvador

La cantidad de mamey que se exporta en El Salvador es de 796 kg con valor de ¢23.779 en
2000 (Cruz y Deras 2000).

2.16. Estacionalidad del cultivo de mamey en El Salvador

La estacionalidad del Cultivo del mamey en El Salvador, segun el Ministerio de Agricultura y

Ganaderia (Tabla 4.) es la siguiente:




32

Tabla 4 Estacionalidad de cultivo de mamey en El Salvador.

Gutife | Mammea

| american
(Chusiz | aL.
ceae)

Fuente: Ministerio de Agricultura y Ganaderia 2009.

Segun Menéndez (2001), en la presentacion de resultados del mercado de frutas nativas por
FRUTALES, algunos datos del comportamiento de la exportacion en kilogramos desde el afio

1995 al 2000 son los que se muestran en la siguiente grafica (Figura 6.):
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Figura 6. Exportaciones mensuales de mamey (Kilogramos).
Fuente: Gutiérrez 2009.
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2.16.1. Mercados potenciales para la comercializacién de mamey

El mamey tiene una importacion relativamente pequena en EEUU, su mayor mercado sigue
siendo el mercado étnico. Se necesita desarrollar tanto el mercado como las variedades de los
cultivos, pero la fruta por si misma tiene mucho potencial, gracias a su tamano, la gran cantidad

de pulpa que contiene, y su gran rendimiento como cultivo (Campbell 2004).

Actuales proveedores

Actualmente se comercializan en el mercado estadounidense las marcas de mamey congelado
siguientes Maya y dofia Lola en Los Angeles CA, Washington DC y la marca Maya en Houston
Texas.(MAG 2009)

La comercializacion de esta presentacion se encuentra en manos de diversos distribuidores de
productos salvadorefios, no obstante, reconocen que es un producto de baja rotacién y
ocasional (IICA 2003).

2.17. Alimentos Funcionales

2.17.1. Biotecnologia

La biotecnologia es la ciencia que estudia la transformacién de materias primas en productos
de utilidad para el ser humano, que se lleva a cabo por medio del empleo de microorganismos y
sus metabolitos, asi como en algunos casos utilizando células animales. Para ello recurre al
analisis y modificacion de las caracteristicas fenotipicas de las células, el estudio de los
procesos metabdlicos y las condiciones en las cuales se llevan a cabo, y colabora en el disefio
de los procesos de ingenieria. Los resultados del empleo de la biotecnologia en la industria lo
podemos observar en: la industria alimentaria, Industria farmacéutica y en la conservacién

ambiental (Conde y Lépez 2014.)
2.17.2. Definicion de alimento funcional
La definicion del International Life Science Institute en 1999, establece que un alimento puede

ser considerado funcional si se ha demostrado de forma satisfactoria que posee un efecto

beneficioso sobre una o varias funciones especificas en el organismo, mas alla de los efectos
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nutricionales habituales, siendo éste relevante para la mejora de la salud y el bienestar y/o la

reduccion del riesgo de enfermar (Andrellucchi 2008).

En la sociedad actual, los desequilibrios y desajustes alimentarios estan relacionados con la
aparicion de un gran numero de enfermedades. La falta de tiempo para cocinar, el ritmo de vida
actual y la enorme oferta de alimentos que hace dificil la toma de decisiones adecuadas,
conduce a que muchas personas no sigan una alimentacién equilibrada, y por tanto, no ingieran
todos los nutrientes que necesitan o las cantidades adecuadas. Como consecuencia de esta
situacion, surgen los alimentos funcionales® que pueden compensar los desequilibrios
alimentarios y garantizan las ingestas de nutrientes recomendadas por los especialistas en

nutricion (Aranceta y Serra s. f.).

Cualquier definicion de alimento funcional debe converger hacia aquel alimento que tenga un
impacto positivo en la salud del individuo ya sea previniendo o curando alguna enfermedad,
ademas del valor nutritivo que contiene. Surge entonces a partir de estos nuevos enfoques,
otros conceptos para identificar caracteristicas particulares dentro de estos alimentos

novedosos. (Reig y Anesto 2002).

2.17.3. Ejemplos de alimentos funcionales

Leches enriquecidas, Yogures enriquecidos, Leches fermentadas con bacterias probiéticas

especificas, zumos enriquecidos, cereales fortificados etc (Aranceta y Serra s. f.).

2.17.4. Clasificacion de alimentos funcionales

Los alimentos funcionales se pueden dividir en dos amplias categorias. La primera categoria
consiste en alimentos funcionales que naturalmente contienen un componente que ofrece
beneficios adicionales al consumidor. La otra categoria de alimentos funcionales consiste en
alimentos procesados en el que el componente se afiade al alimento para darle beneficios
adicionales (Ford y Dahl 2012).

2.17.5. Probiéticos

Dentro del campo de los alimentos funcionales, existe un grupo denominado probiéticos. El

campo de probidticos es un amplio sector que comprende toda una serie de alimentos
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fermentados muy extendidos en otras culturas, obtenidos no sélo a partir de leche sino de otros

productos, especialmente de cereales (Andrellucchi 2008).

Los alimentos probidticos —también denominados funcionales- estan en boga porque se ha
experimentado mucho entorno a ellos en los ultimos tiempos, sin embargo, no se trata de
productos nuevos en el mercado, sino de alimentos comunes que contienen microorganismos
vivos que ingeridos pueden proporcionar numerosos beneficios a nuestro organismo, y

ayudarnos a mantener sana la flora intestinal (Pipitone et al. 2014).

2.17.5.1. Definicién de probiético

Los probidticos son microbios vivos que pueden agregarse a la férmula de muchos diferentes
tipos de productos, incluyendo alimentos, medicamentos y suplementos dietéticos cuya ingesta
en cantidades adecuadas y en forma sostenida en el tiempo, es beneficiosa para la salud del

ser humano (Gonzalez et al. 2014).

Los probidticos son aquellos microorganismos vivos que, al ser agregados como suplemento en
la dieta, afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la flora microbiana en el intestino. Los
probioticos estimulan las funciones protectoras del sistema digestivo. Son también conocidos

como bioterapéuticos, bioprotectores o bio profilacticos (Reig y Anesto 2002).

Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son las usadas mas frecuentemente como
probioticos, pero la levadura Saccharomyces cerevisiae y algunas especies de Escherichia coli

y Bacillus también son utilizadas como probioticos (WGO 2011).

2.17.5.2. Antecedentes de probidtico

El término “probidticos” fue introducido por primera vez en 1965 por Lilly y Stillwell; a diferencia
de los antibiéticos, los probidticos fueron definidos como factores de origen microbiano que
estimulan la proliferaciéon de otros organismos. En 1989, Roy Fuller destaco el hecho que, para
considerarse probiotico, el microorganismo en cuestion debia estar presente en estado viable, e

introdujo la idea de su efecto beneficioso sobre el huésped (WGO 2011).

El término probidtico es una palabra relativamente nueva que significa “a favor de la vida” y
actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos beneficiosos para los

seres humanos y los animales. La observacion original de la funcién positiva desempenada por
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algunas bacterias se atribuye a Eli Metchnikoff, ruso galardonado con el premio Nobel por sus

trabajos en el Instituto Pasteur a comienzos del siglo pasado, que afirmé que "la dependencia
de los microbios intestinales con respecto a los alimentos hace posible adoptar medidas para
modificar la flora de nuestro organismo y sustituir los microbios nocivos por microbios utiles"
(FAO y OMS 2006).

2.17.6. Utilidad de los probioticos

o Contribuyen a restaurar la microbiota, es decir los microorganismos que viven
habitualmente en el intestino.

o Compiten con microorganismos patogenos en el intestino, inhibiendo toxinas
bacterianas y evitando infecciones.

e Producen sustancias antimicrobianas contra otros organismos no deseados estimulan el
sistema inmune.

e Pueden actuar en diversos 6rganos, por ejemplo, en el sistema respiratorio, digestivo,

urinario, etc. (Gonzalez et al. 2014).

2.17.6.1. Probidticos en la alimentacion

Las formas mas comunes en que se presentan los probidticos son productos lacteos y
alimentos fortificados con probidticos. Sin embargo, también hay comprimidos, capsulas, y

sachets que contienen las bacterias (WGO 2011).

Las cepas de Lactobacillus casei, utilizadas para producir leches fermentadas, se usan en
Japon desde los afios 30, gracias a su capacidad de adhesidén y persistencia en el tracto
gastrointestinal. El nombre de L. casei fue dado en 1919 y su nomenclatura esta relacionada
con el queso (L.casei y caseina son originarias del latin caseus, que significa queso
(Andrellucchi 2008).

2.17.7. Prebidticos

Algunos componentes presentes de la fibra son denominados prebidticos, definidos como
ingredientes alimenticios no digeribles de los alimentos que afectan de manera positiva al
huésped, estimulando de forma selectiva el crecimiento y/o la actividad metabdlica de un

numero limitado de cepas de bacterias colonicas. Estos compuestos se caracterizan por ser
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moléculas de gran tamafio que no pueden ser digeridas por las enzimas digestivas del tracto

gastrointestinal alto, alcanzando el intestino grueso donde son degradados por la microflora
bacteriana, principalmente por las Bifidobacterias y Lactobacilos, generando de esta forma una

biomasa bacteriana saludable y un pH éptimo (Olagnero et al. 2007).

Se encuentran en forma natural en gran cantidad de frutas y verduras, como, platano, cebollas,
papas, ajos entre otros. Los Prebi6ticos mejoran la flora intestinal o microbiota, estimulando el
crecimiento de bifidobacterias “bacterias buenas”, que actuan beneficiando la salud: mejoran la
absorcion del calcio, pueden disminuir el riesgo de cancer de colon y mejoran la respuesta

inmune (Gonzalez et al. 2014).

2.17.8. Simbidticos

Los simbiéticos constituyen un grupo diferente a los probidticos. Los simbidticos se definen
como “una mezcla de probioticos y prebidticos destinada a aumentar la supervivencia de las
bacterias que promueven la salud, con el fin de modificar la flora intestinal y su metabolismo” y
el término debe reservarse exclusivamente para los productos que poseen verificacion cientifica
de la simbiosis, es decir en los cuales los prebioticos favorecen selectivamente a los probioticos

adicionados en éste simbidtico en particular (Olagnero et al. 2007).

2.17.9. Lactobacillus casei

Es una bacteria acido-lactica que posee el estatus de generalmente reconocida como segura
(GRAS), ademas, de catalogarse como probidtico; este ultimo corresponde al cultivo de
microorganismos vivos (bacterias, hongos y levaduras) que actuan directa o indirectamente
sobre bacterias patégenas Gram-negativas en el tubo digestivo, actuando por competicion
fisica o de nutrientes, por secrecion de bacteriocitas, produccion de acidos o por inmunidad

cruzada (Gamez et al. 2014).

2.17.9.1. Beneficios al consumir L. casei

e Actividad inmunomoduladora regulando el sistema inmune especifico y no especifico.

e Mejora de la respuesta antibacteriana debido a la actividad antagonista contra

patdgenos. Al contribuir a restablecer el efecto barrera de la mucosa intestinal, reducen
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el sobre crecimiento bacteriano y aumentan la resistencia a la colonizacién por

microorganismos patoégenos.

e Mejoria de los procesos diarreicos de cualquier etiologia. En nifios con diarreas por
rotavirus, la administracion de lactobacillus consigue menor niumero de dias con diarrea
acuosa y una reconstitucion total de la flora intestinal.

e Reduccién de las alergias. La existencia de una microflora intestinal con una elevada
proporcion de lactobacillus y bifidobacterias se ha asociado con una menor prevalencia
de alergias.

e Disminucion de la intolerancia a la lactosa. Esta demostrado que los individuos con
deficiencia de lactasa digieren mejor la lactosa a partir del yogur que a partir de la leche.

o Efectos antiinflamatorios de la mucosa intestinal.

¢ Prevencion de la incidencia de cancer (Andrellucchi 2008).

2.18. Presencia de Lactobacillus en otros alimentos

Los lactobacilos pueden encontrarse en productos lacteos, quesos, granos, productos carnicos
o de pescado, agua, aguas cloacales, cervezas, vinos, frutas y jugos de frutas y otros vegetales
fermentados, ensilajes, masas agrias y pulpas, aunque también forman parte de la flora normal
de la boca, el tracto gastrointestinal y la vagina de muchos animales de temperatura estable,
incluyendo al hombre. También pueden encontrarse en habitat secundarios como los

fertilizantes de origen organico (Serna 2009).

2.18.1. Lactobacillus en vinos

Sin microorganismos no hay vino ya que son los responsables de la transformacion del mosto
de la uva en vino. En concreto son las levaduras las que por medio de un proceso bioquimico
denominado fermentacion alcohdlica (F.A.) transforman los azucares del mosto de la uva en

etanol, CO2 y otros compuestos quimicos y con ello el mosto en vino (Mesas y Alegre 1999).

El pH determinara las especies de BAL presentes en un vino. Con niveles de pH superiores a
3,5, se favorece el desarrollo de las especies Lactobacillus y Pediococcus, mientras que, con

niveles inferiores, es O. oeni la especie que tiende a predominar (Weber s. f.).
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2.18.2. Microorganismos alterantes en vinos

Las fuentes de contaminacién en el vino son numerosas y diversas, pero los principales focos
son frecuentemente los mismos. Las alteraciones microbianas sobre el vino pueden venir de
levaduras consideradas como contaminantes, como es el caso de Brettanomyces (produccion
de fenoles volatiles como etilfenol y etilguaiacol) La presencia de Brettanomyces en la uva
formando parte de su microbiota natural es muy rara, al igual que durante la fermentacién
alcohdlica; la crianza en barricas se revela como el foco de contaminacién mas generalizado,

razén por la que la limpieza y desinfeccion de la madera con agua caliente. (Llanos 2014).

2.19. Métodos de siembra

Existen diversos métodos para enumerar microorganismos en muestras de muy diferente
origen. Cada método tiene sus peculiaridades a la hora de transformar los datos obtenidos en
una densidad microbiana de la muestra estudiada, bien sea Unidades Formadoras de Colonias

(UFC), Microorganismos Totales, etc. (Arana et al s. f.).

2.19.1. Recuento en placa

Es un método muy utilizado cuando se necesita determinar el tamafio de la poblacion
bacteriana de una muestra. El recuento de microorganismos, en este caso, se basa en que
cada uno desarrollara una colonia visible. Pero debido a que una muestra no es totalmente
homogénea con respecto a su composicion microbioldgica, es posible que una colonia se
origine de un microorganismo o de cientos de ellos, dando en este ultimo caso un recuento
menor del real (UNNE 2006).

La técnica se basa en contar las “unidades formadoras de colonias” o UFC presentes en un
gramo o mililitro de muestra. Se considera que cada colonia que desarrolla en el medio de
cultivo de eleccidon después de un cierto tiempo de incubacién a la temperatura adecuada,
proviene de un microorganismo o de un agregado de ellos, de la muestra bajo estudio; este
microorganismo 0 microorganismos son capaces de formar la colonia, es decir una UFC. Para
que las colonias puedan contarse de manera confiable, se hacen las diluciones decimales
necesarias de la muestra, antes de ponerla en el medio de cultivo; la técnica para realizar este
procedimiento se describe en “Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis

microbioldgico” (Giles et al. 2009).
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2.19.2. Estimacion del numero mas probable (NMP)

Este método se basa en la presuncion de que las bacterias se hallan uniformemente
distribuidas en un medio liquido, o sea que las muestras del mismo tamafio de un mismo
producto tendrian el mismo nimero de microorganismos. Naturalmente las muestras contienen
algunos gérmenes mas o menos. Entonces la cifra media es el numero mas probable (UNNE
2006).

2.19.3. Método de siembra por estria en placa

Es el método mas facil y el mas usado para obtener cultivos axénicos. Para ello, con un asa de
siembra se toma una muestra de la poblacion mixta y a continuacién se hacen estrias sobre la
superficie de un medio sdlido preparado en una placa Petri (a las placas Petri también se les
denomina simplemente placas). Conforme se van haciendo estrias en zigzag con el asa, cada
vez se van depositando en la superficie del medio menos microorganismos (Técnicas y

métodos de aislamiento 2012).

2.19.4. Método vertido en placa

En este método, las suspensiones de células microbianas se diluyen antes de su siembra en
placa. Se siguen estas técnicas cuando la muestra contiene tantos microorganismos, que la
dilucién no se puede realizar en una sola etapa. Por ejemplo, una suspension con mil millones
de células por mililitro debe ser diluida 10 veces para obtener una suspension con un centenar
de células por mililitro, por tanto, se realizan diluciones seriadas (en varias etapas),

normalmente de diez en diez, pero a veces de cien en cien (Aguilar 2012).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aspectos generales de la investigacion

La investigacién consisti6 en hacer un estudio de supervivencia de la bacteria probidtica
(Lactobacillus casei L.) adicionada en una bebida fermentada a base de Mamey, evaluando tres
tratamientos con diferentes concentraciones.

3.2. Localizacion de lainvestigacion

3.2.1. Macrolocalizacion

La investigacion fue realizada en la zona urbana del municipio de San Salvador departamento

de San Salvador en la zona central de la republica. Limita al norte con Chalatenango, al este

con Cuscatlan, al sur con La Paz y al Oeste con La Libertad (Fig. 7).

uscatancingo }

.Ayutuxtepeaue
N \ q__.

Figura 7. Macrolocalizacion de la investigacion.
Fuente: Google Maps.
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3.2.2. Microlocalizacién

La investigacion se realizo en los laboratorios de Bromatologia y CENSALUD de la Facultad de

Quimica y Farmacia, de la Universidad de El Salvador (Fig. 8).

Figura 8. Microlocalizacién de la investigacion

Fuente: Google Maps.
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3.3. Tipo deinvestigacion

La investigacion realizada fue de tipo experimental donde los tratamientos se sometieron a un
estudio para evaluar la presencia o no de bacterias probidticas, bajo condiciones fisicoquimicas
que brinda un vino de mamey.

3.4. Investigacion de laboratorio

3.4.1. Elaboracion de la bebida fermentada a base de mamey

3.4.2. Diagrama de flujo para elaboracion de bebida fermentada a base de mamey (vino

de mamey)

A continuacion, se presenta el flujo de proceso realizado para la elaboracién de bebida

fermentada (Fig 9.):

( RECEPCION DE MATERIA |

| PRIMA J_ Mamey frescos
I
EXTRACCION DE PULPA [— 6b Pulpa de mamey
L | A
( ACTIVACION DE A Levadura + aziicar* + agua
— T:33°C
N LEVAPURA o t: 20 min
( PREPARACIONDE )|  pulpa de mamey + agua +

MOSTO | azdcar + levadura activada
|

7 N Filtrado 1 (Dia 15)
FERMENTACION L Filtrado 2 (Dia 30)

. ALCOH|0|-|CA ) Filtrado 3 (Dia 45)
([ PASTEURIZACION | ;s
\ ARTESANAL ) 15 min (Dia 45)
ENVASADO — T:37°C
‘; | j
ALMACENAMIENTO [— T:20-22°C

Figura 9. Flujo de proceso de bebida fermentada de mamey
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3.4.3. Descripcion del flujo de proceso

3.4.3.1. Recepcion

Es la primera etapa del proceso de elaboracion de bebida fermentada de fruta (vino de fruta),
consistira en recepcionar las materias, verificando que el producto recibido se encuentre en
buen estado, limpio y con la calidad requerida. Al mismo tiempo, se debe de verificar que los

envases, embalajes y etiquetados estén en buen estado.

3.4.3.2. Lavado y seleccion

En esta etapa se selecciona la fruta que no cumple con la calidad requerida, aquella que no
tenga con el grado de madurez adecuado, no cumpla con el calibre requerido o presente golpes
o magulladuras sera eliminada. Esto se realizara en una mesa de seleccion.

Luego se realizara el lavado respectivo de la fruta para eliminar bacterias superficiales, residuos
de insecticidas y suciedad adherida a la fruta. Se utilizara agua con Hipoclorito de sodio al 1%
para garantizar la limpieza de la materia prima (Ronquillo et al. s. f.).

3.4.3.3. Extraccion de pulpa

La eliminacion de la cascara permite ablandar mas rapidamente la fruta, asi como obtener un
producto de mejor calidad. Se realizara mecanicamente utilizando una peladora. Es esta parte
de la preparacion, en la que se logra la separacién de la pulpa de los demas residuos como las
semillas, cascaras y otros (Vega 2011).

3.4.3.4. Preparacion de mosto

Se procede a realizar la mezcla de todos los ingredientes, como la levadura, la pulpa de la fruta

y la sacarosa (Ronquillo et al. s. f.).

3.4.3.5. Fermentacioén

En este paso se coloca una trampa de aire, para evitar su oxidacién a vinagre. La mezcla se

deja fermentar en barrica de encino, de 10 dias para la naranja y tejocote como minimo, a una
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temperatura de 30°C. La fermentacion se interrumpe cuando ya no hay produccién de gas

(Ronquillo et al. s. f.).

3.4.3.6. Trasiego

Durante el fermento existe una separacién de fases, quedando el vino en la parte superior y
residuos de fruta o levadura en la parte inferior. Consiste en separar la parte superior del
fermento, mediante una manta de cielo para filtrar la parte de arriba del fermentado,

previamente esterilizado, para eliminar la levadura y la pulpa residuales (Ronquillo et al. s. f.).

3.4.3.7. Envasado

Por lo general, se hace en botellas de vidrio. Los envases deben esterilizarse. El sellado puede
hacerse manual o mecanicamente. Es frecuente que el tapon de la botella sea de corcho, en

este caso se utiliza botella de vidrio con tapa de rosca de plastico (Ronquillo et al. s. f.).

3.4.3.8. Almacenamiento

Debe de realizarse bajo condiciones de temperaturas optimas y niveles de luz bajos. De esta
manera se conservara el producto terminado con las caracteristicas de calidad idoneas

(Ronquillo et al. s. f.).

3.5. Determinaciones fisicoquimicas para una bebida fermentada a base de mamey

Al batch de bebida fermentada producida, se le realizaron analisis fisicoquimicos para obtener
calculos y procedimientos normados para garantizar la calidad del vino y supervivencia de
bacterias. El batch elaborado y analizado, fue utilizado para la inoculacién de probiéticos

separandolo en 3 tratamientos con 4 repeticiones cada uno; ademas del tratamiento testigo.

3.5.1. Determinacion de pH segun AOAC (1984)

Fundamento: La concentracion de iones hidrégeno se expresa como pH, este se mide
utilizando un potenciémetro que se calibra con soluciones tampdn y los valores de pH de la
muestra se determinan introduciendo directamente el electrodo en la muestra sin diluir a

temperatura ambiente.
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Determinacion de pH.

Proceso:
» Se encendio el potenciémetro.
» Posteriormente se calibré el con las soluciones tampdn siguiendo las instrucciones del
fabricante.
» Se lavo el electrodo con agua destilada y se secd el exceso de agua con papel
absorbente.
» Se colocd la muestra mezclada contenida en un vaso de precipitados y se colocé el
electrodo sin que toque las paredes del vaso.
» Se esperd a que se estabilizara la lectura del medidor y se anoto el resultado.
Nota: El analisis se efectud por triplicado, el rango de especificacion es de 3.2-3.9 de acuerdo

con lo establecido por la Norma Mexicana NMX-V-012-1986.

3.5.2. Determinacion de acidez total (Segun la AOAC)

Principio del método

La valoracion se efectua con el indicador de fenolftaleina. La presencia de gran cantidad de
agua caliente minimiza el error debido al contenido de didxido de carbono.

Se procede sin desgasificar si se trata de un vino tranquilo.

Desgasificacion de la muestra

Si el vino tiene apreciable cantidad de CO, conviene eliminarlo por el método AOAC
Reactivos

e Solucion de Fenolftaleina al 1% Preparada con alcohol al 70%

e Hidréxido sédico 0.0667 M

Proceso:

Desgasificacion de la muestra (Eliminar CO5)

» En un erlenmeyer de 100ml se colocaron 25 ml de la muestra y se calenté en un
recipiente ebullicion; Se dejé durante 30 segundos agitandolo y esperamos a que
alcance la temperatura ambiente.

» En un erlenmeyer de 500ml se hirvieron 200ml de agua destilada.
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» Se detuvo la ebullicion y todavia caliente se afnadié 1ml de la solucién indicadora de

fenolftaleina.
» Con la solucion de hidroxido de sodio se neutralizé hasta alcanzar un color rosado
» A continuacion se afiadieron 5ml de la muestra de vino o mosto.
» Desde una bureta se afadid la solucion de hidroxido sodico, que se utilizd

anteriormente, hasta alcanzar el mismo color inicial.

Célculos
El calculo de la acidez total, expresada en gramos de acido tartarico por litro de vino, es igual al

numero de mililitros de reactivo de hidroxido sédico, gastados en la valoracion.

Célculos (expresados como gramos de 4cido tartarico).

mL NaOHx Normalidadx0.075

Gramos de acido tartarico/100 mL de vino = -

Nota: El procedimiento se efectud por triplicado. rango de especificacion acidez total titulable

entre: 4.5 -10 de acuerdo a lo establecido por la norma Mexicana NMX-V-012-1986.

3.5.3. Determinacion de grados Brix

Proceso:

» Se limpid el lente del brixdmetro con una torunda de algodén impregnada de alcohol.

» Se Verifico si esta calibrado colocando una gota de agua destilada sobre del lente del
brixbmetro,

» Posteriormente se realizo la lectura observando en direccion a la luz.

» Con la ayuda de una micropipeta se colocé 1 gota de muestra en el lente del brixémetro
y se hizo la lectura observando en direccion a la luz.

» Se anoto el valor leido en el campo del lente del brixémetro.

3.5.4. Determinacion de grado alcohdlico, segin AOAC 11.006

Proceso:
» Se midieron 50.0 mL de vino y fueron colocados en un baldn de destilacién de 250 mL.
» Se agregaron 25 mL de agua destilada.
» Posteriormente se instal6 el aparato de destilacion colocando el condensador

verticalmente.
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> Se Destilaron alrededor de 25 mL.

» Con el destilado obtenido, se procedié a determinar el grado alcohdlico por densidad

especifica.
Férmula: W = 22—
ml-m,
Dénde:

W= grado alcohdlico.
mg= masa del picnometro + liquido a analizar.
me= Picnémetro vacio

m,=masa del picndmetro + agua

Se encontré el porcentaje de alcohol de acuerdo a las tablas apéndice C de la AOAC

correspondientes a la gravedad especifica.

Nota: Rango de especificacion es de 8.5 -14, acuerdo a lo establecido por la norma Mexicana
NMX-V-012-1986.

3.6. Protocolo microbiolégico para determinacién de concentraciones de Lactobacillus

casei L. por tratamiento a evaluar

Con base a los tratamientos previamente establecidos se realizd la determinacion de
concentraciones de Lactobacillus casei L. por gramo liofilizado, para definir las cantidades a

inocular en el vino.

Insumos microbiolégicos:

Para la determinacién de concentraciones de Lactobacillus casei por tratamiento se utilizaron

los siguientes insumos y los materiales y equipo que se ven reflejados en la tabla 6:

Lactobacillus casei L.

Agar M.R.S

Agua peptonada

Agua destilada

Anilina

Etanol al 70%

Hipoclorito de Sodio al 0.4%

V V V V VYV V V



Tabla 5. Materiales y equipo a utilizar en la determinacion de concentraciones
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Instrumento o material Cantidad Instrumento o material Cantidad
Balanza 1 Puntas 15
Termometro 1 Probetas 5
Camara de flujo laminar 1 Agitadores 2
Estufa 1 Placas Petri (20ml) 9
Autoclave 1 Tubos de ensayo 13
Erlenmeyer 4 Frascos formuladores 4
Beacker 6 Frasco de dilucion 1
Gradillas 1 Vela 1
Incubadora 1 Papel aluminio 1
Baja lenguas 2 Papel toalla 1

3.6.1. Proceso de comprobacién de nimero de bacterias por gramo liofilizado

Esterilizacion de materiales

> Se colocaron los instrumentos de cristal y de madera en una estufa y se llevé a 170°C

durante 60 minutos.

» Se colocaron los tubos y el frasco formulador que contenian agua peptonada en el

autoclave hasta quedar completamente estéril.

Preparacion de agua peptonada

YV V VYV V

Preparacion de agar MRS

Se disolvieron 15g de agua peptonada en 1 Litro de agua destilada.

Se midieron 225ml de agua peptonada y se trasladé al frasco medidor.

Se midieron los 9ml de agua peptonada para cada tubo (117ml).

Se calentd el agua destilada para homogenizar la diluciéon y se midié en una probeta.

» De acuerdo a las instrucciones del envase 14g de agar MRS (De Man, Rogosa y

Sharpe) se disolvieron con agua destilada y se afor6 a 200ml, se homogeneiz6 la

mezcla calentandola.
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Preparacion de Hipoclorito de sodio al 0.4%

» Se prepararon 500ml de Hipoclorito de sodio al 0.4% y para ello se utilizaron 460ml de

agua destilada estéril y 40ml de Hipoclorito de sodio al 5%.
Preparacion de Etanol al 70%

» Se prepararon 500ml de Etanol al 70% y para ello se utilizaron 388ml de etanol al 90%
y 112ml de agua destilada estéril

» Se agitdé hasta homogenizarse.
Limpiezay desinfeccién de la cAmara de flujo laminar.

» Se abrié completamente la camara de flujo laminar, se limpié a totalidad con papel toalla

humedecido con hipoclorito de sodio y con etanol dejandose actuar por 20 minutos.
Proceso de inoculacion

» Se disolvio 1g de Lactobacillus casei en 225ml de agua peptonada y se agité hasta
homogenizarse siendo este frasco la dilucién 10" y se pasé 1ml del 10" al 102 y asi
sucesivamente hasta llegar al dltimo tubo 10" | esto con el fin de que la bacteria vaya

mas disuelta en los ultimos tubos y poder facilitar el conteo.

» Se calent6 el agar hasta volverlo liquido y se colocé en bafio maria para mantenerlo a
45°C y se le adicionaron 2ml de anilina azul hasta tornar un color verde oscuro.

> Se colocé 1ml de las diluciones ya inoculadas 10", 10* y 107 en placas petri al triplicado
por cada dilucion.

» Se colocé el agar en estado liquido en las placas utilizando la técnica (vertido en placa).

» Se esperd hasta que el agar se solidificara, se rotularon y se envolvieron las placas con
papel aluminio en paquetes de 3 (por diluciones) y se guardaron en condiciones de

anaerobiosis a 37°C durante 48 horas.

3.6.2. Recuento de bacterias
En la Figura 10 se muestra una placa con crecimiento bacteriano, seccionada en 8 partes para

facilitar su recuento.
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Figura 10. Placa Petri divida en 8 partes
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Después de 48 horas se extrajeron las placas Petri de la incubadora rompiendo asi el

sistema de anaerobiosis

Se tomé en cuenta la dilucién 107 debido a que fue la Unica que era posible contar ya

que las diluciones 10™ y 10 tenian un crecimiento demasiado numeroso

Se secciono la placa en 8 partes en cada una de las 3 placas con la dilucién 107

Se procedié a contar la octava parte de cada placa y el resultado se multiplicé por 8

para obtener el numero de UFC que crecieron por placa.

P1. 248UFC x 8= 1,984UFC

P2. 551UFC x 8= 4,448UFC

P3. 2,074 UFC x 8= 16,592UFC

Se realiz6 la sumatoria de las 3 placas y se sac6 un promedio
UFC/P= P1+P2+P3/3

UFC/P= 1,984UFC+4,448UFC+16,592UFC /3

UFC/P= 23,024UFC/ 3

UFC/P=7,674.66UFC

Se calcul6 el factor de dilucion y se aplico la siguiente formula:

Calculo del factor de dilucién

225ml H20O Pept. + 1g L.Casei = 226ml
1/(1+225ml H20 Pept.)

1/226ml

FD: (10x7)(226ml)/6mi

FD: 2,636.66

FD: 2.63X10°

UFC/g= UFC Placa x FD/ g Muestra
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UFC/g=7,674.66UFC x 2,636.66/ 1g

UFC/g= 2.023x10" UFCIg

3.6.3. Proceso deinoculacién de L. casei a la bebida fermentada de mamey y siembra

Con base a las concentraciones de L. casei por gramo determinadas, se realizo la inoculacién
en el vino para los diferentes tratamientos y la siembra de vino inoculado en las placas Petri

para su recuento.

Insumos microbiolégicos:
Para la inoculacion de Lactobacillus casei en la bebida fermentada se utilizaron los siguientes

insumos y los materiales y equipo que se ven reflejados en la tabla 7:

Lactobacillus casei

Agar M.R.S

Agua peptonada

Agua destilada

Anilina

Etanol al 70%

Hipoclorito de Sodio al 0.4%

Bebida fermentada de mamey

YV V. V V V VYV VYV V

Tabla 6. Materiales y equipo a utilizar en la inoculacion

Instrumento o material Cantidad Instrumento o material Cantidad
Balanza 1 Puntas 15
Termometro 1 Probetas 5
Camara de flujo laminar 1 Agitadores 2
Estufa 1 Placas Petri (20ml) 28
Autoclave 1 Tubos de ensayo 4
Erlenmeyer 4 Frascos formuladores 4
Beacker 6 Frasco de dilucion 12
Gradillas 1 Vela 1
Incubadora 1 Papel aluminio 1

Baja lenguas 2 Papel toalla 1




53
Esterilizacion de materiales

> Se colocaron los instrumentos de cristal y de madera en una estufa y se llevd a 170°C
durante 60 minutos.
» Se colocaron los tubos y el frasco formulador que contenian vino de mamey en el

autoclave hasta quedar completamente estéril.

Preparacion de agar MRS
» De acuerdo a las instrucciones del envase 49g de agar MRS (De Man, Rogosa y
Sharpe) se disolvieron con agua destilada y se afor6 a 700ml, se homogeneizé la

mezcla calentandola.

Preparacion de agua peptonada

» Se disolvieron 15g de agua peptonada en 1 Litro de agua destilada

\4

Se calentd el agua destilada para homogenizar la dilucidon y se midié en una probeta.
» Se midieron 675ml de agua peptonada y se trasladé en partes iguales a 3 frascos
medidores teniendo 225ml cada uno.

» Se midieron los 9ml de agua peptonada para cada tubo (36ml).

Preparacion de Hipoclorito de sodio al 0.4%

» Se prepararon 500ml de Hipoclorito de sodio al 0.4% y para ello se utilizaron 460ml de

agua destilada estéril y 40ml de Hipoclorito de sodio al 5%.

Preparacion de Etanol al 70%
» Se prepararon 500ml de Etanol al 70% y para ello se utilizaron 388ml de etanol al 90%
y 112ml de agua destilada estéril
» Se agitdé hasta homogenizarse.

Limpieza y desinfeccién de la camara de flujo laminar.

Se abrié completamente la camara de flujo laminar, se limpié a totalidad con papel toalla

humedecido con hipoclorito de sodio y con etanol dejandose actuar por 20 minutos.
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Peso de bacterias inoculadas por litro de bebida fermentada

T1(10°%= 49.4mg
T2(107)= 494.31mg
T3(10%)= 4,943.1mg

3.7. Proceso deinoculacion

» Se disolvié la cantidad correspondiente en mg por tratamiento de Lactobacillus casei en
1L de vino, se agitd hasta homogenizarse y se trasladaron 25ml de vino ya inoculado a
un frasco de dilucidon que contenia 225ml de agua peptonada siendo este frasco la
dilucién 102 y se pasé 1ml a un tubo de ensayo de 10ml siendo este 107.

» Se calenté el agar hasta volverlo liquido, se coloc6 en bafio maria para mantenerlo a
45°C y se le adicionaron 2ml de anilina azul hasta tornar una coloracién verde oscuro

> Se colocd 1ml de la dilucién ya inoculada 102 y 1ml de la dilucién 10 en placas Petri
al cuadruplicado por cada dilucién.

» Se coloco el agar en estado liquido en las placas utilizando la técnica (vertido en placa).

» Se coloco agar en 3 placas que no contenian muestra de vino siendo estas la testigo y
una placa ambiente.

» Se espero6 hasta que el agar se solidificara, se rotularon y se envolvieron las placas con
papel aluminio en paquetes de 4 (por diluciones) y se guardaron en condiciones de
anaerobiosis a 37°C durante 48 horas.

> Este proceso se realizé para cada uno de los tratamientos (10°, 10" y 10°) que se

definieron para evaluar.

3.7.1. Primer recuento de bacterias

» Después de 48 horas se extrajeron las placas Petri de la incubadora rompiendo asi el
sistema de anaerobiosis.
> En el tratamiento 1 (10°) se hizo un conteo general de cada una de las placas.
» Los resultados fueron:
P1. 23UFC
P2. 32UFC
P3. 31UFC
P4. 30UFC
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Figura 11 .Placa Petri divida en 16 partes,

» Se procedio a contar la dieciseisava parte de cada placa y el resultado se multiplicéd por

16 para obtener el numero de UFC que crecieron por placa y los resultados fueron:

P1. 916UFC x 16= 14,656UFC
P2. 739UFC x 16=11,824UFC
P3. 372UFC x 16= 5,952UFC

P4. 830UFC x 16= 13,280UFC

Para el tratamiento 2 (107) se secciond cada placa en 16 partes (Fig 11.)
En el tercer tratamiento (10%) no fue posible hacer un conteo debido a que el crecimiento

en las placas fue demasiado numeroso, por lo tanto, se asume que su crecimiento por

placa fue:
P1. 600,000,000UFC P3. 600,000,000UFC
P2. 600,000,000UFC P4. 600,000,000UFC

3.8. Proceso de segunda siembra de vino inoculado a los 8 dias

Insumos microbiolégicos:

Para la segunda siembra de vino inoculado en las placas Petri se utilizaron los siguientes

insumos y los materiales y equipo que se ven reflejados en la tabla 8:

YV V V VYV VYV V

Agar M.R.S > Bebida fermentada de mamey inoculada
Agua peptonada con Lactobacillus casei

Agua destilada

Anilina

Etanol al 70%

Hipoclorito de Sodio al 0.4%
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Tabla 7. Materiales y equipo a utilizar en la segunda siembra

Instrumento o material Cantidad Instrumento o material Cantidad
Balanza 1 Puntas 15
Termometro 1 Probetas

Cémara de flujo laminar 1 Agitadores 2

Estufa 1 Placas Petri (20ml) 28
Autoclave 1 Tubos de ensayo

Erlenmeyer 4 Frascos formuladores

Beacker 6 Frasco de dilucién 12
Gradillas 1 Vela 1
Incubadora 1 Papel aluminio 1

Baja lenguas 2 Papel toalla 1

Esterilizacion de materiales

> Se colocaron los instrumentos de cristal y de madera en una estufa y se llevd a 170°C

durante 20 minutos.

» Se colocaron los tubos y el frasco formulador que contenian vino de mamey en el

autoclave hasta quedar completamente estéril.
Preparacion de agar MRS
» De acuerdo a las instrucciones del envase 49g de agar MRS (De Man, Rogosa y Sharpe)
se disolvieron con agua destilada y se aforé6 a 700ml , se homogeneizé la mezcla
calentandola.
Preparacion de agua peptonada
» Se disolvieron 15g de agua peptonada en 1 Litro de agua destilada

» Se calent6 el agua destilada para homogenizar la dilucion y se midié en una probeta.

» Se midieron 675ml de agua peptonada y se trasladé en partes iguales a 3 frascos

medidores teniendo 225ml cada uno.
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» Se midieron los 9ml de agua peptonada para cada tubo (36ml).

Preparacion de Hipoclorito de sodio al 0.4%

» Se prepararon 500ml de Hipoclorito de sodio al 0.4% y para ello se utilizaron 460ml de

agua destilada estéril y 40ml de Hipoclorito de sodio al 5%.
Preparacion de Etanol al 70%
» Se prepararon 500ml de Etanol al 70% y para ello se utilizaron 388ml de etanol al 90% y
112ml de agua destilada estéril
» Se agitdé hasta homogenizarse.

Limpieza y desinfeccion de la camara de flujo laminar

Se abrié completamente la camara de flujo laminar, se limpio a totalidad con papel toalla

humedecido con hipoclorito de sodio y con etanol dejandose actuar por 20 minutos.
Proceso de cultivo bacteriano en placas
» Se trasladaron 25ml de vino ya inoculado a un frasco de diluciéon que contenia 225ml de
agua peptonada siendo este frasco la dilucién 102 y se pasé 1ml a un tubo de ensayo

de 10ml siendo este 10°.

» Se calentd el agar hasta volverlo liquido, se colocd en bafio maria para mantenerlo a

45°C y se le adicionaron 2ml de anilina azul hasta tornar una coloracién verde oscuro

> Se colocé 1ml de la dilucién ya inoculada 10 y 1ml de la dilucién 10 en placas Petri al

cuadruplicado por cada dilucion.

» Se coloco el agar en estado liquido en las placas utilizando la técnica (vertido en placa).

» Se colocd Agar en 3 placas que no contenian muestra de vino siendo estas las testigo y

una placa ambiente.
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» Se espero hasta que el agar se solidificara, se rotularon y se envolvieron las placas con
papel aluminio en paquetes de 4 (por diluciones) y se guardaron en condiciones de

anaerobiosis a 37°C durante 48 horas.

» Este proceso se realiz6 para cada uno de los tratamientos.

3.9. Segundo recuento de bacterias

» Después de 48 horas se extrajeron las placas petri de la incubadora rompiendo asi el

sistema de anaerobiosis.

» Ninguna de las placas sembradas con los diferentes tratamientos presenté crecimiento
por lo tanto no hubo conteo y se procedié a hacer una comprobacion para tener certeza
al 100% que la bacteria estaba muerta en su totalidad.

Muestras y repeticiones

» Se establecieron 4 repeticiones por muestra incluyendo el testigo evaluando la presencia

de probidticos en 2 intervalos de tiempo (Tabla 9.).

Tabla 8. Tratamientos y repeticiones

Repeticiones Muestra Repeticiones | Muestra
[ 1(10°) | 3(10°)
Il 1(10°) Il 3(10°)
Il 1(10°) 1l 3(10°)
vV 1(10°) v 3(10°)
[ 2(10") | TESTIGO
Il 2(10") Il TESTIGO
T 2(10") I TESTIGO
WV 2(10") v TESTIGO
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Resultado de la estandarizacion para elaborar una bebida fermentada a base de

mamey

La elaboracion de la bebida fermentada se efectué con una formulacion estandarizada en un
tiempo aproximado de 25 dias. El procesamiento del vino se llevé acabo en el laboratorio de
analisis bromatoldgico en la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador,

manejando un rango de temperatura entre 22 +/- 2 °C y humedad relativa 45 +/-5%.

Resultado y Discusidn de resultados de elaboracién de la bebida fermentada

Se obtuvo un solo lote de la bebida fermentada de 10 litros con tonalidad marrdon, caracteristica
de un vino joven con olor a fruta de mamey de sabor y aroma agradable. La bebida fermentada
obtenida se dividid por litro en cada uno de los tratamientos codificados (X106T1, X107T2,
X10°T3).

4.2. Resultados de andlisis fisicoquimicos para bebida fermentada de mamey

4.2.1. Determinacién de Ph

La determinacion de pH se efectud en el laboratorio de analisis bromatoldgico de la Universidad
de El Salvador, con la ayuda del potenciometro METHORHM (632 pH Meter). La determinacién
de Ph (Tabla 10.), se efectué tanto para el vino inoculado con las bacterias probidtica

Lactobacillus casei y sin inocular.

Tabla 9. Resultados de pH

\Valor de pH vino sin inocular 3.01

Valor de pH (promedio) vino inoculado
Tratamientos X10°T1 X10'T2 | X10°T3
Semana 1 (48 hrs) 3.18 3.20 3.67

Semana 2 (8 dias) 3.20 3.25 3.67
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Valor de pH (promedio) vino inoculado

3.67 3.67

3.7
3.6
3.5
3.4
3 3.18 32
3.2

3.1

2.9
Semana 1 (48 hrs) Semana 2 (8 dias)

X10°T1 X10°T2 mX10%T3

Figura 12. Valor de pH (promedio) vino inoculado

El resultado del pH de la bebida fermentada sin inocular fue 3.01. Este dato es general para el
lote inicial elaborado y cumple los valores establecidos en la NMX-V-012-1986 para bebidas

fermentadas.

En base a los resultados obtenidos del pH de la bebida fermentada ya inoculada, se observa
que en la semana 1 y 2 el aumento del pH (mas alcalino) es directamente proporcional a la

cantidad de probioticos y también cumplen con los valores establecidos en la norma.

El pH de la bebida fermentada sin inocular comparado con el pH de la bebida inoculada en
ambas semanas fue inferior a los promedios obtenidos; lo cual indica que el valor de pH es
directamente proporcional a las concentraciones de Lactobacillus casei. No incidiendo en la

calidad de la bebida fermentada.

El comportamiento del pH en la segunda semana después de inoculado fue bastante similar a la

primera semana presentando minimas variaciones.

4.2.2. Determinacion de acidez titulable

La acidez titulable, se efectu6 empleando una valoracion acido base. En la tabla 11, se

presentan los valores obtenidos de acidez titulable, para la bebida fermentada a base de mamey

sin inocular e inoculado:
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Tabla 10. Resultados de acidez titulable

Valor de Acidez titulable vino sin inocular 450

Valor de Acidez titulable (promedio) vino inoculado

Tratamientos X10°T1 X10'T2 X10°T3
Semana 1 (48 hrs) 5.03 4.41 5.03
Semana 2 (8 dias) 4.79 4.35 4.92

Nota: valor promedio.

Valor de Acidez titulable (promedio) vino inoculado

52
5.03 5.03
5 4.92
4.79
4.8
4.6
41
35
4.4
4.2

Semana 1 {48 hrs) Semana 2 (B dias)

mX10°T1 X10°TZ2 X10°T3

Figura 13.Valor de acidez titulable (promedio) vino inoculado

El resultado de la acidez titulable de la bebida fermentada sin inocular fue 4.50g/I. Este dato es
general para el lote inicial elaborado y cumple los valores establecidos en la NMX-V-012-1986
para bebidas fermentadas.

En base a los resultados obtenidos de la acidez titulable en la bebida fermentada ya inoculada,
como se observa en la figura 13.

La segunda semana la acidez descendid en los 3 tratamientos, comparado con la semana 1

pero manteniéndose siempre mayor al dato de la bebida sin inocular.

El dato de la acidez titulable de la bebida fermentada sin inocular comparado con la bebida
fermentada inoculada fue inferior a los promedios obtenidos; lo cual indica que la acidez titulable
aumento con la presencia de L. casei no incidiendo en la calidad de la bebida fermentada.

Para la determinacion de la acidez titulable para la bebida fermentada de mamey se utilizaron

diferentes reactivos (Tabla 12.).
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Tabla 11. Reactivos utilizados para el analisis de acidez titulable

Reactivo Cantidad
Fenolftaleina (indicador) 0.5ml (2 gotas)
Muestra de bebida fermentada de mamey 3.13ml
Hidroxido de Sodio 2.06ml
Agua destilada 25ml

Interpretacion de datos para el célculo para acidez titulable

El resultado de la acidez titulable fue la siguiente:

2.0667x 0.909Nx0.075
13 x100

Gramos de acido Tartarico/100 mL de vino=

Gramos de acido Tartarico/L de vino=4.50 g/L

100 es factor de conversion para expresar el resultado en g/L.

4.2.3. Determinacién de grados Brix

La determinacion de grados brix, se efectudé en el laboratorio de analisis bromatolégico de La

facultad de Quimica y Farmacia de La Universidad de El Salvador, utilizando el refractémetro

VEGGE ELM-46/07. En la tabla 13, se detallan los resultados:

Tabla 12. Resultados obtenidos de grados Brix

Valor de Brix vino sin inocular 9.00
Valor de Brix (promedio) vino inoculado

Tratamientos X10°T1 X10'T2 X10°T3

Semana 1 (48 hrs) 8.07 8.16 8.21

Semana 2 (8 dias) 8.00 8.03 8.20
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Valor de Brix (promedio) vino inoculado

8.25
8.2
8.15

8.1

8.05
7.95
7.9

7.85

]

Semana 1 (48 hrs) Semana 2 (8 dias)

mX10°T1 X107T2 X10°T3

Figura 14. Valor de Brix (promedio) vino inoculado

El resultado de grados Brix de la bebida fermentada sin inocular fue 9.73. Este dato es general
para el lote inicial elaborado y cumple los valores establecidos en la NMX-V-012-1986 para

bebidas fermentadas.

En base a los resultados obtenidos de grados brix de la bebida fermentada ya inoculada, se

observa que no hubo cambios relevantes.

El Brix de la bebida fermentada sin inocular comparado con el de la bebida inoculada fue
superior pero no de forma significativa con respecto a los promedios obtenidos; lo cual indica
que el valor de grados brix disminuye con la presencia de Lactobacillus casei. No incidiendo en

la calidad de la bebida fermentada.

4.2.4. Determinacién de grado alcohélico

La determinacién de grado alcohdlico se efectud en el laboratorio de analisis Bromatologico de
La Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, utilizando un destilador
fraccionado y posteriormente obteniendo valores de peso especifico, consultados en el apéndice
C de la AOAC. A continuacion, en la tabla 14 se detallan los valores de grado alcohdlico

obtenidos.
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Tabla 13. Resultados de grado alcohdlico

Valor de Grado Alcohdlico vino sin inocular 8.33

Valor de Grado alcohdlico (promedio) vino inoculado

Tratamientos X10°T1 X10'T2 X10°T3
Semana 1 (48 hrs) 10.07 8.60 8.13
Semana 2 (8 dias) 10.90 8.53 8.03

Valor de Grado alcoholico (promedio) vino inoculado

Semana 1 |48 hrs) Semana 2 |8 dias)

WX10°T1 X10°T2 X10°T3

Figura 15. Valor de grado alcohdlico (promedio) vino inoculado

El resultado de grado alcohdlico de la bebida fermentada sin inocular fue 11.00. Este dato es
general para el lote inicial elaborado y cumple los valores establecidos en la NMX-V-012-1986

para bebidas fermentadas.

En base a los resultados obtenidos de grado alcohdlico de la bebida fermentada ya inoculada,
se observa que hubo una disminucién a medida aumentaban las concentraciones de bacterias.

El grado alcohdlico de la bebida fermentada inoculada comparado con el de la bebida sin
inocular fue superior en el T1 y T2 de ambas semanas; lo cual indica que el grado alcoholico
disminuye con la presencia de Lactobacillus casei L. siendo el T3 el unico que refleja

disminucion en su grado alcohdlico al tener la mayor concentracién de probiéticos.
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Relacion de resultados entre pardmetros fisico-quimicos

La acidez titulable y el pH son formas de determinar la existencia de soluciones que contengan
acidos organicos. En los cuadros anteriores se observa que ambos datos tienen la misma
tendencia a aumentar su valor inicial para la bebida fermentada sin inocular con respecto a su

valor con la bebida inoculada.

El alcohol es producido por la fermentacion de azucares los que hace que el brix y el alcohol
tengan una relacion directa. En los cuadros anteriores se observa que ambos reflejan una

tendencia a disminuir con la presencia de L. casei.

4.3. Resultados de presencia de Lactobacillus casei. En bebida fermentada a base de

mamey

Con base a las concentraciones de L. casei determinadas, se realizé la inoculaciéon en la bebida

fermentada para los diferentes tratamientos T1, T2, T3 y su testigo.

Para la determinacion de la presencia de probidtico se tomé 1ml de bebida fermentada
inoculada por tratamiento y se colocé en placas Petri para su recuento en el dia 2 (Reflejo del
crecimiento del dia 0) y el dia 10 (Reflejo del crecimiento del dia 8). Dichos resultados se

muestran en la tabla 15.

Tabla 14. Resultados de recuento de probiético.

o ) Cantidad de bacterias (UFC) el dia 2(reflejo | Cantidad de bacterias (UFC) el dia
Repeticiones Tratamiento o . o
del crecimiento del dia 0) 10(Reflejo del crecimiento del dia 8)

I 1(10°%) 23 0.00
Il 1(10°%) 32 0.00
1 1(10°%) 31 0.00
v 1(10°) 30 0.00
I 2(10%) 14,656 0.00
I 2(10%) 11,824 0.00
I 2(10%) 5,952 0.00
v 2(10%) 13,280 0.00
I 3(10%) 600,000,000 0.00
Il 3(10°%) 600,000,000 0.00
I 3(10°%) 600,000,000 0.00
v 3(10°%) 600,000,000 0.00
I TESTIGO 0.00 0.00
Il TESTIGO 0.00 0.00
I TESTIGO 0.00 0.00
v TESTIGO 0.00 0.00
AGAR 0.00 0.00

AMBIENTE 0.00 0.00
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Resultados de recuento de probidtico

500,000,000
600000000
500000000
400000000
00000000
200000000
100000000
29 11,428 4] 0 0
0 — — —
DIA O DA B

Figura 16. Resultados de recuento de probidtico

En la tabla 15 se observan los valores obtenidos a los 2 dias (Reflejo de crecimiento bacteriano
del dia 0) en las diferentes concentraciones de los tratamientos, donde se muestra un

crecimiento exponencial entre tratamientos.

La presencia de probidticos en la bebida fermentada a los 10 dias (Reflejo de crecimiento del dia

8) de su inoculacion fue nula en todos los tratamientos al hacer recuento en placa.

El testigo (bebida sin inocular) no presentd crecimiento en ningin momento, lo cual ayudo a
comparar el estado fisico de las placas; especialmente en las que no presentaron crecimiento a

los 8 dias de la inoculacion de la bebida fermentada.

Para garantizar la inocuidad del ambiente se mantuvo expuesta una placa solamente con medio
de cultivo que evidencié las buenas practicas en el proceso al no presentar ningun tipo de

crecimiento de microorganismos externos.

Para garantizar la inocuidad del medio de cultivo se mantuvo una placa cerrada sin inocular que
evidencié las buenas practicas en su procedimiento de preparacién al no presentar ningun tipo

de crecimiento de microorganismos.
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Para todos los tratamientos y repeticiones se evidencia que el dia de su inoculacién existe
presencia de probidticos, mostrando un cambio en el recuento en placa del dia 10 que refleja
ausencia de probidticos. Esto significa que las bacterias murieron entre el dia 1 y el dia 8
después de su inoculacién en la bebida fermentada, deduciendo que su valor promedio de

supervivencia estaria contemplado en 3.5 dias.

4.4, Andlisis de causa del no crecimiento de Lactobacillus casei 431, tanto en muestras

elaboradas a nivel de laboratorio y muestras comerciales

Se recurrid a la fuente bibliografica de analisis, empleando la metodologia de las 5M, para

determinar el factor determinante de la no supervivencia del probiético en la matriz.

Método: Se considera que el método es el adecuado, ya que la metodologia tradicional (AOAC),
usando Agar Man Rogosa Sharper (MRS); estan validados para el crecimiento y recuento de

bacterias acido lacticas.

Medio ambiente: Descartamos que haya habido algun tipo de contaminacion ya que el
procedimiento se realizd en condiciones adecuadas de temperatura y en condiciones asépticas

durante el desarrollo de la bebida fermentada dentro del laboratorio.

Analista: El trabajo de los analistas es adecuada; ya que se realizd el procedimiento segun la

técnica con tiempos estipulados y en base a normas con la supervision del docente asesor.

Materia prima: Se descarta que el mamey sea un factor de causa, ya que no se han encontrado

suficientes estudios que respalden la muerte de las bacterias.

Materiales: El tipo de material utilizado en la parte fisicoquimica y microbiolégica fueron los

adecuados para realizar el procedimiento.

Matriz alimentaria: Segun J. M. Mesas & M. T. Alegre hay especies de bacterias lacticas
capaces de desarrollarse en la bebida fermentada a pesar de ser un medio inhdspito dado su
contenido en alcohol y su bajo pH. Sin embargo, El Lactobacillus casei que se utilizé en el
experimento no resistié las condiciones inhdspitas de dicha matriz alimentaria, a diferencia de la

utilizada en la referencia.
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Método Medio ambiente Materiales

No supervivencia de Lactobacillus
case/en bebidafermentada

Materia prima Matriz alimentaria

Figura 17. Diagrama de Ishikawa

4.5. Andlisis estadistico de analisis de varianza de un factor (ANOVA), de acidez titulable
de Vino inoculado (3 dias)

Hipo6tesis nula: la igualdad de las medias en los valores de los resultados obtenidos de acidez

titulable, en los tres tratamientos estudio, no presentan diferencia significativa.

Hipotesis alterna: Las medias en los valores de los resultados obtenidos de acidez titulable en

los tres tratamientos presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95 Alfa: 0.05 (5%)

Tabla 15 .Resultados ANOVA de acidez titulable

FdeV SC GL CM FC P valor
Tratamientos 0.597 2 0.299 5.218 0.05
Error 0.343 6 0.057
Total

F de V: Origen de las variaciones CM: Promedio de los cuadrados
SC: Sumas de los cuadrados FC: Factor decorreccion

GL: Grados de libertad P valor: Nivel designificancia
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El valor de P es igual a 0.05, dado este valor no existe diferencia significativa entre los

tratamientos.

4.5.1. Andlisis estadistico de andlisis de varianza de un factor (ANOVA), de grados Brix

de Vino inoculado (3 dias)

Hipotesis nula: la igualdad de las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados

Brix, en los tres tratamientos en estudio, no presentan diferencia significativa.

Hipotesis alterna: Las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados Brix en los

tres tratamientos presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95%
Alfa: 0.05 (5%)

Tabla 16 Resultados ANOVA de Grados Brix

FdeV SC GL CM FC P valor
Tratamientos 0.31 2 0.016 2.409 0.171
Error 0.39 6 0.006
Total

F de V: Origen de las variaciones CM: Promedio de los cuadrados
SC: Sumas de los cuadrados FC: Factor decorreccion
GL: Grados de libertad P valor: Nivel designificancia

El valor de P es mayor a 0.05, por lo que se acepta la hipétesis nula, aceptando entonces que
no existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos ya que los datos fueron muy

similares independientemente de la fecha en que se realizaron los analisis.

4.5.2. Andlisis estadistico de analisis de varianza de un factor (ANOVA), de pH en Vino

inoculado (3 dias)

Hipdtesis nula: la igualdad de las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados

Brix, en los tres tratamientos en estudio, no presentan diferencia significativa.
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Hipotesis alterna: Las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados Brix en los

tres tratamientos presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95%

Alfa: 0.05 (5%)

El valor de P es menor a 0.05, por lo que se acepta la hipotesis alterna, aceptando entonces
que, si existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos, por lo cual se realizé el

analisis estadistico Tukey para identificar que tratamiento es mejor estadisticamente.

Tabla 17 Resultados ANOVA de pH

FdeV SC GL CM FC P valor
Tratamientos 0.461 2 0.231 | 266.192 0.000
Error 0.005 6 0.001
Total

F de V: Origen de las variaciones CM: Promedio de los cuadrados
SC: Sumas de los cuadrados FC: Factor decorreccion
GL: Grados de libertad P valor: Nivel designificancia

Tabla 18. Resultados TUKEY de Ph

Tratamientos Promedio

Tratamiento 3 3.67°
Tratamiento 2 3.20°
Tratamiento 1 3.18°

Se observa también a través de la prueba Tukey, las diferencias existentes en los tratamientos.
Partiendo que estadisticamente hablando el mejor tratamiento es el 3 representado por a (tiene
mayor diferencia significativa), seguido del tratamiento 2 representado por b y luego tratamiento

3 representado por letra c.
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4.5.3. Andlisis estadistico de analisis de varianza de un factor (ANOVA), de alcohol en

Vino inoculado (3 dias)

Hipotesis nula: la igualdad de las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados

Brix, en los tres tratamientos en estudio, no presentan diferencia significativa.

Hipotesis alterna: Las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados Brix en los

tres tratamientos presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95%
Alfa: 0.05 (5%)

Tabla 19. Resultados ANOVA de Grados Alcohdlicos

FdeV SC GL CM FC P valor
Tratamientos 14.196 2 7.098 12.501 0.007
Error 3.407 6 0.568
Total

F de V: Origen de las variaciones CM: Promedio de los cuadrados
SC: Sumas de los cuadrados FC: Factor decorreccion
GL: Grados de libertad P valor: Nivel designificancia

Tabla 20. Resultados TUKEY de Grados Alcohdlicos

Tratamientos Promedio
Tratamiento 1 11.00°
Tratamiento 2 8.60°
Tratamiento 3 8.13°

El valor de P es menor a 0.05, por lo que se acepta la hipotesis alterna, aceptando entonces
que, si existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos, por lo cual se realizé el

analisis estadistico Tukey para identificar que tratamiento es mejor estadisticamente.
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Se observa también a través de la prueba Tukey, las diferencias existentes en los tratamientos.
Partiendo que estadisticamente hablando el mejor tratamiento es el 1 representado por a (tiene
mayor diferencia significativa), seguido del tratamiento 2 representado por b y luego tratamiento

3 representado por letra c.

4.5.4. Andlisis estadistico de analisis de varianza de un factor (ANOVA), de acidez

titulable de Vino inoculado (8 dias)

Hipotesis nula: la igualdad de las medias en los valores de los resultados obtenidos de acidez

titulable, en los tres tratamientos estudio, no presentan diferencia significativa.

Hipotesis alterna: Las medias en los valores de los resultados obtenidos de acidez titulable en

los tres tratamientos presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95%
Alfa: 0.05 (5%)

Tabla 21.Resultados ANOVA de acidez titulable

FdeV SC GL CM FC P valor
Tratamientos 2.65 2 1.32 1.75 0.25
Error 4.52 6 0.75
Total

F de V: Origen de las variaciones CM: Promedio de los cuadrados
SC: Sumas de los cuadrados FC: Factor decorreccion
GL: Grados de libertad P valor: Nivel designificancia

El valor de P es mayor a 0.05, por lo que se acepta la hipotesis nula, aceptando entonces que
no existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos de los valores de acidez

titulable obtenidos de los tratamientos en estudios.
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4.5.5. Andlisis estadistico de analisis de varianza de un factor (ANOVA), de grados Brix

de Vino inoculado (8 dias)

Hipotesis nula: la igualdad de las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados

Brix, en los tres tratamientos en estudio, no presentan diferencia significativa.

Hipotesis alterna: Las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados Brix en los

tres tratamientos presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95%
Alfa: 0.05 (5%)

Tabla 22. Resultados ANOVA de grados Brix

FdeV SC GL CM FC P valor
Tratamientos 0.06 2 0.03 31.00 0.001
Error 0.00 6 0.00
Total
F de V: Origen de las variaciones CM: Promedio de los cuadrados
SC: Sumas de los cuadrados FC: Factor de correccion
GL: Grados de libertad P valor: Nivel de significancia

Tabla 23. Resultados TUKEY de Grados Brix

Tratamientos Promedio

Tratamiento 3 8.20°
Tratamiento 2 8.03°
Tratamiento 1 8.00°

El valor de P es menor a 0.05, por lo que se acepta la hipétesis alterna, aceptando entonces que
si existe una diferencia significativa entre los resultados obtenidos por lo cual se realizd el

analisis estadistico Tukey para identificar que tratamiento es mejor estadisticamente.

Se observa también a través de la prueba Tukey, las diferencias existentes en los tratamientos.

Partiendo que estadisticamente hablando el mejor tratamiento es el 3 representado por a (tiene
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mayor diferencia significativa), seguido del tratamiento 2 representado por b y luego tratamiento
1 representado por letra c. Analisis estadistico de analisis de varianza de un factor (ANOVA), de

pH en Vino inoculado (8 dias)

Hipotesis nula: la igualdad de las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados

Brix, en los tres tratamientos en estudio, no presentan diferencia significativa.

Hipotesis alterna: Las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados Brix en los

tres tratamientos presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95%
Alfa: 0.05 (5%)
Tabla 24. Resultados ANOVA de pH

FdeV SC GL CM FC P valor
Tratamientos 0.40 0.20 856.71 0.00
Error 0.001 0.00
Total

F de V: Origen de las variaciones CM: Promedio de los cuadrados

SC: Sumas de los cuadrados FC: Factor de correccion

GL: Grados de libertad P valor: Nivel de significancia

Tabla 25. Resultados TUKEY de pH

Tratamientos Promedio

Tratamiento 3 3.67°
Tratamiento 2 3.25°
Tratamiento 1 3.20°

El valor de P es menor a 0.05, esto indica que existe diferencia significativa entre los
tratamientos por lo cual se realizd el analisis estadistico Tukey para identificar que tratamiento

es mejor estadisticamente.

Se observa también a través de la prueba Tukey, las diferencias existentes en los tratamientos.
Partiendo que estadisticamente el mejor tratamiento es el 3 representado por la letra, ha seguido

del tratamiento 2 representado por la letra, b y luego tratamiento 1 representado por letra, c.
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4.5.6. Andlisis estadistico de analisis de varianza de un factor (ANOVA), de alcohol en

Vino inoculado (8 dias)

Hipotesis nula: la igualdad de las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados

Brix, en los tres tratamientos en estudio, no presentan diferencia significativa.

Hipotesis alterna: Las medias en los valores de los resultados obtenidos de grados Brix en los

tres tratamientos presentan diferencia significativa.

Nivel de confianza: 95%
Alfa: 0.05 (5%)
Tabla 26. Resultados ANOVA de grado alcohdlico

FdeV SC GL CM FC P valor
Tratamientos 14.06 2 7.03 9.26 0.01
Error 4.55 6 0.75
Total

F de V: Origen de las variaciones CM: Promedio de los cuadrados
SC: Sumas de los cuadrados FC: Factor de correccion
GL: Grados de libertad P valor: Nivel de significancia

El valor de P es menor a 0.05, esto indica que existe diferencia significativa entre los
tratamientos por lo cual se realizé el andlisis estadistico Tukey para identificar que tratamiento

es mejor estadisticamente.
Segun la tabla 31. Se puede observar que los resultados aplicando la prueba de Tukey el mejor
tratamiento es el 1 representado por la letra, seguido del tratamiento 2 y 3 que estadisticamente

son iguales, representados por la letra, b.

Tabla 27. Resultados TUKEY de grado alcohdlico

Tratamientos Promedio

Tratamiento 1 10.90°
Tratamiento 2 8.53°
Tratamiento 3 8.03°
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5. CONCLUSIONES

La bebida fermentada a base de mamey cumplié con los estandares de calidad segun
NMX-V-012-1986.

El Lactobacillus casei que se inoculé estara presente en la Bebida Fermentada de Mamey

pero no en los tiempos requeridos.

Se presume que una posible causa de la muerte del probiético (Lactobacillus casei) en
esta investigacion se debid a que se utilizé una cepa diferente a la que estudié Garcia Ruiz

en su experimento.

Los parametros fisicoquimicos en la bebida fermentada presentaron cambios con la
adicién de probidticos, definiendo como mejor tratamiento el T3 dado que estadisticamente
presenta mejores resultados en tres variables (Acidez total, pH y Birx) de las cuatro

analizadas.

Debido a que la bacteria no sobrevivié en la matriz, no fue posible realizarle analisis

sensorial a la bebida inoculada.
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6. RECOMENDACIONES

Corroborar siempre que la bebida fermentada cumpla con los parametros de calidad
establecidos segun la norma NMX-V-012-1986 de origen mexicano; Destacamos que su

uso es valido ya que en El Salvador no existe una norma para tomarla de referencia.

Utilizar la concentracion 108 (4,943.1mg) de probiéticos, ya que se obtuvo un crecimiento
promedio de 600, 000,000 UFC, siendo este el que presentdé mayor crecimiento

bacteriano.

Experimentar en futuras investigaciones la resistencia de otras bacterias probidticas en
bebidas fermentadas ya que queda demostrado que la cepa probidtica liofilizada
Lactobacillus casei 431. no cumple especificaciones necesarias para incorporarla en dicha

matriz.

Estadisticamente segun Tukey el tratamiento recomendado es el T3 (10°) dado que
estadisticamente presenta mejores resultados en tres variables (Acidez total, pH y Birx) de

las cuatro analizadas.

Se recomienda realizar una investigacion de la microbiota del mamey o de la materia prima

qgue se desee utilizar.
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8. ANEXOS
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Tabla A - 1. Resumen de resultados de analisis fisicoquimicos y estadisticos

Resumen de resultados de Analisis fisico quimicos y estadisticos

Tiempo |FQ T T? T Tiempo | ES T T? T
pH pH
V.S. I 3.01 - - - V.S. I - - - -
V.11 - 3.18 3.20 c b
V.I.2 - 3.20 3.25 c b
Acidez Total Acidez Total
V.S. | 6.16 - - - - - -
V. 1.1 - 5.03 4.41 - c b
V.I.2 - 4.79 4.35 - No existe diferencia significativa
Brix Brix
V.S. | 9.00 - - - -
V.11 8.07 8.16 - No existe diferencia significativa
V.12 8.00 [8.03 - c b -
Grado Alcohdlico Grado Alcohdlico
V.S. | 18.33 V.S. I - - - -
V. 1.1 8.60 8.13 V.11 - c
V.I.2 8.53 8.03 V.12 - c

V.S.I: Vino sin Inocular

V.1.1.: Vino Inoculado, tiempo 1

V.1.2.: Vino Inoculado, tiempo 2

a: Mejor tratamiento

b: Regular

c: Peor



Figura A - 4. Determinacion de grados Brix
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Figura A - 5. Determinacion de grado alcohdlico, segun AOAC 11.006

. Figura A - 7. Primer recuento de bacterias (48 hrs)



Figura A - 9.

Primer recuento de bacterias (48 hrs)
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Se pesd una cantidad equivalente a 49.43mg de
Lactobacillus casei.

NS

Se midié en una probeta 1,000 ml de vino, se transfirié

a un recipiente de capacidad adecuada y se disolvio los

49.43mg de Lactobacillus casei. (En cabina de flujo

laminar).

Se rotulé el recipiente como concentraciéon

10 ®

Figura A - 10. Inoculacion de Lactobacillus casei a concentracion de 10° UFC/mL por litro  de
bebida fermentada.
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Se pes6 una cantidad equivalente a 494.31mg de

Lactobacillus casei

Se midi6 en una probeta 1,000 ml de vino, se
transfirié a un recipiente de capacidad adecuada y se

disolvié los 494.31mg de Lactobacillus casei. (En

cabina de flujo laminar).

Se rotuld el recipiente como concentracion

107 células

Figura A - 11. Inoculacion de Lactobacillus casei a concentracién de 10° UFC/mL por litro de

vino.
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. . Se lavd el electrodo con
Se encendi6 el potencidmetro y se

agua destilada y se secd

calibré con las soluciones tampdn

con papel absorbente

que indica el fabricante

Luego se efectud la lectura en el Se tomé una muestra de unos

potenciometro, esperando que esta 30 ml de vino.

se estabilice y anotar la lectura

. Figura A - 12. Esquema de Medicion de pH.
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Se coloc6é una muestra de unos 25 En un Erlenmeyer de 500ml se
ml de vino y se desgacifico, se llevo hirvieron 200ml de agua destilada

a ebullicion y luego se dejé enfriar 7 S

Se afadié la muestra de vino y
de agua destilada caliente.
ré"

Se titul6 con NAOH 0.1 N (Hidroxido de Se afiadi6 5ml de la muestra
sodio estandarizado) hasta tonarse un desgasificada. Luego se agregaron 2
color rosa, se us6 un fondo blanco ii gotas del indicador fenolftaleina.

iluminado. ] [

Figura A - 13. Esquema de trabajo de acidez titulable
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Se limpié el lente del

refractometro con una o .
Se calibré colocando una gota de agua destilada

torunda de algodén i o
sobre el lente del refractometro, luego se realizo la
impregnada de alcohol.

lectura en observando en direccion de la luz

Con la ayuda de una micropipeta se colocd una

Anotar el valor leido
. gota de la muestra en el lente del refractometro y
en el refractometro.

se realizd la lectura en direccién a la luz.

Figura A - 14. Esquema de trabajo de acidez titulable



Se Midieron 50ml de vino erj

una probeta.
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Se colocd una gota del destilado obtenido
en un refractometro de ATAGO y se
procedié a leer su indice de refraccion.

Encontrar el porcentaje de alcohol de

Se colocar en un balén de destilacion
de entre 100 a — 300 ml.

acuerdo a las tablas 52. 004 de la AOAC

Se Instal6 el aparato de destilacién
colocando el condensador verticalmente. Se

destilé alrededor de 25 ml

Figura A - 15. Esquema de trabajo de grado alcohdlico



98

-
¥

bacteria a  225ml de i\/ peptonada en un tubo de

'Se pesé 1gr de
ensayo de 10ml

" Se agregd el gramo de | Se midieron 9ml de agua

bacteria acido lactica

agua peptonada

1ml
r_\ 1ml
] 102 103 107 107 10”7 104 Se realizaron diluciones sucesivas de
<i 1ml hasta una concentracion de
10—13
Con una pipeta volumétrica tomar Se seleccionaron las diluciones de

1.0mL de cada una de las diluciones e <j 10 10~* y 10 ~ 7 UFC/ml
inocular en el centro de la placa.

Nota: se inocularon 3 placas / dilucién

Se agregaron de Se movié la placa al contrario y \\ Se incubaron las placas dentro \

15 a 20ml de i " direccion de las agujas del reloj, i de una estufa a una

AGAR / placa para una meior homoaenizacién =~ temperatura de 37° C por 48
N\

Luego se contaron la cantidad de bacterias acido
lacticas presentes en cada placa. Se presentan | <
como colonias tefidas de roio sin aas.

Figura A - 16. Esquema para el recuento de bacterias acido lacticas por gramo
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Se pesd 21 gramos de Se midi6 300ml de agua

Agar Man Rugosa Sharpe destilada en una probeta

. Se agregaron los 21 gramos de Agar
Agitar y calentar hasta

] . Man Rugosa Sharpe a un Erlenmeyer
completa incorporacion
de 500 ml y se incorporaré el agua

medida en la probeta.

Se esterilizd en autoclave a

121°C durante 15 minutos

Figura A - 17. Esquema para la preparaciéon de Agar Man Rugosa Sharpe



Se pes6 10.72 gramos de
agua peptonada

Luego se procedié a Autoclavear a una
temperatura de 121°C durante 15
minutos
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Se midieron en una probeta
750ml de agua destilada.

En un erlenmeyer de 1,000 ml se incorporo el
agua medida en la probeta y se agregd los
10.72 gramos de agua peptonada y se agitd
hasta diluirse completamente.

. Figura A - 18. Esquema para la preparacién de agua peptonada





