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RESUMEN

Este estudio consistié en la evaluacién a nivel de laboratorio de la capacidad fermentativa de los granos de tibicos
utilizando como sustrato uUnico el jugo del eje de la inflorescencia de la pifia (Ananas comosus), para aprovecharse
como posible bebida probidtica. Para esto, se llevé a cabo un conjunto de fermentaciones durante 72 h, dentro de un
sistema abierto sin agitacion, sin aireacion, a temperatura constante de 30 grados °C, conteniendo 200 mL de
sustrato estéril y tres diferentes proporciones de indculo. Dicho sustrato fue preparado a partir del corazén de la pifia
de la variedad Cayena lisa procedente de los subproductos de la manufactura de esta fruta en el departamento de
Guatemala, mientras que los granos de tibicos fueron adquiridos mediante una familia particular residente en la
ciudad de Guatemala. Asimismo, se cuantificaron diversos pardmetros fisicos, quimicos y microbioldgicos, con base
en la proporcion de in6culo y en funcion del tiempo de fermentacién. Con base en los resultados obtenidos se
establecié que el jugo del eje de la inflorescencia de la pifia inoculado con granos de tibicos en una proporcién de
0,030 g/mL, genera una posible bebida probittica, en el periodo de las 24 a las 72 h de fermentacion, bajo las

condiciones experimentales planteadas.
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INTRODUCCION

La pifia es una de las frutas tropicales mas
importantes en la produccion mundial, siendo la mayor
parte consumida como fruta fresca y el resto
comercializada en forma de productos procesados.

Sin embargo, durante la manufactura de esta fruta
se generan diversos subproductos (corona, tallo,
cascara o recorte, y el corazébn o eje de la
inflorescencia) que en conjunto  representan
aproximadamente la mitad del peso total de la fruta
cosechada, los cuales en su mayoria no son
aprovechados y generalmente son depositados en una
forma inadecuada, ocasionando un incremento en la
cantidad de residuos sélidos.

Actualmente, debido al rapido crecimiento de la
poblacién y al aumento en la demanda de alimentos, la
industria alimenticia se plantea dos retos: reducir la
cantidad no aprovechada de alimentos y disminuir la
cantidad de residuos generados.

Ademas, ya no es suficiente elaborar alimentos
sanos que simplemente satisfagan al consumidor, sino
que se busca elevar la calidad de vida produciendo
alimentos funcionales, los cuales son alimentos
modificados que proveen beneficios a la salud
superiores a los ofrecidos por los alimentos
tradicionales.

Por estas razones, se fermento el jugo del eje de
la inflorescencia de la pifia (procedente de los
subproductos de la manufactura de esta fruta) con

bebida probidtica, Cayena lisa, eje de la inflorescencia de la pifia, fermentacion, granos de tibicos,

granos de tibicos, para aprovecharse como una bebida
potencialmente  probidtica, evaluando  diversos
parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos, con
base en la proporcion de inéculo y en funcion del
tiempo de fermentacion.

METODOLOGIA

La metodologia cuantitativa fue dividida en tres
fases: preparacion, fermentacion, y cuantificacion.

Preparacion

Debido a que en Guatemala no existe un lugar de
venta de granos de tibicos, estos fueron obtenidos a
través de una familia residente en la ciudad de
Guatemala, siendo entonces necesario eliminar la
influencia de las fermentaciones previas en estos,
mediante su acondicionamiento 24 h antes de cada
proceso de fermentacion.

Por otro lado, el eje de la inflorescencia de la pifia
fue adquirido a partir de los residuos generados por la
manufactura de la variedad Cayena lisa, con un
contenido de azUcares superior a 8 °Bx.

Debido a que el jugo del corazén de la pifia
(sustrato) se encuentra dentro de una matriz densa de
fibras, fue necesario separar mecanicamente el jugo
para que los nutrientes estuvieran en contacto directo
con los microorganismos, y aumentar asi la eficiencia
en el proceso de fermentacion.



Dicho sustrato fue filtrado por medio de tela para
evitar la interferencia de los soélidos en suspensién
durante la etapa de cuantificacion, y fue esterilizado en
conjunto con los matraces Erlenmeyer utilizados como
biorreactores.

Fermentacion

Esta fase se llevd a cabo mediante la
fermentacion de 200 mL de sustrato preparado durante
72 h, inoculando el medio con tres diferentes
concentraciones de granos de tibicos: 0,015, 0,030 y
0,060 g/mL.

Ademas, las series de fermentaciones fueron
desarrolladas a 30 °C, en sistemas abiertos, sin
agitacién y sin aireacion.

Cuantificacion

Los parametros evaluados se clasificaron en
fisicos, quimicos, y microbiolégicos, los cuales se
determinaron en intervalos de 12 h desde el tiempo
cero hasta las 72 h de fermentacion, con excepcién de
los microbioldgicos, los cuales se determinaron en
intervalos de 24 horas.

Los muestreos correspondientes a los parametros
microbiolégicos fueron realizados previo a los fisicos y
quimicos, para evitar la contaminacion de dichas
muestras.

Las bacterias &cido-lacticas y las levaduras
viables en el sustrato fermentado fueron contabilizadas
a través de métodos cultivo-dependientes, utilizando
agar MRS y agar YGC, respectivamente, en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala.

Después, los granos de tibicos fueron separados
del medio fermentado por medio de un colador plastico
de tamiz fino. Posteriormente el jugo fermentado del
corazon de la pifia fue enfriado hasta una temperatura
ambiente de aproximadamente 19 °C, y fue agitado
durante 5 minutos para eliminar el CO; presente.

La biomasa retenida en el tamiz fue lavada con
agua potable y posteriormente se dejé drenar el
exceso de agua por gravedad durante 2 minutos, para
asi obtener la biomasa drenada.

Para determinar la biomasa seca, los granos de
tibicos drenados fueron sometidos a un proceso de
secado dentro de un horno de conveccion natural a 90
°C durante 24 horas.

La densidad relativa del medio fermentado se
determino relacionando las masas de igual volumen
de la muestra respecto a la del agua desmineralizada,
utilizando un picnémetro, a temperatura ambiente.

Para determinar la acidez activa (pH) se utiliz6 un
potenciometro calibrado, mientras que la acidez total
titulable se determin6é por medio de la titulacién
potenciométrica de una alicuota de 10 mL con una
solucion de NaOH estandarizado, calculando la
segunda derivada de la curva de titulacion para
obtener el punto de equivalencia, expresando el
resultado como su equivalente de acido lactico.

RESULTADOS Y DISCUSION
Concentracion de la biomasa drenada

Los granos de tibicos drenados representan a la
biomasa real manipulada en los procesos de
fermentacion, la cual posee un elevado contenido de
humedad debido a las caracteristicas fisicas de los
granos y a que el exceso de liquido fue separado por
gravedad.

Figura 1. Concentracion de la biomasa drenada
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Las curvas de la concentracion de la biomasa
drenada (figura 1) exhibieron un comportamiento
similar a las curvas de la concentracién de la biomasa
seca (figura 2), pudiendo observarse en ambas que el
crecimiento de la biomasa en funcion del tiempo de
fermentacion, fue dependiente de la cantidad de
inéculo.

Asimismo, se observo un desplazamiento vertical
positivo en funcién del tiempo de fermentaciéon de las
curvas de la concentracion de la biomasa drenada
respecto a las curvas de la concentracion de la
biomasa seca, generado por el incremento del
contenido de agua en los granos de tibicos, ya que
conforme los granos aumentaron en numero y en
tamafio, también aumenté la cantidad de liquido
retenido en la superficie, el interior, y en los espacios
intersticiales de estos.

Ademas, dicho incremento se produjo en forma
variable respecto al tiempo de fermentacion, por lo que
no se correlaciond la concentracion de la biomasa
drenada con la concentracion de la biomasa seca.

Por lo tanto, para analizar correctamente el
comportamiento de los granos de tibicos durante el
proceso de fermentacién, fue necesario excluir la
influencia de la humedad en los mismos.

Concentracion de la biomasa seca
El comportamiento de las curvas de la

concentracion de la biomasa seca en funcion del
tiempo de fermentacion (figura 2) se ajusté al modelo



teérico del desarrollo microbiolégico, pudiendo
observarse en la mayoria de estas cuatro etapas:

crecimiento, desaceleracion, estacionaria, y
declinacion.
Figura 2. Concentracion de la biomasa seca

0,020

Biomasa seca (g/mL)
o
2
5

0,005 /,f

0,000
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

—+—0015g/m.  —=—0,030g/mL  —+— 0,060 g/l

Al inicio de los procesos de fermentacion se
observo un periodo de incremento constante en las
curvas de la concentracion de la biomasa seca,
denominado como fase de crecimiento. No obstante,
esta fase finalizo a las 36 h de fermentacion al inocular
el medio con granos de tibicos en proporcion de 0,015
g/mL, a las 24 h al inocular en proporcién de 0,030
g/mL, y a las 12 h al inocular en proporcion de 0,060
g/mL.

Al finalizar la etapa de crecimiento se observo una
fase de desaceleracion, la cual tuvo una duracién de
12 h al inocular el medio en proporciones de 0,015 y
0,060 g/mL. Sin embargo, no se pudo apreciar esta
fase al inocular el medio en proporcion de 0,030 g/mL.

Posteriormente, las curvas exhibieron un periodo
de méximo crecimiento, en el cual no aumenté o
disminuyé considerablemente la concentracion de la
biomasa seca, denominado como fase estacionaria.

Al inocular el medio en proporcion de 0,015 g/mL,
la fase estacionaria tuvo una duracion de 24 h,
alcanzando la maxima concentracion de la biomasa
seca de 0,0154 g/mL a las 36 h; al inocular el medio en
proporcion de 0,030 g/mL esta fase tuvo una duracion
de 36 h, alcanzando la méxima concentracion de
biomasa seca de 0,0070 g/mL a las 24 y 48 h; y al
inocular el medio en proporcién de 0,060 g/mL dicha
fase se prolongé durante 24 h, alcanzando la maxima
concentracion de biomasa seca de 0,0056 g/mL a las
60 h de fermentacion.

Por dltimo, se observé un periodo en el cual se
redujo la concentracion de la biomasa seca,
denominado como fase de declinacion. Esta etapa
tuvo una duracion de 12 h al inocular el medio en
proporcion de 0,030 g/mL, y una duraciéon de 24 h al
inocular el medio en proporcion de 0,060 g/mL,
mientras que no se observd dicha fase al inocular el
medio en proporcion de 0,015 g/mL.

La amplitud de los modelos de desarrollo
microbiol6gico en funcion del tiempo de fermentacion,
manifestados en las curvas de la concentracion de la
biomasa seca, reflej6 una relacion inversamente
proporcional a la cantidad de in6culo.

Esto se debe a que, a mayor proporcion de
microorganismos, mayor es la velocidad a la cual los
nutrientes presentes en el sustrato son metabolizados,
asi como también es mayor la velocidad a la cual los
subproductos son acumulados en el medio
fermentado.

Ademas, no se observo la fase de latencia en las
curvas de la concentracion de la biomasa drenada ni
en las curvas de la concentracion de la biomasa seca,
habiendo logrado suprimirla o reducirla a un periodo
menor de 12 h, debido al acondicionamiento previo del
inoculo.

Densidad relativa

En la figura 3 observa que la densidad relativa
inicial del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia
fue de 1,040 + 0,002, alcanzando al final de los
procesos de fermentacion un valor de 1,001 + 0,001,
reflejando una concentracion de sustrato fermentable
de 0,039 + 0,003 g/mL.

Densidad
fermentado

Figura 3. relativa del medio
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Dicha pérdida de masa por unidad de volumen
fue provocada por el metabolismo de los
microorganismos, al transformar los nutrientes
contenidos en el sustrato y transferir dicha masa hacia
sus productos y subproductos, hacia sus estructuras
celulares y hacia la matriz de polisacaridos que
conforma los granos de tibicos.

Por otro lado, el medio inoculado en proporcion
de 0,015 g/mL no reflejo un valor constante de la
densidad relativa respecto al tiempo de fermentacién
dentro de las 72 h del proceso, mientras que el medio
inoculado en proporcion de 0,030 g/mL se presento un
valor constante a partir de las 60 h, y el medio
inoculado en proporcion de 0,060 g/mL presentd dicho
valor a partir de las 48 h.



Estos periodos indican la finalizaciéon del proceso
de fermentacién, asumiendo que los principales
nutrientes en el sustrato habian sido consumidos en su
totalidad, coincidiendo con las etapas de declinacion
observadas en las curvas de la concentracion de la
biomasa seca.

Ademés, pudo observarse que la tasa de
disminucion de la densidad relativa del jugo del eje de
la inflorescencia de la pifia, respecto al tiempo de
fermentacion, fue directamente proporcional a la
cantidad de in6culo.

Tal proporcionalidad indica que mientras mayor
sea la cantidad de microorganismos inoculados, mas
rapido es el consumo de los nutrientes del medio.

Acidez activa

Como se puede observar en la figura 4, la acidez
activa del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia
tuvo un valor de 3,80 + 0,08, alcanzando al final de los
procesos de fermentacion un pH de 3,50 £ 0,02.

Acidez activa del medio fermentado
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No obstante, las curvas de la acidez activa en
funcién del tiempo de fermentacién no mostraron una
evolucion similar durante las primeras 24 h, en donde
el medio inoculado en proporciéon de 0,015 y 0,060
g/mL, exhibié un incremento en el valor del pH hasta
un valor de 4,06 + 0,01, alcanzando dicho valor a las
24 y alas 12 h, respectivamente.

Por otro lado, el medio inoculado en proporcion
de 0,030 g/mL no exhibié un descenso pH respecto al
tiempo de fermentacion, sino que a las 12 h mantuvo
la misma acidez que al inicio del proceso de
fermentacion.

Dado el comportamiento de la acidez activa en los
medios fermentados con dos de las tres proporciones
de indculo, se considera que el medio inoculado en
proporcion de 0,030 g/mL haya incrementado también
el pH dentro de las primeras 24 h de fermentacion.

La principal influencia en la respuesta del pH es la
excrecion y acumulacién de acidos organicos en el
medio, producto de la conversion por parte de los
microorganismos de la fuente de carbono suministrada

en exceso. No obstante, cuando dicha fuente de
carbono se vuelve limitada, los acidos organicos
también pueden ser consumidos.

Ademas, el incremento en el valor del pH pudo
ser el resultado de los procesos de degradacion o
consumo, ya que la degradacion proteolitica puede
resultar en la liberacion de amonio en el medio.

Acidez total titulable

La figura 5 muestra la acidez total titulable, cuyas
curvas no exhibieron un comportamiento similar
durante las primeras 24 h del proceso de fermentacion,
en donde se vio reflejado el incremento del valor del
pH en el descenso del valor de la acidez total titulable
de los medios inoculados en proporciones de 0,015 y
0,060 g/mL, a las 24 y 12 h de fermentacion,
respectivamente.

Figura 5. Acidez total titulable del medio
fermentado
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Por otro lado, las curvas de la acidez total titulable
manifestaron una evolucion similar en el intervalo de
las 24 a las 72 h, en donde los medios inoculados en
proporciones de 0,030 y 0,060 g/mL, no mostraron una
diferencia significativa en el valor de la acidez total
titulable, alcanzando ambos un valor final equivalente
a 10,37 + 0,01 mg/mL de acido lactico; mientras que el
medio inoculado en proporcién de 0,015 g/mL alcanzo
un valor final equivalente a 8,08 mg/mL de &cido
lactico.

Se debe considerar que el medio fermentado
contiene A&cido carbdnico, ademas de los acidos
organicos generados por los microorganismos, debido
a la solubilizacion en el medio acuoso del CO? que es
generado por las bacterias heterolacticas a través de
la ruta de la fosfocetolasa y por las levaduras.

Este parametro fue el Unico que no fue
cuantificado en duplicado, debido a que la curva de
titulacion fue afectada por la actividad microbiologica
durante el periodo demorado al realizar la primera
titulacion, resultando en un valor incorrecto.

! Practical fermentation technology. MCNEIL, Brian; HARVEY, Linda
M. (eds.). p. 243.



Poblaciones totales de bacterias acido-lacticas y
de levaduras

La figura 6 muestra el recuento total de bacterias
acido-lacticas y de levaduras viables en el medio
inoculado en proporcién de 0,015 g/mL.

Poblaciones totales de bacterias acido-
lacticas y de levaduras viables en el
medio fermentado e inoculado en
proporcion de 0,015 g/mL
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En este diagrama se puede observar que dichos
microorganismos no conservaron, durante el proceso
de fermentacién, una concentracion estable superior al
limite inferior tedrico de 10’ UFC/mL (2), necesario para
considerar al jugo fermentado como posible alimento
probidtico, en donde las bacterias acido-lacticas
superaron este limite a las 24 y 72 h, mientras que las
levaduras lo superaron Unicamente a las 24 h.

Por otro lado, las poblaciones de bacterias acido-
lacticas y de levaduras viables mostraron un descenso
considerable a partir del maximo valor alcanzado a las
24 h de fermentacion.

Este comportamiento es inverso al exhibido en el
modelo de desarrollo microbiolégico de la
concentraciéon de la biomasa seca en funcion del
tiempo de fermentacion del medio inoculado en
proporcion de 0,015 g/mL.

La figura 7 muestra el recuento total de bacterias
acido-lacticas y de levaduras viables en el medio
inoculado en proporcion de 0,030 g/mL.

En este diagrama se puede observar que las
poblaciones viables de ambos grupos de
microorganismos conservaron, en el intervalo de las 24
a las 72 h de fermentacién, una concentracién estable
superior al limite inferior teérico de 10" UFC/mL.

El comportamiento relativamente constante de las
poblaciones viables de bacterias acido-lacticas y de
levaduras suspendidas en el medio inoculado en
proporcion de 0,030 g/mL, indica una adecuada
relacién el in6culo y la concentraciéon de sustrato
fermentable en el jugo del corazon de la pifia.

2 Handbook of fermented functional foods. FARNWORTH, Edward R.
(ed.). p. 26.

Poblaciones totales de bacterias acido-
lacticas y de levaduras viables en el
medio fermentado e inoculado en
proporcion de 0,030 g/mL
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La figura 8 muestra el recuento de bacterias
acido-lacticas y de levaduras viables en el medio
inoculado en proporcion de 0,060 g/mL.

Poblaciones totales de bacterias acido-
lacticas y de levaduras viables en el
medio fermentado e inoculado en
proporcion de 0,060 g/mL

Figura 8.
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En este diagrama se puede observar que las
poblaciones de dichos microorganismos no
conservaron, durante el proceso de fermentacion, una
concentracion estable superior al limite inferior teérico
de 10" UFC/mL, en dénde Gnicamente las bacterias
acido-lacticas superaron este limite a las 72 h.

Por otro lado, las poblaciones de bacterias acido-
lacticas y de levaduras viables exhibieron un
comportamiento  similar, con una tendencia a
incrementar sus poblaciones en funcion del tiempo de
fermentacion.

Dicho comportamiento es inverso al exhibido en el
modelo de desarrollo microbiolégico de la
concentracion de la biomasa seca en funcion del



tiempo de fermentacién del medio inoculado en
proporcion de 0,060 g/mL.

Con base en la elevada concentracién de
levaduras en el medio fermentado, se considera que el
dioxido de carbono liberado durante el proceso de
fermentacién proviene principalmente del metabolismo
de estos microorganismos.

Asimismo, al comparar ambas poblaciones de
microorganismos viables, se puede decir en términos
generales que el jugo del eje de la inflorescencia de la
pifia inoculado con las tres proporciones de granos de
tibicos, mantiene una mayor concentracién de
bacterias acido-lacticas respecto a las levaduras.

Por otro lado, estadisticamente se determiné que
las variaciones en los valores de todos los parametros
evaluados, respecto a la proporcion de inéculo y al
tiempo de fermentacion, son significativas dentro de un
intervalo del 95% de confianza, es decir que las
diferencias en los valores son tan grandes que no se
pueden ser asociadas a variaciones aleatorias.

CONCLUSIONES

1. Fue posible evaluar a nivel de laboratorio la
capacidad de fermentaciéon de los granos de
tibicos utilizando el jugo del eje de Ia
inflorescencia de la pifia como sustrato Unico,
para su aprovechamiento como posible bebida

probidtica, bajo el disefio experimental
planteado.
2. La cantidad de agua retenida en los granos de

tibicos aumenté de forma variable en funciéon
del tiempo de fermentaciéon, por lo que la
concentracion de la biomasa drenada no se
correlacioné con la concentracion de la biomasa
seca.

3. El aumento de la concentraciéon de la biomasa
drenada y de la concentracion de la biomasa
seca, respecto al tiempo de fermentacion, fue
dependiente de la cantidad de in6culo.

4. Las curvas de la concentracion de la biomasa
seca en funcién del tiempo de fermentacion, se
ajustaron al modelo tedrico del desarrollo
microbiolégico, en donde su amplitud reflejo
una relacion inversamente proporcional a la
cantidad de inéculo.

5. La densidad relativa inicial del jugo del eje de la
inflorescencia de la pifia tuvo un valor de 1,040
+ 0,002, alcanzando al final de los procesos de
fermentacién un valor de 1,001 + 0,001,
reflejando una concentracibn de sustrato
fermentable de 0,039 + 0,003 g/mL.

6. La tasa de disminucion de la densidad relativa
del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia,
en funciéon del tiempo de fermentacion, fue
directamente proporcional a la cantidad de
inoculo.

7. Los periodos en los cuales la densidad relativa
del jugo del eje de la inflorescencia de la pifia
descendi6 hasta un valor constante, en funcién
del tiempo de fermentacion, coincidieron con las

10.

11.

etapas de declinacién en los modelos de
desarrollo microbiolégico.

La acidez activa inicial del jugo del eje de la
inflorescencia de la pifia tuvo un valor de 3,80 +
0,08, alcanzando al final de los procesos de
fermentacion un pH de 3,5 + 0,02.

El jugo del eje de la inflorescencia de la pifia
inoculado en proporciones de 0,015 y 0,060
g/mL, exhibié un incremento en el valor del pH y
un descenso en el valor de la acidez total
titulable, a las 24 y 12 h de fermentacion,
respectivamente, como resultado de procesos
proteoliticos segun la literatura.

Las curvas de la acidez total titulable, en
funcion del tiempo de fermentacion,
manifestaron una evoluciéon similar en el
intervalo de las 24 a las 72 h, periodo en el cual
no existié una diferencia significativa del valor
de dicho parametro en el jugo del eje de la
inflorescencia de la pifia inoculado en
proporciones de 0,030 y 0,060 g/mL.

El jugo del eje de la inflorescencia de la pifia
inoculado en proporcién de 0,030 g/mL se
considera como posible bebida probiética en el
intervalo de las 24 a las 72 h de fermentacion,
en base a las concentraciones de bacterias
acido-lacticas y de levaduras viables.

RECOMENDACIONES

1.

Evaluar la capacidad fermentativa del jugo del
eje de la inflorescencia de la pifia inoculado con
granos de tibicos en proporcién de 0,030 g/mL,
bajo diferentes condiciones experimentales,
para obtener una bebida potencialmente
probidtica con base en el valor minimo de
UFC/mL.

Evaluar la capacidad fermentativa, asi como las
propiedades organolépticas, del jugo diluido del
eje de la inflorescencia de la pifia inoculado con
granos de tibicos, para obtener una bebida
potencialmente probiética con base en el valor
minimo del UFC/mL.

Evaluar la capacidad fermentativa de los granos
de tibicos mediante el uso de otros sustratos
provenientes de los subproductos generados en
la industria alimenticia.

Identificar y cuantificar las cepas de los
microorganismos presentes en los granos de
tibicos utilizados a nivel artesanal en la ciudad
de Guatemala y otras regiones del pais, para
determinar asi el contenido de microorganismos
probidticos y su grado de contaminacion.
Evaluar la purificacion y conservacion de los
granos de tibicos para su comercializacion.
Evaluar la capacidad fermentativa del jugo del
eje de la inflorescencia de la pifia mediante el
uso de granos de tibicos en un proceso
continuo.

Evaluar otras aplicaciones industriales para la
fibra separada del eje de la inflorescencia de la
pifia.
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