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Aspectos sensoriales de un néctar de fruta
con adicion de micelios obtenidos por
fermentacion sumergida
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" Universidad Nacional de Colombia - Colombia
2 Universidad de Cartagena - Colombia

RESUMEN

Los hongos comestibles o setas poseen compuestos biolégicos que han despertado
gran interés entre la comunidad cientifica y agroindustrial debido a que presentan
un gran potencial de uso al ser catalogados como nutracéuticos. Es por esto, que en
los Ultimos afios ha tomado importancia el desarrollo de estudios que conduzcan al
aprovechamiento de setas comestibles a través de procesos biotecnolégicos,
buscando un incremento conjunto de los compuestos de interés que lo convierten
en alimento funcional por excelencia. En esta investigacion, se trabajé con una cepa
Pleurotus ostreatus, la cual fue cultivada con fermentacion en estado liquido (FEL) en
harina de maiz amarillo burdo, la cual se observé indujo en el hongo la produccién
de biomasa fungica con mayor valor nutracéutico. Este micelio fue adicionado de tal
manera que aportara cantidad suficiente de compuestos bioactivos en la formulacion
de un néctar de mango. A este Ultimo se le realiz6 una prueba sensorial para
determinar el grado de aceptacién por un publico objetivo. Se encontré que la
adiciéon del micelio no afecta atributos como textura, olor y apariencia general,
requiriendo la adicion de aditivos enmascarantes de color y sabor para mejor su
aceptabilidad general. El néctar de mango resulté en una estrategia prometedora
para la incorporacién de micelio de P. ostreatus como fuente de compuestos
bioactivos.

Palabras clave: actividad hipocolesterolémica; Pleurotus; Fermentacién en estado
liquido; aceptacion sensorial.

Sensory aspects of a fruit nectar with the addition of
mycelia obtained by submerged fermentation

ABSTRACT

Edible mushrooms possess biological compounds which have attracted great
interest among scientific and agro-industrial communities as they are cataloged as
nutraceuticals. In fact, they have recently gained importance in the development of
research studies leading to the effective use of edible mushrooms through
biotechnological processes, looking for an increase in the content of bio compounds
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which makes edible mushrooms a functional food by excellence. In this research, we
worked with Pleurotus ostreatus cultured under liquid state fermentation (FEL) in
yellow corn flour. The latter was shown to induce the production of fungi biomass
with bigger nutraceutical value. Mycelia was added to a mango juice formulation to
provide with enough bioactive compounds. Sensory test was developed to
determine the acceptance degree by the objective population. It was found that
mycelia have no effect on attributes of texture, odor and general appearance,
nonetheless, it was necessary to add masking additives to improve color and flavor.
Mango juice resulted in a promising strategy for mycelia incorporation of P. ostreatus
as a source of bioactive compounds.

Keywords: Hyphocolesterolemic activity; Pleurotus; Liquid state fermentation;
Sensory acceptance.

1. Introducciéon

Hoy en dia, la poblacién mundial experimenta un acelerado estilo de vida
que, en muchos casos va en detrimento de la salud. Esta forma de vivir
conduce a cambios en la alimentacién, particularmente a la ingesta de
alimentos poco saludables, lo que conlleva a la aparicién de enfermedades
de origen metabdlico: malnutricion y obesidad. De acuerdo con la
Organizacién mundial para la salud (OMS), la aparicion de este tipo de
desordenes alimenticios genera conflictos entre los diferentes esfuerzos por
erradicar la malnutricion y las politicas gubernamentales apropiadas para la
prevencion de la obesidad [1].

En relacion con los problemas de obesidad, esta enfermedad ha sido
considerada seriamente como una epidemia del siglo XXI alrededor del
mundo. Se sabe que aproximadamente 15 millones de adultos sufren de
sobrepeso a nivel mundial, de este, un tercio de la poblacién responde a
problemas de obesidad, que se encuentra altamente relacionada con
enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo Il y cancer [2].

Con referencia a la obesidad mérbida ésta tiene entre otras soluciones como
el empleo de farmacoterapia, tratamiento en el cual se observan dafos
colaterales por efecto de algunos de los medicamentos empleados, lo que
ha motivado a los investigadores a explorar otras alternativas, por ejemplo,
el desarrollo de "nutracéuticos” [3]. El término nutracéutico, junto con el de
“alimento funcional”, se ha usado desde los afos 90 y engloba los
compuestos que normalmente no son reconocidos como nutrientes
(vitaminas o minerales), pero que pueden tener efectos fisioldgicos positivos
sobre la salud humana [4]. Se sabe que estos alimentos pueden ayudar a
reducir el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas y ser coadyuvantes en
su tratamiento, es por ello que la ciencia de los alimentos ha volcado su
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atencién hacia estos “nuevos alimentos” que pueden estar constituidos por
productos de origen natural que no son comiUnmente usados o0 que son
derivados de aquellos que poseen un efecto fisiologico [2].

Los productos naturales poseen compuestos con efectos bioactivos, tal es el
caso de las setas. Setas comestibles y no comestibles juegan un papel
importante en diferentes culturas, ya que son conocidas tanto por sus
propiedades nutricionales como por sus propiedades medicinales,
convirtiéndolos en alimentos funcionales por excelencia [5]. Desde un
alcance nutricional, las setas poseen componentes capaces de suplementar
la dieta de manera balanceada [6]. Diversos estudios /n vitro e in vivo, asi
como algunos ensayos clinicos han arrojado evidencia de la relevancia
nutricional de polisacaridos, acidos grasos, terpenoides y esteroles presentes
en las setas, lo que motiva a su estudio dentro de la ciencia de los alimentos
[71-[10].

Los hongos macromicetos o setas hacen referencia a organismos que forman
un cuerpo fructifero o carpéforo visible [11]. Existen de tipo comestible y no
comestible, aln cuando esta caracteristica no es impedimento para la
extraccion, estudio y aplicacidon de sus compuestos bioactivos, por lo que las
bondades de estos compuestos han sido materia de estudio en los ultimos
ahos. Se habla entonces de los efectos puntuales en el hombre de los
polisacaridos, triterpenos, glicoproteinas y antibidticos, con mayor nimero
de estudios enfocados en los primeros [12]. Su cultivo de manera tradicional
utilizando fuentes de carbono no convencionales se ha empleado para
optimizar la produccion de biomasa y para estimular la produccién de
metabolitos 6 enzimas especificas [13].

La forma de cultivo y produccidon de macromicetos mas conocida es la
produccion del cuerpo fructifero o seta, en troncos de madera o en mezclas
de aserrin con otros componentes que permiten el crecimiento del hongo.
Esta forma tradicional de cultivo tiene algunos requerimientos de espacio,
temperatura, luz, humedad y principalmente tiempo, que la hacen una
técnica dispendiosa [14]. Debido a la necesidad de aumentar la produccién
de compuestos de interés para la industria, que involucran desde el escalado
de la produccién de enzimas hasta el aumento de la produccion de
metabolitos como acido citrico, estatinas, B-glucanos, y otra gran variedad
de compuestos provenientes de los hongos, se han desarrollado otras
técnicas de cultivo que reducen los tiempos de produccion y pueden facilitar
la extraccion de los compuestos de interés.

Es asi como se ha investigado la obtencion de micelio fungico a través de
dos estrategias biotecnoldgicas a saber: la fermentaciéon en estado sélido
(FES) y liquido (FEL). En la FES, el crecimiento de los hongos filamentosos se
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efectia en un medio de cultivo sélido, cercano a la ausencia de agua pero
con la suficiente presencia de esta para que el hongo se desarrolle [15].

En la produccién con FEL, segun el objetivo del cultivo, se obtiene una
produccion de biomasa, bioactivos y proteinas fungicas en forma rapida y
eficiente. Ademas, la técnica permite un mejor control de diferentes variables
del proceso (agitacidn, pH, oxigenacién, temperatura, entre otras) y por ende
desarrollar procesos de produccion estandarizados y optimizados
aplicandose actualmente para la industria biotecnolégica [16]. En general, la
FEL es mas eficiente que la FES en términos de produccién de biomasa y
produccién de moléculas bioactivas, una vez se ha evaluado y se han puesto
a punto las diferentes variables que intervienen durante el proceso [17].

Por ejemplo, para el género Pleurotus se han empleado fuentes de carbono
no tradicionales en busca de incrementar la produccion en los dos aspectos
previamente mencionados. Una particularidad para resaltar es que la FEL ha
mostrado promover la biosintesis de una gran variedad estructural de estos
compuestos como es el caso de esteroles y triterpenoides [18]. Estos
metabolitos ademas, han mostrado poseer actividad hipocolesterolémica
[19] gracias a que pueden reducir la absorcién del colesterol exégeno en la
dieta, debido a su naturaleza lipofilica que desplaza al colesterol para ser
absorbido durante la ingesta [20], y también se ha observado que pueden
llegar a tener efectos de modulacién de los genes involucrados en la ruta
biosintética del colesterol 6 incluso incidir en la inhibicion de la enzima que
da lugar a esta ruta metabdlica, la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzyma A
reductasa 6 HMGCR [21]-[23]. Asi, se continla investigando cobmo mejorar
las propiedades nutracéuticas del producto biotecnoldgico con el empleo de
harinas vegetales o residuos agroforestales y promover la bioaumentacion
de los compuestos de interés.

En Colombia, el consumo per capita de setas y/o alimentos derivados de ellas
es muy bajo (0.11 kg) si se compara con paises como Estados Unidos o Paises
Bajos, 2 kg y 4.5 kg, respectivamente [24]. El mercado de este tipo de
alimentos estd enfocado al sector gastrondmico y cadenas de
supermercados, sectores donde son conocidos por su alto contenido de
proteina, sin embargo, poco se sabe de los demas compuestos que bajo las
condiciones arriba mencionadas pueden poseer los alimentos de origen
fungico.

En relacién con los polisacaridos, se ha estudiado principalmente el efecto
antitumoral, sin dejar de lado otros efectos fisioldgicos [25]. Respecto a los
otros metabolitos secundarios, los estudios estan focalizados en la busqueda
de su aplicacion en farmacos o para su uso como nutracéutico. Los efectos
medicinales abarcan desde la accidén directa anticancerigena, contra
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enfermedades crénicas (hipercolesterolemia, hipertension, aterogénesis,
hiperglicemia, obesidad), antimicrobiana y antiviral [26]. Por otro lado, las
proteinas o glicoproteinas de muchos macromicetos nativos y comerciales
también han evidenciado beneficios para la salud que van mas ligadas hacia
la actividad antiproliferativa de algunas lineas de cancer [27]-[29].
Finalmente, algunos compuestos triterpenoidales han mostrado su efecto
para la induccion de la apoptosis en lineas celulares de cancer [10], [30], [31],
o los esteroles como se menciond atras por su efecto hipocolesterolémico
pero ademas, por mostrar efectos antivirales contra VIH-1y el Herpes simplex
[32].

Al momento de ser tenidos en cuenta como alimentos funcionales, los
desarrollos con adicion de macromicetos a formulaciones alimentarias han
sido pocas. Por ejemplo, se ha hecho la sustitucién de harina de trigo con 2%
de glucanos de Lentinula edodes para preparar un producto horneado, que
presenta menos calorias y un mayor contenido de fibra [33]. Otras
aplicaciones se basan en la preparacion de pan mediante la adicion de
cuerpo fructifero pulverizado de Flammulina velutipes y L. edodes para
reemplazar la levadura en preparaciones de panaderia [34], bebidas
alcohdlicas con mejores propiedades de fermentacion y con caracteristicas
funcionales [35] y la elaboracion de una bebida con extracto de polisacaridos
de una seta silvestre japonesa conocida como BaChu [36].

Debido a sus condiciones medioambientales y a su ubicacién geografica,
Colombia cuenta con gran variedad de frutas que en su mayoria se
encuentran disponibles durante todo el afio, lo que facilita que dentro de la
dieta de la poblacién se incluyan frutas como el mango, la guanabana,
maracuya, la guayaba, por citar algunos ejemplos. Luego de su consumo en
fresco, la forma mas comun de consumo de frutas en Colombia es en forma
de jugos y néctares, con un consumo estimado de 320 mL/dia [37]. En
adicion, la gran variedad de frutas trae consigo diversidad de sabores y
aromas que en general, son apetecidos por la poblacion.

2. Materiales y Métodos

2.1 Cultivo del hongo

Se trabajo con una cepa de P. ostreatus (figura 1-A) proporcionada por el
Laboratorio de Ingenieria Quimica (LIQ) de la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota. La cepa fue cultivada en medio Papa Dextrosa Agar
(PDA) a 25°C + 1°C en condiciones de aerobiosis y oscuridad (figura 1-B). Se
tuvo almacenada en refrigeracion, 4°C + 1°C y se conservé como cepa de
trabajo. El hongo se cultivo por FEL (figura 1-C) cuyo medio se componia en
g/L: NaNOs (0,08), MgSO4+7H,0 (0,02), KH>PO4 (0,03), KCI (0,01), y harina de
maiz amarillo (30), en matraces de 250 mL con 100 mL del medio, cada
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matraz fue inoculado con 0,4 g de micelio y se llevé a un shaker a 100 rpm.
por 11 dias, con luz blanca todo el tiempo. La biomasa de P. ostreatus
obtenida el dia 11 se filtr¢ al vacio para separar el micelio del medio agotado
(figura 1-D), y se almacené en refrigeracion (4°C) hasta su empleo en la
formulacion (figura 1-E).

Figura 1: Protocolo de cultivo y obtencién de micelio de P. ostreatus para las formulaciones
de néctar de mango.

2.2 Formulacién del alimento

Se escogié como fruta base el mango (nutracéutico conocido por su
actividad antioxidante [38]), teniendo en cuenta su abundancia en el pais, se
considerd su fragancia como elemento familiar para el publico que ademas
podia facilitar la aceptacion por parte del consumidor regular. Se considerd
realizar la adicion total del micelio (figura 1-E) y no de un extracto,
considerando los beneficios de este, ya que no soélo es aportante de los
bioactivos seleccionados (esteroles, polisacaridos totales y B-glucanos) sino
de buena cantidad de fibra soluble e insoluble que igualmente incide
potencialmente en la reduccién del colesterol. Se elaboré el néctar de mango
funcional trabajando con 4 tratamientos con las siguientes formulaciones
(figura 1-F y Tabla 1). Para el lote de matriz sin micelio se adiciond 0,2% de
carboximetilcelulosa (CMC), la mezcla se someti6 a un proceso de
pasteurizacion (76°C por 10 min.). Para los tres lotes que contenian micelio,
después del tratamiento a 76°C, el néctar se enfrid hasta los 46°C + 1°Cy se
les adiciond la biomasa para posteriormente ser sellados y llevados
inmediatamente a 4°C. Los cuatro lotes fueron almacenados en refrigeracion
por 18 dias hasta la prueba de aceptacidn sensorial, previa liberacién del lote
por calidad microbiologica.

Tabla 1. Formulacién para jugo de mango con y sin adicién de micelio de 2.
ostreatus obtenida por LSF

Ingrediente Sin micelio Con micelio
Pulpa de mango 30% 30%
Espesante 0.2% (como CMC¥*) 0
Micelio 0 2.5%,3.5y45%
Edulcorante Entre 7y 10%

Regulador de acidez Hasta 0.15% de acidez total
Conservante Segun BPM**

*CMC: Carboximetil celulosa; **BPM: Buenas practicas de manufactura
Tomado de: [43]
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2.3 Evaluacion sensorial

Los productos obtenidos de los cuatro tratamientos fueron sometidos a una
prueba de aceptacién sensorial donde se valord los parametros: color, olor,
sabor, aromay apariencia general, calificados a través de una escala heddnica
de cinco puntos (donde 5 equivale a “me gusta mucho”, 4 a “me gusta”, 3 "ni
me gusta — ni me disgusta”, 2 “me disgusta” y 1 me disgusta mucho. La
prueba se realizd con un panel de consumidores, conformado por 30
personas como panel piloto de pruebas orientadas al consumidor [39], entre
18 y 43 afios con predominancia de edades entre 18 y 23 afios y compuesto
por 40% mujeres y 60% hombres, en uno de los laboratorios del
departamento de Quimica de la Universidad Nacional de Colombia. El analisis
estadistico fue realizado a través de un ANOVA no paramétrica de una sola
via (P<0,05) con el software estadistico Statgraphics®.

3. Resultados y Discusién

Los jugos y néctares de fruta deben ajustarse a ciertos contenidos minimos
de pulpa que dependeran de la fruta de origen. Estos valores, asi como
aquellos de los demas aditivos que pueden incluirse se encuentran
claramente regulados para Colombia [40]. Con base en las propiedades
nutraceuticas del P. ostreatus se disefid un prototipo de nutracéutico con el
fin de ofrecer un producto con altas probabilidades de incrementar la ingesta
de compuestos funcionales entre la poblacion objetivo (personas con
problemas de colesterol alto y normocolesterolémicos), buscando que estos
presenten caracteristicas sensoriales similares a las del producto original o
presenten atributos sensoriales que no van en detrimento de las
caracteristicas esperadas de los jugos y néctares de fruta. Un modelo de las
preguntas para la evaluacion sensorial se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Modelo de pregunta para evaluacidon sensorial por panelistas
consumidores en una prueba afectiva con escala heddnica de 5 puntos.
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3.1 Respuesta sensorial al néctar de mango

Las pruebas afectivas, en general, son muy importantes al momento de
disefiar alimentos, debido a que serad el consumidor final el que decida si
consume o no este tipo de alimentos y, por tanto, si el alimento cumple con
las expectativas del mercado objetivo. Los resultados se compararon contra
una muestra que ha sido preparada bajo las mismas condiciones y que no
presenta el ingrediente funcional a evaluar, esto para que actie como un

punto de referencia para el evaluador. Los resultados presentan en la Figura
3.

En el caso expuesto en la figura 3 se observa que el micelio no genero
cambios significativos en los atributos sensoriales de color y apariencia, lo
que indica que el micelio puede ser adicionado hasta en un 4.5% sin afectar
estos parametros. Sin embargo, en aspectos como olor, sabor y aroma, si
fueron detectados cambios importantes por parte de los evaluadores cuando
el producto era comparado con aquel que no poseia micelio. Estos ultimos 3
atributos deben ser solucionados mediante la adicibn de agentes
enmascaradores de sabor atendiendo al origen de los sabores que generan
una respuesta negativa en el consumidor. Jugos y néctares elaborados a
partir de frutas con sabores fuertes y muy aromaticos podrian ser matrices
alimentarias interesantes para enmascarar sabores amargos y/o residuales
que poseen las setas y en particular, los micelios y/o extractos de ellos
obtenidos a través de FEL.

Se sabe que diversos extractos de origen fungico contienen compuestos
como péptidos, fenoles o terpenos, entre otros, que pueden aportar sabores
residuales fuertes y poco agradables, por lo que la correcta seleccién de la
pulpa de fruta con el micelio o su extracto podria conducir a productos de
buena aceptacién sensorial [42], [43].

Color
4
N 2 — Sin micelio
Apariencia ._— Olor

(1) 2.5% micelio
3.5% micelio
4.5% micelio

Aroma Sabor

Figura 3. Perfil de una prueba de aceptacion para un jugo de frutas con
adicion de micelio de P. ostreatus. Fuente: [41]
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4. Conclusiones

Aunque debe ser tomado como rutina en el disefio de alimentos, se debe
considerar el grado de afectacién que tendra la adicion de un ingrediente
sobre las propiedades sensoriales del producto final. Es asi que, en el caso de
micelio de P. ostreatus, al poseer compuestos que pueden afectar la
aceptacion sensorial del néctar de mango, sus atributos sensoriales de olor,
sabor y aroma se vieron afectados a medida que se incrementaba la
concentracion de micelio en el néctar. Adicionalmente, debido a Ia
generacion de sabores residuales no deseados en el producto, se plantea la
opcién del empleo de agentes enmascarantes que permitan ocultarlos. Se
encontrd que las técnicas afectivas son recomendadas para determinar el
grado de afeccion del micelio sobre el producto nutracéutico final, por lo que
es necesario, ademas de la formulacién usada, la adicién de compuestos que
ayuden a enmascarar aquellos atributos que no fueron de agrado para los
consumidores.
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