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RESUMEN

El desarrollo de alimentos que promuevan la salud y el bienestar es una de
las prioridades actuales de la industria alimentaria. El lulo o “naranjilla” (Solanum
quitoense Lam.), es un fruto que se diferencia por su contenido en aminas
bioactivas derivadas de la espermidina, con potencial efecto antihipertensivo. De
acuerdo con esto, el lulo podria ser empleado como ingrediente en el desarrollo
de alimentos funcionales para la prevencién de la hipertension arterial en la
poblacién obesa. Ademés del consumo de frutas, la ingesta de determinados
microorganismos también consigue disminuir la grasa corporal al modificar la
microbiota intestinal, estimular la sintesis de péptidos que inducen la saciedad,
reducir la sintesis de citoquinas proinflamatorias y/o modificar el perfil lipidico. Es
por ello que, con el objeto de desarrollar un nuevo zumo probidtico que
prevenga la obesidad, en este trabajo se evalla el efecto del pH (5,5y 6) y las
altas presiones de homogenizacion (100 y 150 MPa) sobre las propiedades
fisicoquimicas (°Brix, pH, densidad, tamafio de particula, color, actividad
antioxidante por los métodos ABTS y DPPH y el contendido en fenoles totales y
flavonoides) y microbioldgicas (recuento de viables) del zumo de lulo inoculado
con Lactobacillus reuteri e incubado durante 24 y 48 h. Los resultados revelaron
que el zumo de lulo es un medio adecuado para el crecimiento del
microorganismo probidtico, especialmente cuando su pH se ajusta a 5,5, y que
la homogeneizacion previa a la inoculacion solo mejora los recuentos cuando el
pH del zumo se ajusta a 6. Al aumentar de 24 a 48 h el tiempo de incubacion los
recuentos apenas varian (en el caso de los zumos a pH 5,5) o aumentan
significativamente (en el caso de los zumos a pH 6). Los cambios en las
propiedades fisicoquimicas resultaron mas o menos acusados en funcion del
crecimiento microbiano. Los zumos con un mayor contenido en células vivas
resultaron mas turbios, presentaron un tamafio medio de particula mas elevado
y un mayor contenido de sélidos sedimentables, ademas de experimentar
mayores cambios en el color. El crecimiento microbiano en los zumos también
mejoré el contenido en fenoles y flavonoides totales, junto a la capacidad
antioxidante total medida por el método DPPH.

PALABRAS CLAVE: zumo de lulo, presién de homogenizacion, Lactobacillus
reuteri, probiotico, propiedades antioxidantes.



RESUM

El desenvolupament d'aliments que promoguen la salut i el benestar €s una
de les prioritats actuals de la indUstria alimentaria. El lulo o "naranijilla” (Solanum
quitoense Lam.), Es un fruit que es diferencia pel seu contingut en amines
bioactives derivades de la espermidina, amb potencial efecte antihipertensiu.
D'acord amb aix0, el lulo podria ser emprat com a ingredient en el
desenvolupament d'aliments funcionals per a la prevencié de la hipertensio
arterial en la poblacié obesa. A més del consum de fruites, la ingesta de
determinats microorganismes també aconsegueix disminuir el greix corporal en
modificar la microbiota intestinal, estimular la sintesi de péptids que indueixen a
la sacietat, reduir la sintesi de citoquines proinflamatories i / o modificar el perfil
lipidic. Es per aix0 que, amb l'objecte de desenvolupar un nou suc probiotic que
previngui l'obesitat, en aquest treball s'avalua I'efecte del pH (5,5 i 6) i les altes
pressions d'homogeneitzaci6 (100 i 150 MPa) sobre les propietats
fisicoquimiques (° Brix, pH, densitat, mida de particula, color, activitat antioxidant
pels metodes ABTS i DPPH i el contingut en fenols totals i flavonoides) i
microbiologiques (recompte de viables) del suc de lulo inoculat amb Lactobacillus
reuteri i incubat durant 24 i 48 h. Els resultats van revelar que el suc de lulo és
un mitja adequat per al creixement del microorganisme probiotic, especialment
quan el seu pH s'ajusta a 5,5, i que I'homogeneitzacié prévia a la inoculacié
només millora els recomptes quan el pH del suc s'ajusta a 6. en augmentar de
24 a 48 h el temps d'incubacié dels recomptes tot just varien (en el cas dels sucs
a pH 5,5) o augmenten significativament (en el cas dels sucs a pH 6). Els canvis
en les propietats fisicoquimiques van resultar més o menys acusats en funcio del
creixement microbia. Els sucs amb un major contingut en cél-lules vives van
resultar més térbols, van presentar una mida mitjana de particula més elevat i un
major contingut de solids sedimentables, a més d'experimentar majors canvis en
el color. El creixement microbia en els sucs també va millorar el contingut en
fenols i flavonoides totals, al costat de la capacitat antioxidant total mesura pel
métode DPPH.

PARAULES CLAU: suc de lulo, pressié d'homogeneitzacio, Lactobacillus reuteri,
probiotic, propietats antioxidants.

ABSTRACT

The development of foods that promote health and well-being is one of the
current priorities of the food industry. The lulo or "naranjilla" (Solanum quitoense
Lam.), Is a fruit that differs by its content in bioactive amines derived from
spermidine, with potential antihypertensive effect. Accordingly, lulo could be used
as an ingredient in the development of functional foods for the prevention of high
blood pressure in the obese population. In addition to the consumption of fruits,
the intake of certain microorganisms also reduces body fat by modifying the
intestinal microbiota, stimulating the synthesis of satiety inducing peptides,
reducing the synthesis of pro-inflammatory cytokines and/or modifying the lipid
profile. That is the reason, in order to develop a new probiotic juice that prevents
obesity, this work evaluates the effect of pH (5.5 and 6) and high homogenization
pressures (100 and 150 MPa) on the properties physicochemical (°Brix, pH,
density, particle size, color, antioxidant activity by ABTS and DPPH methods and



the content in total and flavonoid phenols) and microbiological (viable count) of
the lulo juice inoculated with Lactobacillus reuteri and incubated during 24 and
48 h. The results revealed that lulo juice is a suitable medium for the growth of
the probiotic microorganism, especially when its pH is adjusted to 5.5, and that
homogenization prior to inoculation only improves the counts when the pH of the
juice is adjusted to 6. By increasing the incubation time from 24 to 48 h, the counts
hardly vary (in the case of juices at pH 5.5) or increase significantly (in the case
of juices at pH 6). Changes in physicochemical properties were more or less
pronounced depending on microbial growth. The juices with a higher content in
living cells were more cloudy, had a higher average patrticle size and a higher
content of sedimentable solids, in addition to experiencing greater changes in
color. Microbial growth in juices also improved the content of phenols and total
flavonoids, together with the total antioxidant capacity measured by the DPPH
method.

KEY WORDS: lulo juice, homogenization pressure, Lactobacillus reuteri,
probiotic, antioxidant properties

INTRODUCCION

La obesidad es una patologia metabdlica altamente prevalente en nuestro
paisy constituye un gran problema de salud publica. Con frecuencia, este exceso
de grasa abdominal se presenta asociado con otros desoérdenes fisiol6gicos,
tales como la resistencia a la insulina y la hipertension arterial, que aumentan el
riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular o diabetes. Entre las causas
subyacentes a este sindrome no solo se encuentran la contribucion genética, los
hébitos alimentarios o la falta de actividad fisica, sino también la microbiota
intestinal (Farias y col., 2011). Es un hecho probado que las diversas bacterias
que colonizan el intestino regulan la extraccién energética de los alimentos, la
secrecion de hormonas intestinales, el metabolismo a nivel periférico y el tono
inflamatorio sistémico (DiBaise y col., 2008). En consecuencia, determinan la
mayor o menor eficacia con la que se extrae energia de la dieta, asi como la
mayor o0 menor tendencia a depositar el exceso de energia como tejido adiposo
(Mai y col., 2009).

En relacién con la dieta, las recomendaciones generales para la prevencion
de la obesidad incluyen la disminucién de la ingesta de grasas saturadas y
azucares simples y el aumento de la ingesta de frutas y vegetales (Albornoz-
Lépez y Pérez-Rodrigo, 2012). Las frutas, ademas de presentar un delicioso y
refrescante sabor y aroma, constituyen una fuente natural de vitaminas,
minerales, acidos organicos, fibra y otros compuestos bioactivos. Es por esto
gue su consumo esta correlacionado con una menor incidencia de enfermedades
coronarias y determinados tipos de cancer (Vasco y col., 2008; Kuskoski y col.,
2005). Entre todas las frutas el lulo (Solanum quitoense Lam.), también conocido
como "naranijilla”, se diferencia por su contenido en aminas bioactivas derivadas
de la espermidina (N,N4,N8-tris-dihidrocafeoil y N,N4,N8-bis-dihidrocafeoil) con
potencial efecto antihipertensivo (Forero y col., 2016). El mecanismo por el cual
estos compuestos controlan la hipertension es la inhibicion de la enzima
convertidora angiotensina, siendo la concentracién inhibitoria media de 1,1 + 0,3
ppm para la pulpa del fruto fresco y de 83,5 = 4,1 ppm para el fruto seco. De
acuerdo con esto, el lulo podria ser empleado como ingrediente en el desarrollo
de alimentos funcionales para la prevencion de la hipertension arterial en la
poblacion obesa. Perteneciente a la familia de las solanaceas, la planta produce
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una fruta esférica con un didmetro que oscila entre 3y 8 cm. Su piel (epicarpio)
es naranja y, por lo general, esta cubierta de pelos cortos (0 "espinas”),
espinosos y rigidos. La estructura interna del fruto es similar a la del tomate: la
pulpa verde-amarillenta (mesocarpio y endocarpio) forma cuatro compartimentos
separados por particiones membranosas y rellenos de pulpa translicida verde o
amarillenta, muy jugosa y acida (Igual y col., 2014).

Ademas del consumo de frutas, la ingesta de determinados microorganismos
también consigue disminuir la grasa corporal al modificar la microbiota intestinal,
estimular la sintesis de péptidos que inducen la saciedad, reducir la sintesis de
citoquinas proinflamatorias y/o modificar el perfil lipidico (Dahiya y col., 2017).
Este es el caso de Lactobacillus reuteri, un microorganismo probiético que reside
en el tracto gastrointestinal humano (Casas y Dobrogosz, 2000) y que produce
reuterina, un metabolito secundario de amplio espectro antimicrobiano capaz de
modificar la composicion de la microbiota y de inhibir patdbgenos entéricos (Bron
y col., 2017). Aunque este tipo de microorganismos se ingieren habitualmente en
forma de suplementos, esta demostrado que su consumo como parte de un
alimento podria aumentar su resistencia al proceso digestivo (Ranadheeray col.,
2010). Habitualmente se emplean los productos lacteos fermentados como
matrices alimentarias para el desarrollo de alimentos probioticos pero, debido a
su elevado contenido en colesterol, su consumo esta restringido en individuos
afectados por la obesidad. Como alternativa, los zumos de frutas y hortalizas
estan cobrando mucha importancia como sustrato para el crecimiento de estos
microorganismos que, administrados vivos en cantidades adecuadas, confieren
un beneficio para la salud (Rivera-Espinoza y Gallardo-Navarro, 2010). Si
embargo, estos alimentos habitualmente no retdnen el pH ni el contenido en
vitaminas y aminoacidos esenciales necesarios para el 6ptimo crecimiento de la
mayoria de las bacterias acido-lacticas con efecto probidtico. Es por esto que
resulta indispensable, ademas de seleccionar la cepa mas adecuada para cada
sustrato, afiadir otros ingredientes en la formulacion (prebiéticos, crioprotectores,
extracto de levadura, etc.) y/o aplicar algunas técnicas durante el procesado
(microencapsulacion, homogeneizacién a presiones moderadas, impregnacion a
vacio, etc.) para alcanzar la concentracién minima de 10%-107 UFC/mL 6 g al final
de la vida util del producto que se requiere para la declaracién a nivel europeo
de sus propiedades saludables (Rad y col., 2013).

La homogeneizacién es una operacion unitaria que consiste en aplicar
presién a un liquido con el objeto de disminuir el tamafio de las particulas solidas
y las gotas de aceite presentes en el mismo. La homogeneizacion suele ser
utilizada en las industrias de zumos citricos como alternativa a los tratamientos
térmicos tradicionales para mejorar algunos de los atributos de calidad, tales
como la viscosidad (Crandall y Davis, 1991), el color (Lee y Coates, 2004), la
turbidez (Baker, 1977), la estabilidad de los solidos en suspension (Carle y col.,
1998) o el rendimiento en zumo (Lortkipanidze y col., 1972). La homogeneizacion
convierte la pulpa sensible en pulpa de fondo (Kupper y col., 1987), modificando
asi la percepcién del sabor en los zumos de frutas (Marsh y col., 2006).
Adicionalmente, la aplicacion de presiones de homogeneizacion altas y/o
moderadas en zumos de frutas ha demostrado ser menos destructiva para los
compuestos de bajo peso molecular responsables de los atributos sensoriales y
nutricionales, asi como suficientemente efectiva en la inactivacion de
microorganismos responsables de deterioro (Betoret y col., 2009; Betoret y col.,
2012; Gbémez y col.,, 2011). Aplicada a cepas con efecto probidtico, la
homogeneizacion ha permitido aumentar la supervivencia y mejorar sus

5


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ijfs.14116#ijfs14116-bib-0049

propiedades funcionales (Patrignani y col., 2009). En ensayos con cepas de
Lactobacillus paracasei Al3, la aplicacion de altas presiones de
homogeneizacion aumento6 su hidrofobicidad, directamente relacionada con su
capacidad de adhesion a las células intestinales y su resistencia al proceso de
digestion (Basson y col., 2007; Tabanelli y col., 2012).

Por todo lo comentado anteriormente, el presente estudio se propone con el
objeto de evaluar el efecto del pH y las altas presiones de homogeneizacién
sobre las propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas (recuento de viables) de
zumo de lulo inoculado con Lactobacillus reuteri e incubado durante 24 y 48 h.

MATERIAL Y METODOS
Materia primay obtencion del zumo

Para preparar el zumo se empleo lulo fresco (Solanum quitoense) adquirido
en un mercado local de la ciudad de Valencia con un grado de madurez
adecuado. Previamente a la obtencion del zumo, el fruto se lavé con hipoclorito
de sodio y agua, se retir6 el pedunculo y se licué en una licuadora (Phillips
Avance Collection Standmixer, 800W 2L) durante 1 min. Finalmente, el jugo
obtenido se tamiz6 primero con un tamiz de acero inoxidable de 700 um y
posteriormente con otro de 500 um de la marca CISA.

Respecto al microorganismo probidtico se utilizé Lactobacillus reuteri
Kandler CECT 1988 de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Universidad de
Valencia, Burjassot, Valencia). Para la recuperacion de las cepas liofilizadas o
congeladas se emple6 caldo MRS estéril (Scharlau Chemie®, Barcelona,
Espafia) que, tras la incubacién a 37 °C durante 24 h, alcanz6 una concentracion
en torno a 10° UFC/mL.

Preparacién del zumo probidtico

Una vez obtenido, parte del zumo se homogeneizé en un homogeneizador
de alta presion a escala de laboratorio (Panda Plus 2000, GEA-Niro Soavi,
Parma, Italia) a 100 6 150 MPa. El zumo homogeneizado y sin homogeneizar se
pasteuriz6 a 72 °C durante 3 min. Seguidamente, y de acuerdo con los resultados
obtenidos en estudios previos (Betoret y col., 2012; Morales y col., 2009), el
zumo de lulo se enriquecié con 5 g/L de extracto de levadura (Scharlau Chemie®,
Barcelona, Espafa) y su pH se elevo desde 3 hasta 5,5 6 6 por adicion de
bicarbonato sédico. Finalmente, se afiadieron 4 mL/L del inGculo preparado
anteriormente y se procedio a incubar los zumos a 37 °C durante 24 y 48 h.

Determinaciones analiticas

Todas las determinaciones descritas en este apartado se realizaron al menos
por triplicado en los zumos antes y/o después de su inoculacién e incubacién.



SOLIDOS SOLUBLES TOTALES

El contenido en sélidos solubles de los diferentes zumos se determind en un
refractometro (Abbe Atago, Nar T3, Japon) termostato a 20 °C, mediante la
lectura directa del indice de refraccion en Brix.

DETERMINACION DEL pH

El pH de las muestras liquidas se valoré con un pH-metro digital (Mettler
Toledo Inlab), previamente calibrado con disoluciones tampona pH 7y 4.

DENSIDAD

La densidad de los zumos se determin6é con un picndmetro de liquidos a
temperatura ambiente y empleando agua destilada como liquido de referencia:

m3; —Mmy

P=m'l)w (1)

donde: mo = masa del picnometro vacio (g); m: = masa del picnometro enrasado
con agua (g); mz = masa del picnémetro con zumo de lulo (g).

PULPA SUSPENDIDA Y TURBIDEZ

Tal y como describen Betoret y col. (2012), la pulpa suspendida se
corresponde con el volumen de precipitado obtenido tras centrifugar 10 mL de
zumo a 365 g (para la pulpa mas inestable) 6 3000 g (para la pulpa mas estable)
durante 10 min a 25 °C, para lo cual se emple6 una centrifuga P-Selecta
Medifriger BL-S. Por otra parte, la turbidez de las muestras estaria relacionada
con la transmitancia del sobrenadante resultante medida a 650 nm, para lo cual
se empled un espectrofotdmetro UV/Visible Thermo Scientific Helios Zeta.

TAMANO DE PARTICULA

El tamafio de particula de los diferentes zumos se midié en un equipo Malvern
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Limited, Worcestershirem, UK) provisto
de una fuente de luz azul de 470 nm de longitud de onda y un rango de medida
entre 0,02 y 200 micras. Para ello fue necesario diluir con agua desionizada una
pequefia cantidad de muestra en la celda del difractdmetro bajo agitacion
moderada hasta una obscuracion del 8-9%. El indice de refraccion del zumo
(nube) y del dispersante (agua) fue 1,5y 1,33 respectivamente. La absorbancia
de las particulas de la nube se tom6 como 0,01. Cada dilucion fue analizada 10
veces.

La distribuciébn de tamafio de particula del zumo se caracterizé por los
diametros basados en el volumen (D[4,3]) y en el area (D[3,2]) y por los
percentiles dio, dso y deo, l0s cuales representan los diAmetros caracteristicos por
debajo de los cuales el 10%, 50% y 90% de las particulas se encuentran dentro



de la distribucién. Las ecuaciones 2 y 3 definen los diametros en funcién del
volumen y area respectivamente:

DI431= ) mid? /) ma} @
DI321= ) nidi /) ma? ®3)

donde n; es el numero de particulas de diametro d;.

PROPIEDADES OPTICAS

El color de los zumos se determiné a partir del espectro de reflexion obtenido
con un espectrocolorimetro MINOLTA (modelo CM-3600D), tomando como
referencia el iluminante D65, el observador de 10° y excluyendo el brillo de la
cubeta. Previamente se calibré el equipo sobre fondo negro y fondo blanco. Para
su medida, las muestras se colocaron en cubetas de plastico de 25 mL de
capacidad y 2 cm de espesor. A partir de las coordenadas de color obtenidas en
el espacio CIE-L*a*b* fue posible estimar las coordenadas psicométricas: tono
(h*ab) y croma (C*ab) (ecuaciones 4 y 5:

hy, = arctg(b*/a*) (4)

C;b = 4 a*z + b*Z (5)

donde: a* es la componente rojo-verde y b* es la componente amarillo-azul.

PROPIEDADES ANTIOXIDANTES

Tras varias pruebas, la extraccion de los antioxidantes presentes tanto en el
fruto como en el zumo se llevé a cabo con una mezcla de metanol-agua 80:20
(v/v) en una proporcion 1:5 (m/m). Tras 1 h en agitacion, se centrifug6 la mezcla
a 1000 rpm durante 5 min a 20 °C en una centrifuga Selecta modelo “Medrifriger
BL-S”. Las determinaciones se realizaron sobre el sobrenadante resultante.

El contenido en fenoles totales se determino mediante el método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999; Wolfe y col., 2003). Este método
espectrofotométrico se fundamenta en la reduccion del citado reactivo por los
compuestos fendlicos presentes en la muestra, lo que resulta en la formacion de
un complejo azulado (Moraga y col., 2012). Para ello, un volumen de 0,125 mL
de extracto, 0,125 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) y 0,5 mL de
agua bidestilada se hicieron reaccionar durante 6 min en una cubeta de
espectrofotometro. Transcurrido este tiempo, se adicionaron 1,25 mL de
carbonato de sodio al 7% (m/v) y 1 mL de agua bidestilada. Como referencia se
utilizé un blanco en donde la muestra se reemplazé por la misma cantidad de
agua bidestilada. Transcurridos 90 min, se midi6 la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotometro Helios Zeta U/Vis Thermo Scientific. Los resultados obtenidos
se compararon con una curva patrén de acido galico (pureza = 98%, Sigma-




Aldrich) comprendida entre 0 y 500 mg/L y se expresaron en miligramos
equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mg GAE/Q).

El contenido en flavonoides totales se determind por aplicacion del método
colorimétrico del cloruro de aluminio (AICI3-3H20) adaptado y descrito por
Luximon-Ramma y col. (2005). Para ello, se hicieron reaccionar en una cubeta
de espectrofotometro una alicuota de 1,5 mL de extracto y 1,5 mL de una
disolucién de cloruro de aluminio al 2% (m/v) en metanol y se dejo en oscuridad
durante 10 min. Como referencia se utilizé un blanco en donde la muestra se
reemplazé por la misma cantidad de agua bidestilada. Transcurrido el tiempo, se
midio la absorbancia a 368 nm en un espectrofotometro Helios Zeta U/Vis
Thermo Scientific. Los resultados obtenidos se compararon con una curva patrén
de quercetina (pureza = 95%, Sigma-Aldrich) comprendida entre 0 y 350 mg/L y
se expresaron en miligramos equivalentes de quercetina por gramo de muestra
(mg EQ/9).

La capacidad antioxidante de los zumos se midio por dos métodos diferentes.
El método DPPH, basado en la reduccion del radical DPPH* (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) por los antioxidantes presentes en la muestra, que pasa de color
morado a amarillo pélido (Brand-Williams y col., 1995; Santacruz, 2011). En este
caso, se partié de la metodologia descrita por Stratil y col. (2006) y Kuskoski y
col. (2005) pero con algunas modificaciones. Utilizando una disolucién de DPPH®*
100 uM (39,4 pug/mL) en metanol (pureza = 99,9%, Sigma-Aldrich), se hicieron
reaccionar en una cubeta de espectrofotobmetro 0,1 mL de extracto, 0,9 mL de
metanol y 2 mL de la disolucion metanol-DPPH*. Como referencia se utilizé un
blanco en donde la muestra se reemplazé por la misma cantidad de agua
bidestilada. La absorbancia se midio tras 0, 30 y 60 min de reaccién a 517 nm
en un espectrofotdbmetro Helios Zeta UV/Vis Thermo Scientific. Los resultados
obtenidos fueron comparados con una curva patron de trolox, CisHisOa, (pureza
= 97%, Sigma-Aldrich) comprendida entre 0 y 500 mg/L y expresados en
miligramos equivalentes de trélox por gramo de muestra (mg TE/Q).

El método ABTS mide la decoloracion que experimenta el cation ABTS™ tras
secuestrar los componentes antioxidantes presentes en la muestra, cambiando
de color verde-azulado a incoloro. Para generar el cation ABTS™* (4cido 2,2"-
azinobis-3.etilbenzatiazoline-6-sulfonico) se siguid la metodologia propuesta por
Rey col., (1999). Se preparo una disolucion del acido (7 mM, pureza = 99%) con
persulfato potasico (2,45 mM, pureza = 99,99%) en agua bidestilada y se incubo
en oscuridad a temperatura ambiente durante 16 h. Una vez liberado el cation,
éste se diluyé en tampon fosfato hasta obtener una absorbancia de 0,70 + 0,02
leida a 734 nm. Inmediatamente, se hicieron reaccionar 0,1 mL de extracto con
2,9 mL de disolucién ABTS*. Como referencia se utilizdé un blanco en donde la
muestra se reemplazé por la misma cantidad de agua bidestilada. La
absorbancia fue medida tras 0, 3 y 7 min de reaccibn a 734 nm en un
espectrofotometro Helios Zeta UV/Vis Thermo Scientific. El tampdn fosfato fue
preparado a partir de dos disoluciones stock: una disolucion de fosfato sédico
monobasico 0,2 M (NaH2PO4) y otra de fosfato sodico dibasico (NazHPOa)
(pureza = 99%, Sigma-Aldrich). Los resultados obtenidos fueron comparados
con una curva patrén de trolox, Ci4His04, (pureza mayor o igual al 97%, Sigma-



Aldrich), comprendida entre 0 y 500 mg/L y expresados en miligramos
equivalentes de trélox por gramo de muestra (mg TE/Q).

RECUENTO DE VIABLES

La concentracion de Lactobacillus reuteri en los diferentes zumos formulados
se determind por el procedimiento de dilucién seriada en agua destilada estéril y
siembra en placas Petri con agar MRS (Scharlau Chemie®, Barcelona, Espafia),
gue se incubaron a 37 °C durante 24 h en condiciones de aerobiosis.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo con el programa
Statgraphics Centurion XVLII. Se realizaron andlisis de la varianza (ANOVA)
simples y multifactoriales para evaluar las diferencias entre los productos
elaborados, con un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de las variables de proceso sobre el crecimiento de Lactobacillus
reuteri en zumo de lulo

Como se puede observar en la Figura 1, los recuentos obtenidos tras 24 y
48 h de incubacién superaron en todos los casos el valor minimo establecido en
107 UFC/g necesario para poder afirmar que un alimento tiene caracter probiético
(International Dairy Federaration, 1992). Ademas, puesto que estos valores son
notablemente mas elevados que los obtenidos por Betoret y col. (2019) tras
incubar durante 24 h y con el mismo microorganismo el zumo de lulo natural, se
puede afirmar que la adicion de bicarbonato de sodio y extracto de levadura a la
formulacion del mismo resultan decisivos para conseguir un mayor crecimiento
microbiano.

Por lo general, los zumos de lulo en los que el pH se ajusté a 5,5 resultaron
ser un medio mas adecuado para el crecimiento de Lactobacillus reuteri CECT
925T. En los zumos de lulo ajustados a pH 6 fue necesario incrementar hasta 48
h el tiempo de incubacion para alcanzar recuentos microbianos del mismo orden.
Sin embargo, aumentar desde 24 hasta 48 h el tiempo de incubacion de los
zumos de lulo ajustados a pH 5,5 apenas afecté o incluso disminuyd ligeramente
el contenido en células vivas. Probablemente la cinética de crecimiento del
probidtico en estos zumos sea mas rapida, de manera que tras 48 h de
incubacion la poblacién ya se encontraria en la fase estacionaria y/o de muerte
celular debido al agotamiento de nutrientes y/o a la excrecion de &acidos
organicos y otros contaminantes bioquimicos al medio.

Respecto a la homogeneizacion del zumo previa a su inoculacion, ésta no
afectd al crecimiento microbiano en los zumos ajustados a pH 5,5 pero lo
favoreci6 significativamente en los zumos ajustados a pH 6. Esta mejora en el
crecimiento microbiano en los zumos tras ser sometidos a altas presiones de
homogeneizacion fue observada en estudios anteriores (de, 2018) y se deberia
a la reduccion en el tamafio de particula y a la consecuente mayor disponibilidad
de los nutrientes presentes, lo que parece ser especialmente efectivo en
condiciones mas adversas.
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FIGURA 1. Efecto de las variables de proceso sobre el recuento de viables tras 24 y 48 horas
de incubacion.

Efecto de las variables de proceso sobre las propiedades fisico-quimicas
del zumo de lulo

SOLIDOS SOLUBLES TOTALES (BRIX), pH Y DENSIDAD

En la Tabla 1 se puede apreciar que, como consecuencia del crecimiento del
microorganismo probi6tico, los zumos experimentaron con el tiempo de
incubacion una bajada en el pH y en el contenido en sdlidos solubles totales.
Esto era de esperar puesto que Lactobacillus reuteri es una bacteria 4cido-lactica
capaz de fermentar los carbohidratos presentes en el zumo y liberar acido lactico
(De Vos y col., 2009; Pot y Tsakalidou, 2009). Ni la presion de homogeneizacion
aplicada ni la cantidad de bicarbonato de sodio afiadida para elevar el pH del
zumo afectaron de forma significativa a este descenso.

Respecto a la densidad, no se aprecian diferencias significativas entre las
diferentes muestras de zumo analizadas. Unicamente cabria resaltar el ligero
aumento en la densidad que experimentan los zumos tras la homogeneizacion
lo que, coincidiendo con Martinez (2017), seria consecuencia de la disminucion
del tamafio de particula y el aumento en la estabilidad de los soélidos en
suspension.
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TABLA 1. Brix, pH y densidad de los zumos de lulo sin inocular y tras 24 y 48 h de incubacion.

t (h) SIN HPH HPH 100 MPa HPH 150 MPa
pH 5,5 pH6 pH5,5 pH6 pH 5,5 pH6
0 5,59 6,457 5,642 6,13 5,623 6,09
(0,04) (0,006) (0,010) (0,11) (0,006) (0,05)
pH 2 4,900 6,23 4,943 6,057 5,377 5,990
(0,010) (0,09) (0,006) (0,006) (0,006) (0,010)
48 4,74 5,20 4,760 5,483 5,210 5,037
(0,006) (0,006) (0,006) (0,006) (0,006) (0,010)
0 9,6 10,0 9,6 10,0 9,5 10,0
01 01 0,1) 0.1 01 0,1)
*Brix 24 9,2 10,2 9,0 9,9 8,7 10,0
0.1 0.1 (0.1) 0.1 0.1 0,1)
48 8,8 9,3 8,7 9,2 8,0 8,9
0.1 0.1 0.1) 0.1) 0.1 (0.1)
0 0,9558 0,9548 0,9566 0,953186 0,9605 0,9510
(0,0008) (0,0008) (0,0008) (0,000105) (0,0010) (0,0005)
24 0,95720 0,95498 0,95769 0,956380 0,95380 0,955441
P (0,00006) (0,00004) (0,00005)  (0,000015)  (0,00005) (0,000019)
48 0,961527 0,956579 0,958739 0,96198 0,962997 0,955198

(0,000019) (0,000007) (0,000015)  (0,00002)  (0,000013) (0,000014)
p densidad en g/cm?; *entre paréntesis, error de la medida.

TURBIDEZ Y PULPA SUSPENDIDA

En la Tabla 2 se muestran los resultados correspondientes a las
determinaciones de turbidez y pulpa suspendida. A la hora de interpretar los
resultados debe tenerse en cuenta que se esta analizando zumos inoculados
con el microorganismo probidtico, de manera que las diferencias que se
observan entre ellos pueden estar afectadas por la mayor o menor cantidad de
biomasa presente en estos. De hecho, tras 24 h de fermentacién con
Lactobacillus reuteri la cantidad de pulpa separada por centrifugacion tanto a 366
g como a 3000 g resulto significativamente més elevada (p-valor < 0,05) que la
del zumo equivalente sin homogeneizar; sin embargo, la transmitancia o cantidad
de luz transmitida a través del zumo solo aumenté en determinados casos Yy
siempre tras la centrifugacion del zumo a 3000 g, lo que indica que las bacterias
presentes se mantienen en suspensién aumentando la turbidez del zumo. Por su
parte, la aplicacion de altas presiones de homogeneizacién y la adicién de una
cantidad mas elevada de bicarbonato sodico también dieron como resultado
zumos mas turbios o con una nube mas estable. Este mismo efecto de la
homogeneizacion sobre los valores de transmitancia fue observado por otros
autores (Betoret y col., 2009) en zumo de mandarina y explicado en términos de
la disminucion del tamafio de las particulas suspendidas. El zumo de lulo
ajustado a pH 6 también present6 antes de la inoculacion con el probidtico una
cantidad de precipitado significativamente mas elevada que el ajustado a pH 5,5.
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TABLA 2. Turbidez y porcentaje de pulpa suspendida de los zumos de lulo sin inocular y tras 24
y 48 h de incubacion.

SIN HPH HPH 100 MPa HPH 150 MPa
pH 5,5 pH6 pH5,5 pH6 pH 5,5 pH 6
oh 0,45 0,63 0,542 0,47 0,525 0,467
(0,03) (0,05)cdef (0,015) abe (0,05) (0,010)2 (0,008)?
0,542 0,881 0,73 0,543 0,48 0,541
%Pulpa366g  24h . Gagme (g gog)" (0,03)° (0,016) (0,03)¢ (0,019)
48h 0,59 0,49 0,64 0,55 0,71 0,67
(0,18)bede (0,09) (0,03)cf (0,05)abed (0,11)8 (0,04)°fe
oh 24,0 18,4 9,6 7,3 16,1 6,6
(1,4 (1,9) (0,8)¢ (0,12)c (0,5)% 0,2)°
Transmitancia 24h 171 9,3 7,9 6,7 5,05 4,262
3669 (0,3)%" 0,2) 0,6)° (0,2)° (0,12)2 (0,017)2
48h 15,1 15,3 14,6 4,3 20,8 18,2
0.4) (0.3 (0,5 (0,3° (1,1y ©.7)"
oh 0,19 0,376 0,27 0,30 0,26 0,29
(0,03) (0,011)pcde (0,14)* (0,14) abcd (0,09) (0,006)0cd
%Pulpa 3000g 24h 0,44 0,7 0,6 0,46 0,46 0,58
(0,03)cc (1,10 (0,2) (0,13) ™ (0,04)% (0,15)"
48h 0,52 0,42 0,45 0,42 0,59 0,858
(0,17)°fo (0,03)pedet (0,04)cts (0,03)bedefs (0,04)¢ (0,017)"
oh 54,2 49,1 51,3 39,8 37,2 49,5
(0,9)9n (0,4)%f (3,3)1 (0,8)° (1,3)® (0,13)*
Transmitancia 2ah 64,3 46,3 61 44,1 48 35
30009 (0,5) (1,9)« (2)! (1,5)° (3)% 42
48h 54,5 51,7 55,6 50,6 38,9 50,4
19" @7 0,7y 1.8 0.7 (0.3

Entre paréntesis, desviacion estandar de tres medidas *°letras diferentes para una misma propiedad indican
diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

TAMANO DE PARTICULA

En la Tabla 3 se muestran las propiedades relacionadas con el tamafio de
particula de los diferentes zumos analizados. Como se puede observar, los
diametros D[4,3] y D[3,2] de los zumos no homogeneizados siguieron un
comportamiento muy parecido, aumentando significativamente (p-valor < 0,05)
al aumentar el pH del medio y disminuyendo con la incubacién y su duracion.
Respecto a la homogeneizacion, su aplicacion a los zumos previa a su
inoculacién con Lactobacillus reuteri aumento significativamente (p-valor < 0,05)
el tamafio medio de las particulas presentes en los zumos ajustados a pH 5,5,
pero lo disminuyo en el caso de los zumos ajustados a pH 6. Esta misma
tendencia se mantuvo tras incubacion durante 24 y 48 h. Comparando estos
resultados con los de crecimiento de Lactobacillus reuteri en los zumos
comentados anteriormente, se podria afirmar que existe una relacibn mas o
menos directa entre la concentracion de microorganismo en los zumos y el
tamafio medio de sus particulas, de manera que los zumos con un mayor
contenido microbiano presentan en términos generales particulas de mayor
tamafo. Este efecto estaria enmascarando en los zumos de lulo ajustados a pH
5,5 el descenso en el tamafio de particula que era de esperar debido a la
aplicacion de altas presiones de homogeneizacion.
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TABLA 3. Tamafio de particula en um de los zumos de lulo sin inocular y tras 24 y 48 h de
incubacion.

SIN HPH HPH 100 MPa HPH 150 MPa
pH 5,5 pH6 pH 5,5 pH6 pH5,5 pH 6
D[4.3] 35 51 60,4 34 54,7 22,7
’ @ G)9" (1,9)k (O @4 0,9
D[3.2] 9,54 10,20 12,9 8,95 14,0 8,97
' (0,14) (0,18) 0,5) (0,10)9 (0,3)k (0,15)9
0 d1o 4,50 4,50 5,395 4,260 5,79 4,66
(0,03)k (0,05)% (0,117)m (0,019)i (0,24)" (0,04)'
q 11,52 12,7 17,4 10,79 20,9 10,59
50 (0, 19)Cdef (O,ng (l,ﬁ)i (0,13)bcdef (0,9)1 (, lg)bcde
q 115 162 168 115 144 67
% (5)° (13)o" @)" (6)° ©) 6)°
31 53 52,8 34,9 62 31
D[4,3] (3)def (2)ghi (l'z)ghi (1’5)ef (4)k (3)d,e,f
D[3.2] 5,54 8,45 7,34 6,41 9,6 6,3
' (0,12)° (0,05)f (0,13)¢ (0,08)¢ (0,6)" (0,3)¢
2ah dio 2,50 3,88 2,95 3,04 3,65 2,86
(0,04)° (0,02) (0,03)¢f9 (0,02)9 (0,22)" (0,09)%
dso 9,3 12,44 14,2 9,83 44 10,2
(O,Z)ab (0,12)efg (0‘5)gh (0,14)abcd (6)k (O,G)de
doo 94 169 153 114 153 96
ON @" (4 (6)° () ®)°
D[4.3] 28,1 27 49 24,9 56 18,1
‘ 1,7 O © (1,3 @) (0,57
D[3.2] 5,83 6,18 6,8 4,74 7.4 4,99
' (0,10)b (0,06)° (0,2) (0,02)2 (0,3)2 (0,12)2
48h d1o 2,76 2,90 2,88 1,987 3,01 2,27
(0,05)d (0,02)¢f (0,10)¢ (0,008)2 (0,12)f9 (0,05)°
dso 9,35 9,69 11,7 8,08 15,2 7.9
(0,15)2 (0,13)abe (0,6)d€f (0,05)2 @5)h (0,32
d 91 84 146 83 155 45
% (3)~ 8)~ (10) 6)° (15)" 6)°

Entre paréntesis, desviacion estandar de cinco medidas *>°letras diferentes para una misma propiedad indican
diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Al comparar estos resultados con los obtenidos por Martinez (2017) para el
zumo de lulo sin inocular y homogeneizado a diferentes presiones (0, 50, 100 y
150 MPa) se aprecian notables diferencias, posiblemente debidas a que el
proceso de obtencidén del zumo en uno y otro caso no sea exactamente el mismo.
En cambio, el tamafio de particula de los zumos de lulo obtenidos en este trabajo
se asemeja al del zumo de arandano comercial analizado por Castagnini (2014).

PROPIEDADES OPTICAS

El efecto de la presibn de homogeneizaciéon y el crecimiento microbiano
sobre los parametros CIE-L*a*b* y sobre las coordenadas psicométricas tono
(hab*) y croma (Cab*), se muestran en la Tabla 4.

Comparando los resultados de luminosidad (L*) con los obtenidos en un
estudio previo realizado por Martinez (2017), se observa que la luminosidad del
zumo de lulo rectificado con bicarbonato de sodio hasta pH 55 0 6 es
notablemente mas baja que la del zumo de lulo fresco a su pH natural (en torno
a 40,4 +0,4). Prueba de ello es que al aumentar el pH desde 5,5 hasta 6 el zumo
se volvid ligeramente mas oscuro y esto se vio favorecido por la aplicacion de
altas presiones de homogeneizacion. Por el contrario, la inoculacién y posterior
incubacion de los zumos produjo en la mayoria de los casos un aumento notable
en la luminosidad de las muestras.
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La adicion de bicarbonato de sodio a la formulacién del zumo de lulo también
produjo un aumento notable en la intensidad de color rojo con respecto al zumo
de lulo fresco a su pH natural caracterizado por Martinez (2017), el cual present6
valores de la coordenada a* ligeramente mas bajos (9,5 = 0,2) a los mostrados
en la Tabla 4. El crecimiento de Lactobacillus reuteri en el zumo de lulo también
implicé un aumento significativo en el valor de la coordenada a* de los zumos, lo
que, junto a la adicién de bicarbonato de sodio, enmascara el efecto depresor
esperado debido a la aplicacion de altas presiones de homogeneizacion.

Respecto a la coordenada b*, la rectificacion del pH del zumo de lulo con
bicarbonato de sodio produjo un notable descenso en la intensidad de color
amarillo (valores de b* mas bajos que los del zumo a su pH natural, los cuales
oscilan entorno a 34,9 + 1,4). Puesto que los valores de la coordenada b* fueron
muy similares a los de la coordenada a*, la intensidad de color azul-amarillo se
comport6 del mismo modo frente a las variables de proceso consideradas.

A pesar de todos estos cambios en las coordenadas L*, a* y b* la
coordenada psicrométrica hab* presenté valores muy similares en todos los
zumos, con independencia de su pH, la presion de homogeneizacién aplicada o
el tiempo de incubacion. Por su parte, el croma tomé valores mas bajos en los
zumos ajustados a pH 6 y en todos los casos aumenté con el tiempo de
incubacion. Sin embargo, el efecto de la presiébn de homogeneizacién sobre la
coordenada psicrométrica Cab* no fue tan evidente y se vio mas afectado por el
nivel en el que se presentaron las otras variables de proceso consideradas.

TABLA 4. Propiedades 6pticas de los zumos de lulo sin inocular y tras 24 y 48 h de incubacién.

SIN HPH HPH 100 MPa HPH 150 MPa
pH 5,5 pH6 pH 5,5 pH6 pH 5,5 pH6
Le 3,33 3,32 3,54 2,986 3,91 3,03
(0,03)cd (0,12)¢ (0,04)¢ (0,007)P (0,15)9 (0,12)°
a* 16,5 12,3 18,26 15,16 13,2 14,6
(0,2)¢ (0,6)2 (0,09)f (0,11)¢ 0,2)° (0,6)°
0 b 16,8 12,7 18,61 15,45 13,7 14,9
(0,2)¢ (0,6)2 (0,10)f (0,10)¢ 0,2)P (0,6)°
hab* 44,429 43,99 44,469 44,454 43,79 44,39
(0,019)cde (0,04)° (0,017)¢'9 (0,009)def (0,06)2 (0,04)¢
Cab* 23,6 17,7 26,07 21,64 19,1 20,8
(0,3)° (0,9)2 (0,13)f (0,15)¢ (0,3)P (0,8)°
Lx 4,65 3,44 4,68 2,83 3,32 3,763
(0,05)i (0,12)d (0,03)i (0,02)2 (0,06)cd (0,008)f
a* 25,87 12,64 27,1 15,36 18,28 22,2
0,17)" (0,13)ab (0,3)m (0,15)¢ (0,16)f (0,2)
oah b 26,29 13,10 27,5 15,62 18,57 22,56
0,17)" (0,13)2 0,3)m (0,14)d (0,16)f (0,19)!
hab® 44542 43,97 44,579 44,519 44,533 44,596
(0,007)M (0,07)° (0,016)i (0,016)9" (0,015 (0,009}
Cab* 36,8 18,20 38,6 21,9 26,1 31,7
0,2) (0,18)2 (0,4™ (0,2)f (0,2)f (0,3)
L 4,89 4,07 4,37 429 3,77 5,00
(0,06)" (0,20) (0,04)' (0,07) (0,03)f (0,03)k
a* 23,34 20,8 22,54 22,22 19,9 24,3
0,12y 0,8)" (0,16)! (0,09)! (0,3)9 0,2)%
a8h b 23,85 21,2 22,96 22,63 20,2 24,8
0,12y 0,8)" (0,15)! (0,10)! (0,3)9 0,2)%
hab 44,385 44,458 44,470 44,475 44,493 44,407
(0,016)° (0,016)¢f (0,017)¢f (0,014)¢% (0,015)fah (0,012)cd
Cab* 33,37 29,6 32,2 31,72 28,4 34,7
0,17) 1,2 (0,2)! (0,14)’ (0,5)9 (0,4)

Entre paréntesis, desviacion estandar de tres medidas- ***letras diferentes para una misma propiedad indican
diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).
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Efecto de las variables de proceso sobre las propiedades antioxidantes del
zumo de lulo

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos para fenoles y flavonoides
totales. Como se puede comprobar, el contenido en flavonoides totales resultd
ligeramente inferior al de fenoles totales, lo que indica que estos son los
principales compuestos fendlicos presentes en el zumo de lulo. En la mayoria de
los casos, el contenido en fenoles totales se vio significativamente incrementado
tras la incubacion de los zumos de lulo durante 24 h con Lactobacillus reuteri.
Similares resultados fueron obtenidos por Hole y col. (2012) en un estudio
llevado a cabo en granos de cereales, cuyo contenido en compuestos fenolicos
aumenté tras la fermentacién con diferentes cepas del género Lactobacillus.
Segun apuntan estos autores, la presencia de determinadas bacterias acido-
lacticas favorece la liberacibon de acidos fenodlicos, aumentando su
biodisponibilidad y su deteccién por medio de técnicas espectrofotométricas. Sin
embargo, al aumentar de 24 a 48 h el tiempo de incubacién se produjo un notable
descenso en el contenido en fenoles totales, mas acusado en los zumos que
presentaron una cinética de crecimiento microbiano mas rapido (todos los zumos
ajustados a pH 5,5 y el zumo homogeneizado a 150 MPa y posteriormente
ajustado a pH 6). La aplicacion de altas presiones de homogeneizacién también
podria favorecer un descenso mas rapido en el contenido en fenoles totales ya
que, al reducir el tamafio de particula, la superficie expuesta al oxigeno y otros
agentes responsables del deterioro aumenta.

En comparacion con los valores obtenidos por otros autores, el contenido en
fenoles totales presentd valores significativamente mas bajos a los mostrados
por Gancel y col. (2008), quienes encontraron valores de 5,05 + 0,63 mg EAG/g
de muestra fresca, pero muy similares a los hallados por Contreras-Calderon y
col. (2011) para el fruto, en torno a 0,58 + 0,02 mg EAG/g de muestra fresca, por
Igual y col. (2014), en torno a 0,811 + 0,016 mg EAG/g de muestra fresca, y por
Vasco y col. (2008), en torno a 0,91 + 0,17 mg EAG/g de muestra fresca.
Teniendo en cuenta que estos valores se analizaron en fruto fresco, podemos
afirmar que durante el proceso de elaboracion y ajuste del pH de los zumos existe
una pérdida importante de compuestos fendlicos. Sin embargo, la aplicacion de
altas presiones de homogeneizacion favorecié de forma positiva, mediante un
ligero aumento, el contenido en fenoles totales y flavonoides presentes en las
muestras, debido a la disminucion del tamafio de particula y al consecuente
aumento en la estabilidad de la pulpa en suspension.
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TABLA 5. Contenido en fenoles y flavonoides totales de los zumos de lulo sin inocular y tras 24
y 48 h de incubacion.

SIN HPH HPH 100 MPa HPH 150 MPa
pH 5,5 pH6 pH5,5 pH6 pH 5,5 pH6
0,193 0,164 0,189 0,177 0,169 0,177
0 (0,002)cdef (0,007)2° (0,006)cde (0,007)bed (0,008)abe (0,010)Pcd
Fenoles 0,310 0,292 0,307 0,169 0,20 0,21
(mg EAGIg) 24h (0,006)° (0,015)8 (0,019)8 (0,006)2bc (0,03)¢f (0,04)f
0,188 0,190 0,192 0,187 0,15 0,198
48h (0,006) bede (0,009)cdef (0,015)cdef (0,003)bcde (0,02)2 (0,016)d%f
0,119 0,124 0,120 0,123 0,1171 0,119
0 (0,002)def (0,004)9 (0,004)'9 (0,003)f9 (0,0014)de (0,002)defg
. 0,111 0,131 0,107 0,119 0,119 0,115
Fé;"é’ E‘ngﬁs 24h (0,003) (0,005)" (0,005 (0,004 (0,002  (0,002)c
0,1053 0,1063 0,106 0,1052 0,104 0,1085
48h (0,0006)2 (0,0006)2 (0,003)2 (0,0008)2 (0,004)2 (0,0013)2°

Entre paréntesis, desviacion estandar de tres medidas #"°letras diferentes para una misma propiedad indican
diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

En la Tabla 6 se muestra la capacidad antioxidante total de los zumos de lulo
medida por los métodos DPPH y ABTS. En ambos casos se obtuvieron valores
muy similares, lo que indica que los dos métodos empleados presentan una
sensibilidad parecida por los compuestos con actividad antioxidante presentes
en el zumo de lulo. Como se puede observar, los valores obtenidos por el método
DPPH siguieron una tendencia similar a la comentada anteriormente para el
contenido en fenoles totales, alcanzando valores maximos tras 24 h de
fermentacién y en los zumos ajustados a pH 5,5. Sin embargo, la capacidad
antioxidante medida por el método del radical ABTS disminuyé con el tiempo de
fermentacién, con la homogeneizacién y con la cantidad de bicarbonato de sodio
afadida al zumo.

En comparacion con los valores publicados por otros autores, la capacidad
antioxidante medida por el método del radical ABTS tomé valores ligeramente
inferiores a los obtenidos por Contreras-Calderén y col. (2011) en lulo fresco (en
torno a 3,1 + 0,2 mg ET/g de muestra fresco) y a los obtenidos por Martinez
(2017) en zumo de lulo homogeneizado y sin homogeneizar (en torno a 1,8 £ mg
ET/g). Respecto a la capacidad antioxidante medida por el método DPPH, Vasco
y col. (2008) obtuvo también en el fruto de lulo valores superiores a los mostrados
en este trabajo (en torno a 0,8 + 0,2 mg TE/g de muestra fresca). Tal y como se
ha comentado anteriormente para los compuestos fendlicos, la elaboracién y el
ajuste del pH del zumo de lulo a partir del fruto tiene un efecto negativo sobre su
capacidad para secuestrar radicales libres.
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TABLA 6. Actividad antioxidante total de los zumos de lulo sin inocular y tras 24 y 48 h de
incubacion.

SIN HPH HPH 100 MPa HPH 150 MPa
pH5,5 pH 6 pH 5,5 pH6 pH 5,5 pH 6
0,458 0,369 0,453 0,405 0,38 0,44
0 (0,015)° (0,018)2 (0,012)¢ (0,011)abe (0,02)2 (0,03)°
DPPH 0,624 0,446 0,623 0,58 0,538 0,52
(mg ET/g) 24h (0,014)d (0,009)¢ (0,08)d (0,10)% (0,013)¢ (0,03)¢
0,46 0,550 0,52 0,522 0,45 0,429
48h (0,04)° (0,002)4 (0,03)d (0,016)cd (0,03)° (0,018)P°
0,63 0,488 0,617 0,50 0,42 0,578
0 (0,05)% (0,018)fgh (0,016)% (0,06)9" (0,04)¢f (0,007)k
ABTS 0,55 0,46 0,484 0,21 0,27 0,31
(mg ET/g)  24h (0,08)hi (0,08)f (0,007)fgh (0,04)2 (0,04)abc (0,02)°
0,56 0,39 0,426 0,319 0,23 0,296
48h (0,04)ik (0,03)% (0,016)¢f (0,012)d (0,02) (0,003)P°

Entre paréntesis, desviacion estandar de tres medidas' *>°letras diferentes para una misma propiedad indican
diferencias significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el zumo de lulo es
un medio adecuado para el crecimiento de Lactobacillus reuteri CECT 925T,
especialmente cuando su pH se ajusta a 5,5, y que la homogeneizacién previa a
la inoculacién solo mejora los recuentos cuando el pH del zumo se ajusta a 6. Al
aumentar de 24 a 48 h el tiempo de incubacion los recuentos apenas varian (en
el caso de los zumos a pH 5,5) o0 aumentan significativamente (en el caso de los
zumos a pH 6).

Respecto a las propiedades fisicoquimicas de los zumos, éstas se vieron
afectadas en mayor o menor medida seguin el mayor o menor crecimiento
microbiano. En términos generales, los zumos con un mayor contenido en
células vivas resultaron mas turbios, presentaron un tamafio medio de particula
mas elevado y un mayor contenido de solidos sedimentables, ademas de
experimentar mayores cambios en el color. El crecimiento microbiano en los
zumos también mejoré el contenido en fenoles y flavonoides totales, junto a la
capacidad antioxidante total medida por el método DPPH.
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