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Nicole Andrea Baena Noriega, Noelia Betoret Valls, Cristina Barrera Puigdollers

RESUMEN

Los probidticos son microorganismos que, consumidos en cantidades adecuadas,
ejercen efectos beneficiosos sobre la salud del huésped. Para su inclusiéon en los
alimentos deben ser considerados como ingredientes GRAS y reunir determinados
criterios, entre ellos resistir a los procesos de fabricacién y almacenamiento y ser capaces
de adherirse a la mucosa intestinal. Por ello, en este estudio se evalua el efecto que el
medio de crecimiento (MRS Broth o zumo de clementina comercial), la adicion de un 10%
(w/w) de trehalosa antes de la inoculacién y/o la homogeneizacion a 100 MPa tras 24 h
de incubacion ejercen sobre la capacidad de L. salivarius spp. salivarius (CECT 4063) para
adherirse a la mucina intestinal, asi como sobre la funcionalidad del zumo almacenado a
4 °C durante 30 dias. Los resultados obtenidos confirman que el zumo de clementina es
un medio adecuado para el crecimiento del microorganismo probidtico, ademas de
aumentar su habilidad para adherirse a las proteinas de la mucosa intestinal, sin que la
adicién de trehalosa ni la homogeneizacién a 100 MPa ni la combinacién de ambos
factores ejerzan efecto alguno sobre esta propiedad. Por otra parte, se establece que el
almacenamiento del zumo fermentado en nevera a 4 °C no deberia durar mas de 15 dias
para mantener la condicion de bebida probidtica. En términos generales, la
homogeneizacion del zumo a 100 MPa tras 24 h de incubacién con el microorganismo
resulta ser la mejor opcidn para reducir la pérdida de viabilidad del mismo durante el
almacenamiento en refrigeracion. Sin embargo, la homogeneizacién acelera la
degradacion de los compuestos fendlicos durante el almacenamiento y enmascara el
efecto protector que ejerce la trehalosa sobre los mismos.

PALABRAS CLAVE: probidticos, antioxidantes, adhesion, trehalosa,
homogeneizacién

RESUM

Els probiotics sdn microorganismes que, consumits en quantitats adequades,
exerceixen efectes beneficiosos sobre la salut de I'hoste. Per a la seua inclusié en els
aliments han de ser considerats com a ingredients GRAS i reunir determinats criteris,
entre ells resistir als processos de fabricacié i emmagatzematge i ser capacos d'adherir-
se a la mucosa intestinal. Per aix0, en aquest estudi s'avalua |'efecte que el mitja de
creixement (MRS Broth o suc de clementina comercial), I'addicié d'un 10% (w/w) de
trehalosa abans de la inoculacié i/o I'hnomogeneitzacié a 100 MPa després de 24 h
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d'incubacid exerceixen sobre la capacitat de L. salivarius spp. salivarius (CECT 4063) per
a adherir-se a la mucina intestinal, aixi com sobre la funcionalitat del suc emmagatzemat
a 4 °C durant 30 dies. Els resultats obtinguts confirmen que el suc de clementina és un
mitja adequat per al creixement del microorganisme probiotic, a més d'augmentar la
seua habilitat per a adherir-se a les proteines de la mucosa intestinal, sense que I'addicié
de trehalosa ni I'homogeneitzacié a 100 MPa ni la combinacié de tots dos factors
exercisquen efecte algun sobre aquesta propietat. D'altra banda, s'estableix que
I'emmagatzematge del suc fermentat en nevera a 4 °C no hauria de durar més de 15 dies
per a mantindre la condicié de beguda probiotica. En termes generals, I'homogeneitzacié
del suc a 100 MPa després de 24 h d'incubacié amb el microorganisme resulta ser la
millor opcié per a reduir la pérdua de viabilitat del mateix durant I'emmagatzematge en
refrigeracid. No obstant aix0, 'homogeneitzacié accelera la degradacié dels compostos
fenolics durant I'emmagatzematge i emmascara l'efecte protector que exerceix la
trehalosa sobre aquests.

PARAULES CLAUS: probiotics, antioxidants, adhesio, trehalosa, homogeneitzacio
ABSTRACT

Probiotics are microorganisms that, when consumed in adequate amounts, have
beneficial effects on the health of the host. To be included in foods, they must be
considered as GRAS ingredients and meet certain criteria, including resisting
manufacturing and storage processes and being able to adhere to the intestinal mucosa.
Therefore, this study evaluates the effect that the growth medium (MRS Broth or
commercial clementine juice), the addition of 10% (w/w) trehalose before inoculation
and/or homogenization at 100 MPa after 24 h of incubation exert on the ability of L.
salivarius spp. salivarius (CECT 4063) to adhere to the intestinal mucin, as well as on the
functionality of the juice stored at 4 °C for 30 days. The results obtained confirm that
clementine juice is a suitable medium for the growth of the probiotic microorganism, in
addition to increasing its ability to adhere to the proteins of the intestinal mucosa,
without the addition of trehalose or homogenization at 100 MPa or the combination of
both factors exerting any effect on this property. On the other hand, it is established that
the storage of fermented juice in the fridge at 4 °C should not take more than 15 days to
maintain the condition of a probiotic drink. Generally, homogenization of the juice at 100
MPa after 24 h incubation with the microorganism is the best option to reduce the loss
of viability of the microorganism during refrigerated storage. However, homogenization
accelerates the degradation of phenolic compounds during storage and masks the
protective effect of trehalose on them.

KEY WORDS: probiotics, antioxidants, adhesion, trehalose, homogenization
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INTRODUCCION

Los consumidores estan cada vez mas concienciados por llevar un estilo de vida
saludable. Esto se pone de manifiesto en la creciente demanda de alimentos que
promueven el mantenimiento y la mejora de la salud, entre los que se encuentran los
alimentos ricos en probidticos (Martins et al., 2013). Se entiende por probidtico cualquier
microorganismo vivo que, al ser suministrado en cantidades adecuadas (en torno a 108-
10° UFC/dia), ejerce un efecto beneficioso sobre la salud del huésped (FAO/WHO, 2002).
Para que estos microorganismos puedan ser incluidos en los alimentos deben ser
considerados como ingredientes GRAS (generalmente reconocidos como seguros),
ademas de reunir unos criterios tales como: resistir las condiciones acidas del estémago
y las enzimas digestivas del tracto, ser capaces de adherirse a la mucosa intestinal, excluir
de forma competitiva a los patdgenos, resistir los procesos de produccién y
almacenamiento industriales, ser inocuos y haberse demostrado cientificamente su
eficiencia. Las cepas probidticas mas utilizadas en la industria alimentaria pertenecen a
los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque también se emplean cepas de
Enterococcus y Propionibacterium (Collado et al., 2010; FAO/OMS, 2006; FDA, 2018).
Entre los efectos beneficiosos que ejercen los probidticos sobre la salud de los
consumidores cabe destacar la prevencién de la diarrea causada por ciertas bacterias
patdégenas y virus, la estimulacion del sistema inmune del huésped, la reduccién de los
sintomas de la intolerancia a la lactosa y la prevencién del estrefiimiento, entre otros
(FAO/OMS, 2006). Todo ello se debe a la combinacién de diferentes mecanismos de
accion: induccién de un pH acido que favorece el crecimiento de determinadas bacterias
en el colon, competicidon con los patégenos por los sitios de unidn y los nutrientes y
aumento de la funcién barrera de la mucosa intestinal (Collado et al., 2010). Segun esto,
la habilidad de la cepa probidtica para adherirse a la mucosa intestinal sera fundamental
para que ésta pueda ejercer su efecto beneficioso. Para evaluar esta propiedad suelen
emplearse modelos in vitro con lineas celulares epiteliales humanas, en su mayoria Caco-
2 y HT29, o tejido intestinal humano (Collado et al., 2010).

En cuanto a los alimentos que incorporan estos probidticos, se trata en su mayoria
de productos lacteos fermentados, ya que la leche resulta una excelente matriz
alimentaria para tal fin. Sin embargo, estos productos tienen altos niveles de colesterol,
lactosa y proteinas que pueden limitar su consumo en algunos grupos de poblacién. Por
ello, existe un creciente interés por desarrollar productos probidticos no lacteos para
responder a las necesidades nutricionales de los vegetarianos, intolerantes a la lactosa,
alérgicos a las proteinas de la leche y consumidores con dietas restrictivas por el
colesterol (Granato et al.,, 2010; Ranadheera et al., 2010). En concreto, la industria
alimentaria se esta planteando utilizar frutas, verduras y cereales para desarrollar
productos probioticos de base no lactea y satisfacer las necesidades de estos grupos
especificos (Peres et al., 2012). Por lo general, las bebidas son las matrices con mejores
indices de crecimiento, tanto en el procesado como en la conservacién (Vasudha y
Mishra, 2013). El uso de vegetales permite, ademas, desarrollar alimentos que conserven
su integridad celular, como es el caso de las manzanas impregnadas con bacterias
probidticas (Martins et al., 2013).

Respecto a la viabilidad de los probidticos en los alimentos, ésta puede verse afectada
por varios factores (Tripathi y Giri, 2014): factores relacionados con la composicion del
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alimento (pH, oxigeno, presencia de sales, azUcares, etc.), factores relacionados con las
condiciones de procesado y almacenamiento y factores de tipo microbiolégico (cantidad
inoculada, tipo de cepa, etc.). En este aspecto, gracias a los avances tecnolégicos, se ha
logrado mejorar la vida util del probidtico desde su produccidon hasta el momento de ser
consumido. Algunas de las técnicas empleadas para solventar este problema son el
cambio en las condiciones de procesado y almacenamiento, la adicién de diferentes
agentes protectores o la encapsulacion (Tripathi y Giri, 2014). En relacion con la adicion
de agentes protectores, se puede emplear la trehalosa, que es un disacdrido no reductor
constituido por dos moléculas de glucosa que se encuentra en diversos organismos, en
los cuales actla como azucar de reserva y como protector ante el estrés abidtico (Ohtake
y Wang, 2011). Entre sus funciones, la trehalosa es capaz de mantener y preservar un
extenso grupo de moléculas biolégicamente activas. Este efecto es debido al
establecimiento de interacciones que contribuyen a crear una barrera capaz de
mantener la integridad de las estructuras celulares y prevenir su descomposicién durante
las operaciones de procesado y almacenamiento (Colago y Roser, 1994).

Otra técnica que permite mejorar la funcionalidad de los probidticos es la
homogeneizacion a alta presion. Se trata de una tecnologia no térmica que se aplica para
inactivar enzimas, mejorar la calidad sensorial y tecnoldgica de los alimentos y aumentar
la disponibilidad de compuestos activos. En un estudio realizado por Betoret et al. (2012)
se ha demostrado que la aplicacion de esta técnica en zumos de mandarina incrementa
la estabilidad de la suspensidn y, por tanto, mejora la disponibilidad de compuestos
bioactivos con actividad antioxidante. En lo concerniente a los microorganismos
probidticos, esta tecnologia se ha aplicado para incrementar la supervivencia de estas
cepas y/o mejorar sus propiedades funcionales. Burns et al. (2015) aplicé altas presiones
de homogeneizaciéon en un rango entre 60 y 100 MPa con el fin de incrementar la
viabilidad de L. paracasei A13 y L. acidophilus 08 en leches fermentadas y quesos. Por
otra parte, Tabanelli et al. (2013) y Betoret et al. (2017) demostraron que al emplear una
presion de 50 MPa se produjo una mejora de las propiedades funcionales del probidtico
tales como la hidrofobicidad, la autoagregacién vy la resistencia al estrés bioldgico en
diferentes matrices alimentarias y también preservé la viabilidad del microorganismo
durante el almacenamiento en refrigeracion. La hidrofobicidad celular se ha relacionado
con la capacidad de adhesién de la cepa y, tal y como se ha comentado anteriormente,
se considera un factor importante para la interaccion de bacterias probidticas con el
intestino y las células inmunes asociadas a él (Burns et al.,, 2011). Finalmente, la
aplicacion de altas presiones de homogeneizacién también puede incrementar la
resistencia del microorganismo probiético a la digestion gastrointestinal.

Por lo comentado anteriormente, el presente trabajo se plantea con el objetivo de
estudiar el efecto que el medio de crecimiento (MRS Broth o zumo de clementina
comercial), el estrés osmaético y/o el estrés causado por un gradiente de presidn ejercen
sobre la capacidad de Lactobacillus salivarius spp. salivarius (CECT 4063) para adherirse
a la mucina intestinal. Por otra parte, se analizara cémo estas mismas variables afectan
a la funcionalidad de un zumo de clementina inoculado e incubado durante 24 horas a
37 °C con Lactobacillus salivarius spp. salivarius CECT 49063 durante su almacenamiento
en refrigeracién a 4 °C. Por propiedades funcionales se considera el contenido en fenoles
y flavonoides totales y la capacidad antioxidante medida por diferentes métodos (DPPH
y ABTS), ademas del contenido en células vivas y con potencial efecto probiético.
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MATERIAL Y METODOS

Materia prima

Para llevar a cabo este experimento, se utilizé zumo de clementina comercial (marca
Hacendado) como medio de crecimiento para el microorganismo probidtico.
Adicionalmente, se empled trehalosa de grado alimentario obtenida a partir de almidén
de tapioca (TREHA™, Cargill, Ibérica, Barcelona, Espafia), la cual se incorpord al zumo de
clementina debido a su capacidad de mantener y preservar moléculas biolégicamente
activas. Finalmente, se selecciond la cepa de Lactobacillus salivarius spp. salivarius CECT
4063 de la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo (Universidad de Valencia, Burjassot,
Valencia) por su potencial efecto probidtico.

Recuperacion del microorganismo

Antes de inocular los zumos objeto de estudio fue necesario reactivar la cepa
empleada. Para ello, el microorganismo se descongeld y resuspendid en el caldo agar
MRS Broth estéril (Scharlau Chemie®, Barcelona, Espafia) con el fin de favorecer un
Optimo crecimiento. El medio inoculado se incubd en aerobiosis a 37 °C durante 24 h.
Transcurrido este tiempo, se comprobd el nimero de células vivas mediante la técnica
de dilucién seriada, siembra en superficie de agar MRS, incubacién y posterior recuento.
De esta forma se obtuvieron caldos con una concentracidon microbiana en torno a 10°
UFC/mL.

Preparacion del zumo probiético

Con el fin de favorecer el crecimiento del microorganismo probidtico en el zumo de
clementina, éste se enriquecié con extracto de levadura (5 g/L) y su pH se elevé desde
3,8 hasta 6,5 mediante la adicidn de bicarbonato de sodio (9,8 g/L). A una parte del zumo
se le incorporo trehalosa en su formulacidn en una proporcidon de 100 g/Kg. Para disolver
correctamente todos los ingredientes, la mezcla de estos se realizé en agitacién. A
continuacién, el zumo fue inoculado con el caldo MRS (4 mL/L) que contenia el
microorganismo activo y se incubd a 37 °C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se
procedid a la homogeneizacion de una parte del zumo aplicando una presion de 100 MPa
en un homogenizador de altas presiones a escala de laboratorio (Panda Plus 2000, GEA-
Niro Soavi, Parma, ltalia). Se prepararon un total de 4 muestras diferentes de zumo
enriquecido con la cepa probidtica:

e Z0% OMPa: zumo de clementina sin trehalosa y sin homogeneizar.

e Z0% 100 MPa: zumo de clementina sin trehalosa y homogeneizado a 100 MPa
tras la incubacién durante 24 h a 37 °C.

e 710%_OMPa: zumo de clementina con trehalosa (10%, w/w) y sin homogeneizar.

e 710%_100 MPa: zumo de clementina con trehalosa (10%, w/w) y homogeneizado
a 100 MPa tras la incubacion durante 24 h a 37 °C.

Finalmente, los zumos se almacenaron en refrigeracion (4 °C) durante 30 dias.
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Determinaciones analiticas

A lo largo del almacenamiento en refrigeracion (0, 1, 2, 3, 7, 10, 15, 21 y 30 dias) se
analizaron las muestras en términos de pH, contenido en sodlidos solubles (Brix),
contenido en células vivas y propiedades antioxidantes, concretamente el contenido en
fenoles y flavonoides totales y la capacidad antioxidante medida por diferentes métodos
(DPPH y ABTS). Previamente al almacenamiento de los zumos también se evalud la
capacidad de la cepa probidtica incorporada para adherirse a la mucosa intestinal.

SOLIDOS SOLUBLES (Brix)

El contenido en sdlidos solubles de las diferentes muestras de zumo se determind en
un refractometro (Abbe Atago, Nar T3, Japdn) termostatado a 20 °C, mediante la lectura
directa del indice de refraccion en °Brix.

DETERMINACION DEL pH

El pH de las muestras liquidas se midié a 25 °C con un potenciometro con sistema
autocalibrante (pH Meter S20, Mettler Toledo - Seven Easy) capaz de trabajar con
compensacién automadtica de temperatura. El equipo se calibré previamente con
disoluciones tampén a pH 4,0y 7,0.

RECUENTO DE CELULAS VIABLES

La concentracion de células vivas presentes en los diferentes zumos formulados se
determiné mediante el procedimiento de dilucién seriada en agua destilada estéril y
siembra en placa (ICMSF, 2000). La siembra se realizé en la superficie de placas Petri con
agar MRS (Scharlau Chemie®, Barcelona, Espaia), que se incubaron a 37 °C durante 24 h
en condiciones de aerobiosis. Posteriormente, se realizé el recuento de las placas con un
nuimero de colonias comprendido entre 30 y 300.

CONTENIDO EN FENOLES TOTALES

El contenido en fenoles totales se determind mediante el método de Folin-Ciocalteau
descrito por Singleton y Rossi (1965). Esta metodologia esta basada en la capacidad que
tienen los compuestos fendlicos presentes en la muestra de reducir a pH bdsico el
reactivo de Folin-Ciocalteau (mezcla de acido fosfowolframico y acido fosfomolibdico).
Como resultado de esta reaccidn, el reactivo de color amarillo adquiere una coloracién
azul cuya intensidad se mide con un espectrofotémetro a 760 nm (Medina, 2010).

Concretamente, se mezclaron en una cubeta de espectrofotometria 125 plL de la
muestra de zumo diluida en agua bidestilada en una proporcién 1:5 (v/v), 125 uL del
reactivo de Folin-Ciocalteau y 500 pL de agua bidestilada. Tras 6 min de reposo en
oscuridad, se adicionaron 1,25 mL de bicarbonato de sodio al 7,5% (m/v) y 1 mL de agua
bidestilada. Como referencia, se utilizé un blanco en el que la muestra se reemplazé por
el mismo volumen de agua bidestilada. Transcurridos 90 min, se midié la absorbancia a
una longitud de onda de 760 nm en un espectrofotometro Helios Zeta UV/Vis Thermo
Scientific. Paralelamente se obtuvo una recta de calibrado utilizando acido galico como
fenol de referencia en el rango de concentraciones comprendido entre 0 y 400 ppm. Los
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resultados obtenidos se compararon con este patréon de acido galico y se expresaron en
miligramos equivalentes de acido galico por mL de zumo (mg EAG/mL).

CONTENIDO EN FLAVONOIDES TOTALES

El contenido en flavonoides totales se determind mediante el método colorimétrico
propuesto por Luximon-Rama et al. (2005). Para ello, se mezclaron en una cubeta de
espectrofotometria 1,5 mL de zumo de clementina diluido en agua bidestilada en una
proporcion 1:5 (v/v) y 1,5 mL de una disolucién de cloruro de aluminio al 2% (m/v) en
metanol. Después de 10 min de reposo en oscuridad, se midid la absorbancia a una
longitud de onda de 368 nm en un espectrofotometro Helios Zeta UV/Vis Thermo
Scientific. Como referencia se utilizé un blanco en el que la muestra se sustituyé por el
mismo volumen de agua bidestilada. Paralelamente se obtuvo una recta de calibrado
utilizando quercetina como flavonoide de referencia en el rango de concentraciones
comprendido entre 0 y 400 ppm. Los resultados obtenidos se compararon con este
patrén de quercetina y se expresaron en miligramos equivalentes de quercetina por mL
de zumo (mg EQ/mL).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO ABTS-TEAC

Este método se basa en medir la decoloracidn que experimenta el cation ABTS™ que,
tras secuestrar los componentes antioxidantes presentes en la muestra, se reduce y pasa
de un color verdeazulado a incoloro. En primer lugar, para liberar el catién ABTS se
prepard una disolucién 7 mM de 4cido 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) y
2,45 mM de persulfato potasico en agua bidestilada y se incubd en oscuridad durante 16
h. Transcurrido este tiempo, la disolucién se diluyé en tampdn fosfato hasta conseguir
una absorbancia de 0,7 * 0,01 leida a 734 nm (Re et al., 1999). A continuacidn, se
mezclaron en una cubeta de espectrofotometria 2910 pL de esta disolucién y 90 uL de
zumo de clementina diluido en agua bidestilada en una proporcion 1:5 (v/v). Como
referencia se utilizé un blanco en el que la muestra se reemplazé por el mismo volumen
de agua bidestilada. Tras 6 min de reposo en oscuridad, se midid la absorbancia a 734
nm en un espectrofotémetro Helios Zeta UV/Vis Thermo Scientific. Paralelamente se
obtuvo una recta de calibrado utilizando trélox como antioxidante de referencia en el
rango de concentraciones comprendido entre 0 y 200 ppm. Los resultados obtenidos se
compararon con este patrdon de trélox y se expresaron en mg equivalentes de trélox por
mL de zumo (mg ET/mL).

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO DPPH

Este método se basa en medir el cambio de coloracién que experimenta el radical
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) que, tras secuestrar los componentes antioxidantes
presentes en la muestra, se reduce y pasa de un color morado a una coloraciéon amarilla
(Brand-Williams et al., 1995; Molyneux, 2004). Para ello, se mezclaron en una cubeta de
espectrofotometria 100 pL de zumo de clementina diluido en agua bidestilada en una
proporcion 1:5 (v/v), 900 uL de metanol y 2000 pL de una disoluciéon de DPPH 100 mM
en metanol. Como referencia se utilizé un blanco en el que la muestra se sustituyé por el
mismo volumen de agua bidestilada. Transcurridos 30 min de reposo en oscuridad, se
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midié la absorbancia a 517 nm en un espectrofotémetro Helios Zeta UV/Vis Thermo
Scientific. Paralelamente se obtuvo una recta de calibrado utilizando trélox como
antioxidante de referencia en el rango de concentraciones comprendido entre 0 y 200
ppm. Los resultados obtenidos se compararon con este patrén de trélox y se expresaron
en miligramos equivalentes de trélox por mL de zumo (mg ET/mL).

ADHESION DE LAS BACTERIAS LACTICAS A LA MUCOSA INTESTINAL

Para evaluar de qué manera afectan el medio (agar MRS Broth o zumo de
clementina), la incorporacién de trehalosa y la homogeneizacién sobre la capacidad del
microorganismo probiético de adherirse a la mucina intestinal, se empled una técnica
basada en marcar las bacterias con carboxifluoresceina (cFDA) antes de afiadirlas a celdas
multipocillo que contienen la proteina inmovilizada. Tras 1 h de incubacién a 37 °C, se
lavd con PBS para eliminar las células no adheridas y se midio la sefial fluorescente de las
células adheridas en un equipo Fluoroskan Ascent plate reader (Thermo Scientific) a una
longitud de onda 485 nm de excitacion y 538 nm de emisién.

En este estudio se ha evaluado la adhesion de Lactobacillus salivarius spp. salivarius
a tres proteinas: mucina, coldgeno y albumina de suero bovino (BSA). Para ello, se
prepararon disoluciones de 500 ppm de cada proteina en tampodn fosfato y 100 plL de
cada disolucion se inmovilizaron en un par de filas de una placa multipocillo (96 pocillos)
de poliestireno negro (Maxisorp, Nunc, Denmark) mediante incubacion a 4 °C durante
toda la noche. Transcurrido este tiempo, se realizaron tres lavados con 200 uL de PBS 1x
con el fin de eliminar las proteinas no adheridas.

Por otra parte, el caldo MRS y las muestras de zumo inoculadas con el probidtico e
incubadas en condiciones aerobias a 37 °C durante 24 h se centrifugaron a 4000 rpm
durante 10 min. Seguidamente se retird el sobrenadante y el probidtico precipitado se
transfirid a tubos Eppendorf. Se afadieron 2 mL de tampdn fosfato PBS en los tubos y las
muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min. Tras la centrifugacién, se retiré
nuevamente el sobrenadante y se realizd un segundo lavado con PBS seguido de
centrifugacién con el fin de eliminar los restos de medio de cultivo. El probidtico
precipitado se resuspendié nuevamente en PBS. Una vez preparadas las muestras, se
ajusté su absorbancia medida por espectrofotometria a 600 nm a 0,25 * 0,05,
equivalente a una concentracion microbiana de 107-108 UFC/mL. Esta suspension
bacteriana se marcé con 75 uM de carboxifluoresceina (cFDA) en oscuridad y se dejé en
reposo durante 1 h a temperatura ambiente. Tras la incubacion, las células bacterianas
se centrifugaron y se lavaron con tampdn fosfato para eliminar los restos de cFDA.

En la placa multipocillo, la cual contenia las diferentes proteinas adheridas, se
emplearon también microorganismos como controles positivo y negativo. Se afiadieron
100 pL de la suspension de bacterias de la cepa Lactobacillus salivarius spp. salivarius
marcadas con cFDA a cada una de las celdas de la placa multipocillo y se incubaron
durante 1 h a 37 °C. Tras la incubacidn, las celdas se lavaron dos veces con 200 uL de PBS
para eliminar las células no adheridas. A continuacion, se adicionaron 100 pL de PBS a las
bacterias adheridas para no medir la fluorescencia en seco. Asi mismo, se incorporaron
100 pL de la suspension bacteriana marcada con cFDA en pocillos que contenian también
las proteinas con el fin de tomarlos como medida de referencia de fluorescencia. La senal
fluorescente de las bacterias adheridas a la mucina se midié con un equipo Fluoroskan
Ascent plate reader (Thermo Scientific) a 485 nm de excitacidon y 538 nm de emisién. La
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adhesién se expresé como el porcentaje de fluorescencia recuperado después de la
adhesién en relacién con la fluorescencia de la suspensién bacteriana anadida a la
mucina inmovilizada en la placa.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo con el programa Statgraphics
Centurion XVI. II. Se realizdé un andlisis simple y multifactorial de la varianza (ANOVA) para
evaluar, con un nivel de confianza del 95%, el grado de significancia de las diferencias
observadas entre los factores analizados en diferentes condiciones de proceso.

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de los zumos tras 24 h de incubacién con L. salivarius spp.
salivarius

En la tabla 1, se muestra el efecto que la adicion de un 10% de trehalosa y/o la
homogeneizacion a 100 MPa ejercen sobre el contenido en Lactobacillus salivarius spp.
salivarius del zumo de clementina comercial. En la misma tabla se muestra también la
variacién en el pH y en el contenido en sélidos solubles de los zumos tras 24 h de
incubacién a 37 °C con el microorganismo probidtico. Cabe destacar que, en todos los
casos, las muestras fueron inoculadas con 4 mL de caldo MRS con un contenido
microbiano en torno a 10° UFC/mL.

TABLA 1. Valores de pH, Brix y recuento de viables en zumos de clementina sometidos a diferentes
tratamientos tras 24 h de incubacién a 37 °C (t = 0).

Zumo pH Brix Log UFC/mL

20%_OMPa 4,39 +0,03° 11,60+0,28* 9,46 +0,05°
20%_100MPa 4,32+0,01° 11,75+0,07° 8,67 +0,44°
210%_O0MPa 4,42+0,03° 18,70+0,10° 9,38+0,08°
Z210%_100MPa 4,34 +0,01% 18,65+0,07° 8,92 +0,03?

b ¢ |atras diferentes para una misma columna indican diferencias

significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Como se puede observar, el zumo de clementina resulté un medio adecuado para el
crecimiento de Lactobacillus salivarius spp. salivarius y la adicidn de un 10% de trehalosa
a la composicién de este apenas afectd a la viabilidad del probidtico. Sin embargo, tras
la homogeneizacion a 100 MPa se redujo significativamente (p-valor < 0,05) el contenido
microbiano de estos zumos. A pesar de ello, todos los zumos presentaron tras 24 h de
incubacidn recuentos microbianos lo suficientemente elevados (108-10° UFC/mL) como
para poder afirmar de ellos que se trata de zumos ricos en probidticos con un potencial
efecto beneficioso sobre la salud del huésped (FAO/WHO, 2002; Karimi et al., 2011;
Tripathi y Giri, 2014).

En relacién con el pH y los Brix de los zumos, ambos se vieron significativamente
reducidos como consecuencia del crecimiento del microorganismo probidtico y la

10
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produccién de acido lactico por parte de este (Gémez y Jarrin, 2015), no pudiéndose
establecer una correlacién entre el mayor o menor crecimiento microbiano y el mayor o
menor descenso en dichos pardmetros. Por otra parte, como era de esperar, los zumos
que incluian trehalosa en su composicién presentaron un mayor contenido en sdlidos
solubles totales tras 24 h de incubacién con la cepa probidtica, lo que seguramente
condicionara la aceptacion del producto por parte del consumidor.

En la tabla 2 se muestra cémo la adicidn de trehalosa y/o la homogeneizacion a 100
MPa afectan al contenido en antioxidantes de los zumos tras 24 h de incubacion con el
microorganismo probidtico. Aunque estos efectos ya han sido analizados por otros
autores (Barrera et al., 2019), resulta imprescindible volver a comentarlos en aras de
poder justificar su evolucion a lo largo del posterior almacenamiento.

TABLA 2. Propiedades antioxidantes de los zumos de clementina sometidos a diferentes tratamientos tras
24 h de incubacion a 37 °C (t = 0).

FLAVONOIDES

FENOLES TOTALES DPPH ABTS
zZumo mg EAG/mL r:;):g;f:L mg ET/mL mg ET/mL
20%_0MPa 0,78 £ 0,03% 1,24 +0,04° 0,315 +0,011% 1,30 + 0,06°
20%_100MPa 0,75 +£0,02° 1,50 + 0,07° 0,36 +0,04° 1,26 +0,02°
210%_0OMPa 0,83 £ 0,05° 1,69 +0,12¢ 0,27 £0,02° 1,17 £ 0,06°
210%_100MPa 0,79 + 0,06 1,39 + 0,04° 0,35 +0,03° 1,242 +0,012%

3 b ¢ |etras diferentes para una misma columna indican diferencias significativas con un nivel de

confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Cabe mencionar que, debido a la gran reproducibilidad de los datos experimentales,
el analisis estadistico reveld diferencias significativas en las propiedades antioxidantes
analizadas en el zumo en funcién del tratamiento aplicado. Sin embargo, lo cierto es que
en todos los zumos analizados el contenido en fenoles y flavonoides totales resulté del
mismo orden, asi como la actividad antioxidante medida por los métodos DPPH y ABTS.

Por un lado, la adicién de un 10% de trehalosa a la formulacidon del zumo aumentd
significativamente el contenido en flavonoides totales, pero disminuyd la actividad
antioxidante total medida por el método ABTS. Este incremento se debe a la capacidad
de este disacdrido para prevenir la oxidacion de determinados compuestos fendlicos.
Diversos estudios muestran que el efecto estabilizador de la trehalosa se debe a su
configuracion quimica, que le permite unirse facilmente a grupos polares con multiples
puntos de interaccion (Crowe et al., 1984; Elbein, 1974; Higashiyama, 2002). Por otro
lado, el aumento en el contenido en flavonoides totales podria deberse también a que el
probidtico, en presencia de trehalosa, en lugar de obtener la energia de los nutrientes
del zumo lo hace del propio disacdrido y libera como resultado compuestos fendlicos,
fundamentalmente flavonoides (Ortiz, 2015; Picard, 2015). En relacién con el contenido
en fenoles totales, el motivo por el cual éste no se vio significativamente incrementado
por la presencia de trehalosa podria ser la capacidad del propio disacarido para unirse a

11
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estos compuestos a través de sus grupos -OH, impidiendo que puedan reaccionar con el
reactivo de Folin-Ciocalteu empleado para su determinacién analitica (Picard, 2015).

Por otro lado, la homogeneizacién del zumo tras la incubacion con el probidtico
aumenté significativamente el contenido en flavonoides totales, pero apenas afecté a las
demads propiedades antioxidantes analizadas. Este incremento en los flavonoides totales
puede deberse a que gran parte de los compuestos fendlicos del zumo estan asociados
a las particulas de la pulpa que forman parte de la nube, de manera que cuando se aplican
altas presiones de homogeneizacion se consigue reducir el tamafio de estas particulas, la
nube se estabiliza y los compuestos fendlicos se liberan y aumentan su disponibilidad
(Arnao et al., 1997). Por otra parte, al liberarse mas compuestos fendlicos, estos
guedarian mas expuestos a la luz y al oxigeno de manera que, incluso en presencia de
trehalosa, su degradacion se veria acelerada (Guacho, 2018). Respecto al efecto de las
dos variables de proceso aplicadas, al comparar las muestras homogeneizadas con
trehalosa (Z10%_100MPa) con aquellas que no contenian este disacarido
(Z0%_100MPa), se observa que la adicion de un 10% de trehalosa disminuyd el contenido
en flavonoides totales pese a que el analisis estadistico no revelé diferencias
significativas. Las demas propiedades antioxidantes analizadas a penas se vieron
afectadas. Como ya se ha mencionado anteriormente, esta reduccion podria deberse a
la rdpida degradacién de los compuestos fendlicos liberados tras homogeneizar el zumo,
o bien, a que la trehalosa no esta disponible en cantidad suficiente para unirse a los
grupos -OH de estos compuestos y ejercer su efecto protector. En relacidn con esto, otro
motivo podria ser que, la presencia de trehalosa interfiera en la reaccion de los
flavonoides con el reactivo, quedando menos fenoles disponibles para su determinacion
analitica.

Finalmente, es interesante resaltar la diferente afinidad que existe entre los
compuestos antioxidantes presentes en los zumos y los radicales de referencia
empleados en los diferentes métodos de determinacién de la actividad antioxidante. En
general, predominan los compuestos con caracter hidrofilico, los cuales presentan una
mayor afinidad por el radical ABTS que por el radical DPPH, lo que explicaria la mayor
actividad antioxidante medida por el método ABTS (Arnao, 2000).

Para concluir la caracterizacidn de los zumos transcurridas 24 h desde su inoculacién
con el microorganismo, en la figura 1 se muestra la capacidad de la cepa CECT 4063 de
Lactobacillus salivarius spp. salivarius para adherirse a la mucina (MUC), el colageno
(COL) y la albumina de suero bovino (BSA) en funcién de la composicion del medio en el
gue se ha hecho crecer. En este ensayo se estudia la adhesién a la mucina y el colageno
puesto que estas forman parte de la mucosa intestinal, la adhesién del lactobacilo a estas
proteinas estara relacionada con su habilidad para colonizar el intestino y prevenir la
adhesion de los patdgenos. Por otro lado, para determinar si la adhesidn bacteriana al
moco fue causada por interacciones no especificas, también se probd la adhesion a la
albumina sérica bovina (BSA).

12
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FIGURA 1. Capacidad de Lactobacillus salivarius spp. salivarius para adherirse a la mucina (MUC), el
colageno (COL) y la albimina de suero bovino (BSA) en funcién de la composicidon del medio en el que se ha
hecho crecer y las variables de proceso empleadas. **- letras diferentes en una misma serie indican
diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0,05).

Tal como se ha mencionado anteriormente, la capacidad de adhesién de la cepa
probidtica a la mucosa intestinal es importante para que ésta pueda ejercer un efecto
beneficioso sobre el huésped. El moco contiene receptores que reconocen proteinas de
adhesién especificas. Estas proteinas de adhesidn se encuentran en la superficie de la
cepa probidtica y por medio de éstas el microorganismo puede unirse a las células
epiteliales del intestino delgado. Con ello contribuye a la exclusién competitiva de los
patégenos y proporciona estabilidad a la flora microbiana del individuo.

Como se pone de manifiesto en la figura 1, |a afinidad entre el microorganismo y cada
una de las proteinas estudiadas resulté ser muy diferente. Todos los microorganismos
ensayados (incluida la cepa CECT 4063 de Lactobacillus salivarius spp. salivarius)
presentaron una mayor afinidad por el colageno que por las otras dos proteinas. Esto se
debe a que los lactobacilos expresan multiples tipos de adhesinas capaces de interactuar
con el colageno de la mucosa intestinal. Entre ellas destaca la adhesina Cbp, que ejerce
un papel decisivo en la colonizacion efectiva y en el desplazamiento competitivo de los
patégenos intestinales, especialmente E. coli 0157:H7, por lo que podria servir como
potencial biomarcador probidtico (Yadav et al., 2013).

En comparacién con el microorganismo empleado como control positivo, el
Lactobacillus salivarius spp. salivarius crecido en medio MRS presentd una menor
capacidad para adherirse a la mucina (0,72 + 0,12% frente a 2,48 £ 0,12%) y una
capacidad similar para adherirse al coldgeno (4 £ 2% frente a 5 £ 3%) y a la albumina de
suero bovino (1,0 + 0,4% frente a 1,1 + 0,2%). El empleo del zumo de clementina
(20%_0MPa) como medio de crecimiento en lugar del medio especifico MRS aumenté la
capacidad del microorganismo para adherirse a cualquiera de las tres proteinas
consideradas, alcanzando valores similares a los del control positivo (en el caso de la
mucina y el colageno) o incluso superiores (en el caso de la albiumina de suero bovino).
De esta forma se confirma que los zumos de frutas constituyen una excelente matriz

13
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alimentaria para el crecimiento del lactobacilo y la mejora de sus propiedades
probidticas. Ni la adicién de trehalosa al zumo antes de ser inoculado, ni la
homogeneizacion a 100 MPa del zumo inoculado y fermentado, ni la combinacién de
estos dos factores mejord significativamente la capacidad del microorganismo para
adherirse a las proteinas. Cabe resaltar que, aunque el anadlisis estadistico no revelé
diferencias significativas, la capacidad del Lactobacillus salivarius spp. salivarius para
adherirse al colageno fue ligeramente superior a la del microorganismo empleado como
control positivo cuando se hizo crecer en el zumo de clementina que contenia un 10%
(w/w) de trehalosa y, tras 24 h de incubacién, fue homogeneizado a 100 MPa. Sin
embargo, en estas condiciones el mismo microrganismo presenté los valores mas bajos
de adhesidn a la mucina. Ya en un estudio previo, Celebioglu et al. (2017) observaron que
la trehalosa influye en algunas propiedades de las bacterias acido-lacticas, como en la
produccién de bacteriocinas o la tasa de crecimiento, pero no se apreciaron cambios en
las propiedades de adhesién a la mucina. En cuanto a la aplicacién de altas presiones de
homogeneizacién, los resultados obtenidos en este estudio difieren de los mostrados por
otros autores (Betoret et al., 2017; Tabanelli et al., 2012) quienes constataron que las
presiones de homogeneizacion pueden cambiar la estructura celular de los
microorganismos y aumentar su hidrofobicidad, facilitando de esta forma su adhesién a
las paredes del tracto digestivo.

Analisis de los zumos fermentados con L. salivarius spp. salivarius durante
30 dias de almacenamiento

En este apartado se analiza como evoluciona el contenido en microorganismos y en
antioxidantes de los zumos de clementina fermentados con Lactobacillus salivarius spp.
salivarius durante 30 dias de almacenamiento en refrigeracién a 4 °C. Para empezar, en
la figura 2 se muestran los resultados del recuento de viables. Como se puede observar,
en todos los casos el nimero de células vivas se mantuvo constante durante los 3
primeros dias de almacenamiento, lo que coincide con lo constatado previamente por
otros autores (Betoret et al., 2017). A partir del séptimo dia la poblacién microbiana
comenzd a disminuir de forma significativa (p-valor < 0,05), pero no fue hasta el dia 21
cuando alcanzd valores por debajo de 108 UFC/mL, considerada la concentraciéon minima
necesaria para que el alimento pueda recibir el calificativo de probidtico (IDF/FIL, 1992).
Al comparar la evolucién en el recuento de viables con la curva tedrica de crecimiento
microbiano (figura 3), se comprueba que los primeros dias de almacenamiento coinciden
con la fase estacionaria, en la que cesa el crecimiento debido a la baja temperatura, al
agotamiento de nutrientes y oxigeno y/o a la excrecidon de acidos organicos y otros
contaminantes bioquimicos al medio. Por otro lado, la reducciéon de la poblacidon
microbiana al final del almacenamiento coincide con la fase de muerte celular causada,
entre otros factores, por las condiciones tdxicas del medio. Cabe destacar que la
refrigeracion retrasa la progresion de la fase de muerte celular, haciendo que los cultivos
sean viables durante un mayor tiempo (Tortora et al., 2007).
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FIGURA 2. Evolucion del contenido en Lactobacillus salivarius spp. salivarius (CECT 4063) en los diferentes
zumos durante 30 dias de almacenamiento. ¢ letras diferentes para una misma serie indican diferencias
estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).
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FIGURA 3. Curva tipica del crecimiento microbiano. FUENTE: Tortora et al., 2007.

Con el fin de determinar el efecto positivo o negativo que la adicion de un 10% de
trehalosa y/o la homogeneizacidén a 100 MPa ejercen sobre la viabilidad del probidtico,
se ha realizado un andlisis estadistico de la variacidon que se produce en la pérdida de
viabilidad del microorganismo (AV) entre el inicio (t = 0) y el final (t = 30 dias) del
almacenamiento (ecuacion 1).

AV - Log UFCt=30 - Log UFCt=0 (1)
Los resultados obtenidos ponen de manifiesto, con un nivel de confianza del 95%,

que el zumo no homogeneizado y sin trehalosa (Z0%_0MPa) fue el que experimentd una
mayor pérdida de viabilidad en la poblacion microbiana (5,4 £ 0,5 ciclos logaritmicos) tras
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30 dias de almacenamiento en refrigeracion. La simple adiciéon de un 10% en peso de
trehalosa a la formulacién del zumo antes de su inoculacién (Z10%_OMPa) ya redujo
ligeramente la pérdida de viabilidad a 4,92 + 0,08 ciclos logaritmicos, valor que no se vio
afectado como consecuencia de la homogeneizacién del zumo fermentado antes de su
almacenamiento (Z10%_100MPa). Sin embargo, la aplicacion de altas presiones de
homogeneizacion si logré disminuir significativamente la pérdida de viabilidad del
probidtico durante el almacenamiento de los zumos que no incluian trehalosa en su
formulaciéon (Z0%_100MPa), la cual tomd valores del orden de 4,41 + 0,5 ciclos
logaritmicos. Resultados similares fueron obtenidos por Betoret et al. (2017), tras el
almacenamiento de zumo de clementina rico en Lactobacilus salivarius spp. salivarius
durante 10 dias.

En la figura 4 se muestra la evolucion de las propiedades antioxidantes analizadas
durante todo el almacenamiento. Como se puede observar, el contenido en fenoles y
flavonoides totales experimenté ligeras fluctuaciones entorno a un valor mds o menos
constante (0,6 mg EAG/mL de zumo para el caso de los fenoles totales y 1,3 mg EQ/mL
de zumo para los flavonoides totales). En general, los zumos que incorporaban trehalosa
en su composicion fueron los que experimentaron una menor pérdida de fenoles totales,
lo que pone de manifiesto el efecto protector que ejerce el disacdrido sobre estas
estructuras quimicas. Respecto al contenido en flavonoides totales, las diferencias
observadas entre los zumos recién fermentados (t = 0) se mantuvieron constantes
durante todo el almacenamiento, siendo el zumo que contenia trehalosa y que se
homogeneizo6 tras la fermentacion (Z10%_100MPa) el que presenté un contenido en
flavonoides totales significativamente mas bajo al final de este. Se podria decir que la
capacidad antioxidante total medida por el método ABTS es la que mejor refleja la
evolucidon en el contenido en compuestos fendlicos ya que, salvo tras 1 dia de
almacenamiento, los valores obtenidos se mantuvieron bastante estables durante los
primeros 15 dias de almacenamiento. Sin embargo, la actividad antirradical medida por
el método DPPH aumentd progresivamente durante todo el almacenamiento. Este
incremento podria ser consecuencia de la actividad fermentativa del probidtico que,
aunque mas lentamente, continla en condiciones de refrigeraciéon dando lugar a
compuestos de caracter mas hidrofébico y con una mayor capacidad para secuestrar
radicales libres. En un estudio similar, Hashemi et al. (2017) observaron que durante la
fermentacion acido-lactica de zumo de limdén se formaban metabolitos que aumentaban
la capacidad antioxidante medida por el método DPPH.
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FIGURA 4. Evolucion de las propiedades antioxidantes de los zumos fermentados con Lactobacillus
salivarius spp. salivarius (CECT 4063) durante 30 dias de almacenamiento en refrigeracién a 4°C.
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Por lo expuesto anteriormente para la viabilidad del probiético, el zumo de
clementina inoculado con Lactobacillus salivarius spp. salivarius no deberia almacenarse
a 4 °C durante mas de 15 dias porque perderia su condicion de bebida probidtica. A
continuacién, en la tabla 3 se muestra la variacion que experimentan los principales
antioxidantes presentes en el zumo al final de su vida atil (AM'), calculada segin la
ecuacion 2:

il

Xo — X35
Xo

AM! = 100 (2)
donde: x} es la concentracién del antioxidante i en el zumo al inicio del almacenamiento;
x{5 es la concentracion del antioxidante i en el zumo tras 15 de almacenamiento a 4 °C;

i representa tanto a los fenoles totales como a los flavonoides totales o a la actividad
antioxidante total medida por los métodos DPPH y ABTS.

TABLA 3. Variacion en el contenido en antioxidantes de los zumos de clementina probidticos sometidos a
diferentes tratamientos tras 15 dias de almacenamiento a 4 °C.

FLAVONOIDES

zZumo FENOLES TOTALES TOTALES DPPH ABTS
Z0%_OMPa -24,5+0,8° -4,9 + 0,64 28,7+ 0,22 -5,4+ 1,82
20%_100MPa 42 £ 22 24,6 +1,22 23,0+0,9° 1,5+1,7°
Z10%_0MPa -15,3+0,8¢ -11,4+1,6° 87,9 0,4 13,3+0,7¢
Z10%_100MPa 15,2 + 1,6 -8,5+ 0,8 58 + 5P 3422

5 ¢ |etras diferentes para una misma columna indican diferencias significativas con un nivel de

confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Como se puede comprobar, todas las propiedades antioxidantes analizadas
experimentaron un notable descenso durante el almacenamiento en refrigeracién, salvo
la actividad antioxidante, en especial la medida por el método DPPH, que mejoré
notablemente. En términos generales, la degradacion de fenoles y flavonoides totales se
vio favorecida por la homogeneizacidon a 100 MPa del zumo tras 24 h de fermentacion.
Esto puede atribuirse a la reducciéon del tamaiio de particula que resulta de la
homogeneizacion, de manera que los compuestos fendlicos, incluidos los flavonoides,
guedan mas expuestos a las condiciones responsables de su deterioro. Asimismo, estos
compuestos estan mas disponibles para ser consumidos por el probidtico a fin de que
continde con la fermentacion. Othman et al. (2009) atribuyeron la pérdida de
compuestos fendlicos en olivas del cultivar chetoui a la actividad fermentativa del
microorganismo Lactobacillus plantarum. Hay que destacar también que la adicién de un
10% de trehalosa a la formulacion del zumo redujo notablemente el efecto negativo de
la homogeneizacidén sobre el contenido en flavonoides totales, pero apenas afectd al
contenido en fenoles totales. Respecto a los zumos no homogeneizados, la adicion de
trehalosa redujo significativamente la degradacion de fenoles totales, pero incrementé
la de flavonoides totales.
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En cuanto a la capacidad antioxidante total, tanto la adicién de trehalosa como la
homogeneizacion y la combinacién de ambos factores dieron como resultado una menor
pérdida (medida por el método del radical ABTS) o un mayor incremento (segin medida
por el método del radical DPPH). Esta mejora en la actividad antirradical observada tras
15 dias de almacenamiento fue significativamente mds evidente en los zumos no
homogeneizados que incluian un 10% en peso de trehalosa en su formulacién. Esto
podria ser consecuencia del efecto protector antes comentado que ejerce el disacarido
sobre los compuestos fendlicos, con los que interacciona formando una capa protectora.
Por su parte, la homogeneizaciéon a 100 MPa aplicada sobre el zumo tras 24 h de
incubacién con el probidtico incrementd significativamente la capacidad antioxidante
medida por el método ABTS, pero apenas afectd la misma medida por el método DPPH.
Finalmente hay que comentar que la homogeneizacién del zumo que incluia trehalosa
en su composicién disminuyd el efecto beneficioso atribuido a este disacarido sobre la
capacidad antioxidante total de los zumos.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio confirman que el zumo de clementina
comercial es un medio adecuado para el crecimiento del microorganismo probidtico,
ademas de aumentar su habilidad para adherirse a las proteinas de la mucosa intestinal,
sin que la adicién de trehalosa ni la homogeneizacidn a 100 MPa ni la combinacién de
ambos factores ejerzan efecto alguno sobre esta propiedad. Por otra parte, se establece
que el almacenamiento del zumo fermentado en nevera a 4 °C no deberia durar mas de
15 dias para mantener la condicidon de bebida probidtica. En términos generales, la
homogeneizacion del zumo a 100 MPa tras 24 h de incubacion con Lactobacillus
salivarius spp. salivarius (CECT 4063) resulta ser la mejor opcidn para reducir la pérdida
de viabilidad del mismo durante el almacenamiento en refrigeracién. Sin embargo, la
homogeneizacion acelera la degradacién de los compuestos fendlicos y enmascara el
efecto protector que ejerce la trehalosa sobre los mismos. Haria falta completar este
estudio con pruebas de evaluacidon sensorial que permitan saber el grado de aceptacién
del producto final por parte del consumidor en funcién de las variables de proceso.
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