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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad crénica cuya prevalencia en la poblacién mundial ha
aumentado durante las Ultimas décadas. Para combatirla es esencial aumentar el
consumo de frutas en la dieta, puesto que estas contienen compuestos bioactivos
beneficiosos para prevenir la obesidad. La ingesta de microorganismos con efecto
probiético como Lactobacillus reuteri también ayuda a reducir la grasa corporal, ademas
de modificar la microbiota intestinal.

El lulo (Solanum quitoense Lam.), también conocido como “naranijilla”, es una variedad
de tomate procedente de Colombia cuya pulpa contiene aminas bioactivas con efecto
potencial antihipertensivo. Debido a que el fruto contiene muchas semillas, la fruta se
consume habitualmente en forma de zumo.

Las altas presiones de homogenizacion (HPH) constituyen un tratamiento no térmico
cuya aplicacion a zumos de frutas ha despertado un enorme interés sobre todo por su
capacidad para alargar la vida util sin afectar las propiedades sensoriales y aumentar la
estabilidad de la nube. Al mantener la pulpa en suspension, el zumo resultante conserva
una mayor parte de la fibray de los componentes bioactivos de la fruta fresca, resultando
en un producto mas saludable.

La obtencion de un zumo de lulo con alto contenido en pulpa y microorganismos
probidticos seria interesante para tratar tanto la hipertensién como la obesidad. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto que produce la correccion del pH del zumo
de lulo a 5,5y 6 y la aplicacion de un tratamiento HPH (100 y 150 MPa) sobre las
propiedades fisicoquimicas (pH, °Brix, densidad, color, tamafio de particula) y
antioxidantes (contenido en fenoles y flavonoides totales, y capacidad antioxidante por
los métodos DPPH y ABTS) del zumo. Ademas, se determind la viabilidad, el efecto
sobre las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes y la resistencia a la digestion
gastrointestinal in vitro de una cepa de Lactobacillus reuteri incorporada a los zumos
homogeneizados y no homogeneizados a los dos pHs considerados.

Las mejores condiciones para el desarrollo del probiético se dieron en aquellos zumos
corregidos a pH 5,5 y homogeneizados a 100 MPa. Las propiedades fisicoquimicas
variaron en funcion del crecimiento microbiano, al igual que las propiedades
antioxidantes. Todos los zumos que se sometieron a la digestibn gastrointestinal
simulada alcanzaron una viabilidad minima de 10’ UFC/mL al final del ensayo, por lo
que se garantizaron las condiciones necesarias para que el probiético considerado
pudiera ejercer efectos beneficiosos en la flora intestinal del huésped.

Palabras clave: zumo de lulo, Lactobacillus reuteri, probiético, altas presiones de
homogeneizacion, digestion in vitro



RESUM

L’obesitat és una infermetat cronica prevalenca de la qual ha augmentat en la poblacié
mundial durant les Ultimes decades. Per a combatre-la és essencial augmentar el
consum de fruites a la dieta, ja que estes presenten composts bioactius beneficiosos
per a prevenir I'obesitat. La ingesta de microorganismes amb efecte probiotic també
ajuda a reduir la grassa corporal, a més de modificar la microbiota intestinal.

El lulo (Solanum quitoense Lam.), també coneguda com “naranjilla”, és una varietat de
tomaca procedent de Colombia, la polpa de la qual conté amines bioactives amb efecte
potencial antihipertensiu. Degut a que la fruita conté moltes llavors, es consumeix
habitualment en forma de suc.

Les altes pressions d’homogeneitzacio (HPH) constitueixen un tractament no térmic i la
seua aplicacio en sucs de fruites ha despertat un enorme interés, sobretot per la seua
capacitat d’allargar la vida util sense alterar les propietats sensorials i augmentar
I'estabilitat del navol. Al mantindre la polpa en suspensid, el suc conserva una major part
de la fibra i els components bioactius de la fruita fresca, resultant en un producte més
saludable.

L’obtencio d’un suc de lulo amb un alt contingut en polpa i microorganismes probiotics
seria interessant per a tractar tant 'obesitat com la hipertensié. L’objectiu d’este treball
va ser avaluar I'efecte que produeix la correccié del pH del suc de luloa 5,51 6 i l'aplicacié
d'un tractament HPH (100 i 150 MPa) sobre les propietats fisicoquimiques (pH, °Brix,
densitat, color, tamany de particula) i antioxidants (contingut total de fenols i flavonoides
i capacitat antioxidant per DPPH i ABTS) del suc. A més, es va determinar la viabilitat,
I'efecte sobre les propietats fisicoquimiques i antioxidants i la resisténcia a la digestié
gastrointestinal in vitro d’'una soca de Lactobacillus reuteri incorporada als sucs
homogeneitzats i no homogeneitzats als dos pHs considerats. Les millors condicions
per al desenvolupament del probiotic es van donar en aquells sucs corregits a pH 5,5 i
homogeneitzats a 100 MPa. Les propietats fisicoquimiques variaren en funcié del
creixement microbia, a l'igual que les propietats antioxidants. Tots els sucs que es van
sotmetre a la digestié gastrointestinal simulada aconseguiren una viabilitat minima de
107 UFC/mL al final de 'assaig, pel que es garantiren les condicions necessaries perquée
el probiotic considerat pogués exercir efectes beneficiosos a la flora intestinal de I'hoste.

Paraules clau: suc de lulo, Lactobacillus reuteri, probiotic, altes pressions
d’homogeneitzacio, digestio in vitro



ABSTRACT

Obesity is a chronic disease whose prevalence in the world's population has increased
in recent decades. To combat it, it is essential to increase the consumption of fruits in
the diet, as they contain bioactive compounds that are beneficial in preventing obesity.
The intake of microorganisms with a probiotic effect such as Lactobacillus reuteri also
helps to reduce body fat, as well as modifying the intestinal microbiota.

Lulo (Solanum quitoense Lam.), also known as "naranjilla”, is a variety of tomato from
Colombia whose pulp contains bioactive amines with antihypertensive potential.
Because the fruit contains many seeds, the fruit is commonly consumed in juice form.
High homogenization pressure (HPH) is a non-thermal treatment whose application to
fruit juices has attracted considerable interest mainly because of its ability to extend shelf
life without affecting sensory properties and to increase cloud stability. By keeping the
pulp in suspension, the resulting juice retains more of the fiber and bioactive components
of the fresh fruit, resulting in a healthier product.

Obtaining a lulo juice with high pulp content and probiotic microorganisms would be
interesting for treating both hypertension and obesity. The aim of this work was to
evaluate the effect of pH correction of lulo juice to p5.5 and 6 and the application of a
HPH treatment (100 and 150 MPa) on the physicochemical properties (pH, °Brix, density,
color, particle size) and antioxidant properties (total phenol and flavonoid content and
antioxidant capacity by DPPH and ABTS) of the juice. In addition, the viability, the effect
on physicochemical and antioxidant properties and the resistance to gastrointestinal
digestion in vitro of a Lactobacillus reuteri strain incorporated into homogenized and non-
homogenized juices at the two pHs considered were determined.

The best conditions for probiotic development were found in those juices corrected to pH
5.5 and homogenized at 100 MPa. Physicochemical properties varied as a function of
microbial growth, as did the antioxidant properties. All juices that underwent simulated
gastrointestinal digestion reached a minimum viability of 10’ CFU/mL at the end of the
trial, thus ensuring the necessary conditions for the probiotic under consideration to exert
beneficial effects on the host's intestinal flora.

Key words: lulo juice, Lactobacillus reuteri, probiotic, high pressure homogenization,
in vitro digestion
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1. Introduccidén

La obesidad se ha convertido, en la actualidad, en una patologia crénica cuya
prevalencia es elevada en muchos paises del mundo (WHO, 2021). Esta enfermedad
se caracteriza por el aumento y la acumulacién de grasa corporal debido al desequilibrio
producido entre las calorias consumidas y las calorias gastadas, suponiendo un riesgo
para la salud y limitando la calidad de vida de aquellos que la padecen (Moreno, 2012).
En el afio 1997, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasificé la obesidad como
un gran problema de salud publica y como una epidemia global, puesto que esta
patologia presenta efectos adversos sobre la presion arterial, el colesterol, los
triglicéridos y la resistencia a la insulina, pudiendo generar enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2 e incluso sindrome metabdlico (Mahmood et al., 2020).

De acuerdo con la OMS, la prevalencia de la obesidad se suele medir mediante el indice
de Masa Corporal (IMC), definido como el peso en kilogramos dividido entre la altura en
metros al cuadrado (kg/m?). La prevalencia de la enfermedad empez6 a aumentar en la
poblacion mundial a partir de los afios 80 con el marketing e introduccién al mercado de
alimentos con alto contenido en azlcares y grasas saturadas, junto con la disminucion
de la actividad fisica (Moreno, 2012; Marti et al., 2021). A dia de hoy, la prevalencia de
la obesidad se ha triplicado con respecto a las cifras de los afios 80. Esto supone que
la poblacién ha aumentado por década 1 kg/m? (Aguilera et al., 2019).

Una de las recomendaciones que la OMS propone para la prevencion de la obesidad es
aumentar el consumo de frutas y verduras frescas. Esto se debe a que su consumo
contribuye al descenso de triglicéridos en sangre, ademas de aumentar la ingesta de
fibra y la sensacién de saciedad (Parra et al., 2015). Las frutas, en concreto, son
alimentos que contienen fibra, vitaminas, minerales, acidos organicos, compuestos
fendlicos y otros compuestos bioactivos. Muchos de estos compuestos, agrupados bajo
el término de fitoquimicos, contribuyen a que la incidencia de enfermedades no
transmisibles descienda (Kurkoski et al., 2005; Vasco et al., 2008). Recientemente, se
ha prestado mucha atencién al efecto de los flavonoides sobre la obesidad y los
trastornos metabdlicos asociados. Se ha revelado que pueden inducir la hidrélisis de
lipidos neutrales de los depdésitos de lipidos en los tejidos adiposo y el higado. También,
inhiben el trasporte intestinal de glucosa y fructosa. De hecho, las catequinas y
antocianinas reducen significativamente el peso de los tejidos adiposos; el &cido galico
reduce la proliferacién de preadipocitos mediante induccion de la apoptosis celular; el
acido cafeico y el acido clorogénico pueden controlar la adipogénesis al promover la
lipdlisis y la apoptosis de los adipocitos (Prashar & Patel, 2020). La quercetina se
considera inhibidor de enzimas productoras de inflamacién como la ciclooxigenasa y la
lipoxigenasa, del factor de necrosis tumoral o (TNF-a), de interleuquinas
proinflamatorias como la IL-1, -6 y -8 t y de la peroxidacion de lipidos (Shatylo et al.,
2021; Ghaffari & Roshanravan, 2020).

Ademas, el consumo de fibra retarda y/o disminuye la liberacion de energia en una dieta
excesiva mediante diferentes mecanismos: ralentiza el proceso de digestion, inhibe la
absorcion de macronutrientes en la superficie intestinal debido a que establece
interacciones con algunos componentes y los insolubiliza, tiene una elevada capacidad
para retener agua aumentando la sensacion de saciedad. Otros estudios muestran los
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beneficios de la fermentacion de la fibra insoluble en el colon. Esta fermentacién origina,
entre otros metabolitos, 4cidos grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato),
cada uno de los cuales ejerce efectos fisiologicos favorables y Unicos (Yacyshyn &
Yacyshyn, 2019).

Algunas especies de microorganismos son otro de los ingredientes que se ha
demostrado que pueden tener un efecto positivo en la prevencién de enfermedades no
transmisibles. Se ha comprobado que el consumo de bacterias lacticas puede disminuir
la grasa corporal debido a un efecto sobre la microbiota y sobre los procesos de
digestion y disponibilidad de nutrientes (Wang et al., 2018). Los microorganismos que
son administrados en las cantidades adecuadas y ejercen efectos beneficiosos en la
salud del huésped se denominan microorganismos probiéticos (Hill et al., 2014). Una de
las bacterias lacticas con caracter probiético es Lactobacillus reuteri. Esta bacteria se
halla de manera natural en el cuerpo humano: en el tracto gastrointestinal, el tracto
urinario, la piel e incluso la leche materna. L. reuteri es capaz de sintetizar moléculas
antimicrobianas, como &cidos organicos, etanol y reuterina. Gracias a estos compuestos
antimicrobianos, se inhibe la colonizaciéon de microorganismos patégenos y se mejora
la microbiota del huésped (Mu et al., 2018). Esta comprobado que Lactobacillus reuteri
presenta un efecto potencial para combatir la obesidad (Fak et al., 2012; Qiao et al.,
2015; Mu et al., 2018). Las bacterias lacticas, en general, se suelen emplear en matrices
lacteas para que lleven a cabo la fermentacién lactica, pero estos productos pueden no
resultar adecuados para personas que padezcan obesidad porque los lacteos presentan
un alto contenido en colesterol o para colectivos intolerantes a la lactosa o a las
proteinas de la leche (Jord4, 2019). Como alternativa, se ha estudiado en gran medida
en los ultimos afios, su incorporacion a zumos de frutas (Szutowska, 2020). En el
desarrollo de estos productos es necesario asegurar que poseen un contenido suficiente
de células viables en el momento de su consumo y que estas llegan al intestino en una
cantidad superior a 10® UFC, resistiendo el proceso de digestion gastrointestinal.

Estos hechos han aumentado el interés de la industria alimentaria por producir alimentos
mas saludables a partir de frutas y hortalizas. Se han puesto en marcha diferentes
estrategias dirigidas a la reduccion del contenido en azucar en los zumos envasados, la
sustitucion del azucar blanco por otros menos refinados o por edulcorantes naturales, el
desarrollo de nuevos productos a partir de frutas y hortalizas y también, la aplicacion de
tecnologias que mejoren las propiedades nutricionales y sensoriales de los alimentos
procesados.

En la actualidad, el consumidor exige que los productos procesados a partir de alimentos
de origen vegetal mantengan o consigan una calidad similar a los productos frescos,
ademas de que estos sean seguros. Los tratamientos térmicos tradicionales aplicados
a los zumos de frutas, como la pasteurizacion, provocan la pérdida de ciertos
compuestos bioactivos y alteran la calidad sensorial del producto. Por ello, esta
aumentando el interés en la aplicacion de tecnologias no térmicas de conservacion
como los ultrasonidos, los pulsos eléctricos, las presiones hidrostéticas altas o las altas
presiones de homogenizacién (HPH). Se trata de técnicas capaces de conservar e
incluso alargar la vida til de los alimentos a la vez que se mantiene la calidad nutricional
y sensorial (Kubo et al., 2021). En la técnica HPH, se fuerza al alimento liquido a que
pase a través de un hueco o pequefia abertura, causando tensiones mecanicas
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(cizallamientos) y aumentando levemente la temperatura a medida que se aplica mayor
presiobn. Como consecuencia, la estructura y las propiedades del fluido se modifican:
disminuye el tamafio de particula y se alcanza una mayor estabilidad de las particulas
suspendidas, facilitando asi operaciones como la mezcla y la emulsion (Mesa et al.,
2020).

Ademas, esta técnica se aplica ampliamente en zumos de frutas por su capacidad de
alargar la vida util y producir zumos de alta calidad mediante la alteracion de la
microestructura del alimento, disminuyendo el tamafio de particula para que la pulpa del
zumo de fruta permanezca en suspension y rompiendo las paredes celulares para
ayudar a liberar compuestos fendlicos al medio (Quan et al., 2020). Al mantener la pulpa
en suspension, el zumo resultante conserva una mayor parte de la fibra y de los
componentes bioactivos de la fruta fresca, resultando en un producto mas saludable.

Por otra parte, diferentes investigaciones han permitido evaluar las potencialidades de
algunas frutas tropicales, muchas de ellas con una elevada produccién en América
Latina. En torno a estas frutas y a nivel regional, se han desarrollado diferentes
procesos techoldgicos y una gran variedad de productos Utiles para la industria
alimentaria. No obstante, hoy en dia es poca la informacion sobre muchas especies
tropicales que podrian incluirse como nuevas alternativas para el desarrollo de alimentos
saludables con propiedades funcionales. Sin embargo, su consumo en el mercado
internacional ha aumentado a raiz de conocer sus valores terapéuticos y nutricionales,
ademas del sabor y aromas caracteristicos que presentan (Forero et al., 2015). Son
diversos los paises productores de frutas tropicales, entre ellos se encuentra Colombia.
Actualmente, este pais es considerado como uno de los principales productores de
frutas tropicales el mundo (Baquero et al., 2016).

Una de las frutas tropicales mas producidas en Colombia es el lulo (Solanum quitoense
Lam). También denominada “naranjilla’, es una variedad de tomate altamente
consumida en el pais debido a su valor nutritivo y a la calidad de los zumos elaborados
a partir del fruto (Pulido et al., 2008). Es una fruta climatérica que se puede encontrar
en el sur de Colombia y Ecuador, en areas humedas de los bosques de los Andes
(Forero et al., 2015). El lulo presenta un sabor acido y un aroma agradable, su piel
(exocarpio) adquiere una coloracién anaranjada cuando alcanza el punto 6ptimo de
maduracion y normalmente se encuentra cubierta de pequefias vellosidades que se
desprenden facilmente. La estructura interna del lulo (mesocarpio y endocarpio) es muy
similar a la estructura que presenta el tomate: forma 4 compartimentos separados por
tabiqgues membranosos y su pulpa es de color amarillo-verde palido (Figura 1), muy
jugosa y acida (Gancel et al., 2008; Ramirez et al., 2018). Contiene muchas semillas en
su interior y, debido a esto, raramente se consume en fresco, con lo que, como
alternativa de consumo, se elaboran bebidas y jaleas (Forero et al., 2015).



Figura 1. Fruto del lulo (Solanum quitoense Lam)

El lulo, ademés de ser una fruta rica en fibra, vitaminas (B1, B2, B3, Ay C), minerales
(P, Ca, Fe) y en acidos organicos (especialmente acido citrico) (Gancel et al., 2008;
Forero et al., 2015), presenta en su pulpa dos compuestos amargos; la espermidina
N1,N4,N8-tris(dihidrocafeilo) y la espermidina N1,N8-bis(dihidrocafeilo), que actian
como aminas bioactivas, dotando a la pulpa del lulo propiedades funcionales para tratar
la hipertensién, por lo que se puede proponer esta fruta como alimento funcional (Forero
et al., 2016).



2. Objetivos

En base a todo lo expuesto anteriormente, resulta interesante desarrollar un zumo de

lulo con alto contenido en pulpa y microorganismos probidticos que tenga efecto

potencial contra la hipertension y la obesidad. El presente trabajo forma parte de la
investigacion que se esta desarrollando en ese sentido, y se ha planteado con los
siguientes objetivos:

% Determinar el efecto de las altas presiones de homogenizacion (100 y 150 MPa)
sobre las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de un zumo de lulo con pH
rectificado a 5,5y 6 que pueda ser utilizado como materia prima en el desarrollo de
un zumo con probidticos.

« Estudiar la viabilidad y los niveles de crecimiento de Lactobacillus reuteri en los
zumos sin homogenizar y homogeneizados a 100 y 150 MPa y en las dos
condiciones de pH consideradas.

Determinar las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de los zumos con

Lactobacillus reuteri, y la resistencia del microorganismo a las diferentes etapas del

proceso de digestién gastrointestinal in vitro.
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3. Materiales y métodos

3.1 Materias primas y obtencion del zumo de lulo

El zumo se obtuvo a partir de lulo fresco (Solanum quitoense) en el punto 6ptimo de
maduracién adquirido del “Mercat Central de Valencia”. Los frutos enteros se lavaron
con agua corriente, se licuaron en una licuadora (Phillips Advance Collection Standmixer
800W, 2L) y se filtraron con un tamiz de acero inoxidable de 500 um. Después del
tamizado, los zumos se sometieron a un tratamiento de altas presiones de
homogeneizacién (HPH) a 100 y 150 MPa, empleando un homogeneizador de alta
presion a escala de laboratorio (Gea Niro Soavi-Panda Plus 2000, Parma, Italia). A
continuacién, tanto el zumo no homogeneizado como los homogeneizados a 100 y 150
MPa se pasteurizaron durante 3 minutos a 72 °C. Una vez finalizado el tratamiento
térmico, los zumos se conservaron en refrigeracion a 4 °C hasta su posterior inoculacién
o0 analisis.

Como cepa probidtica se utilizé Lactobacillus reuteri CECT 925 de la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (Parc Cientific de la Universitat de Valencia). La cepa
liofilizada se incub6 en medio MRS estéril (Scharlau Chemie®, Barcelona, Espafia)
durante 24 h a 37 °C y se mantuvo en refrigeracion.

3.2 Preparacién del zumo probiético

Con el fin de asegurar un crecimiento adecuado de Lactobacillus reuteri CECT 925 en
zumo de lulo y de acuerdo con estudios previos, se rectificéd el pH del zumo hasta pH
5,5y 6 utilizando bicarbonato sédico. Ademas, se afiadid extracto de levadura (Scharlau
Chemie®, Barcelona, Espafia) en una cantidad de 5 g/L. La cepa fue transferida del
caldo MRS a los zumos (zumo no homogeneizado, homogeneizado a 100 MPa y
homogeneizado a 150 MPa) en una cantidad de 4 mL/L. Posteriormente, los zumos se
incubaron en estufa a 37 °C durante 24 h.

3.3 Determinaciones analiticas de los zumos

Los zumos de lulo homogeneizados y ho homogeneizados se analizaron antes de ser
inoculados y después de la fermentacion. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

3.3.1 Determinacion del pH

Los valores de pH se obtuvieron utilizando un pH-metro digital (Mettler Toledo Inlab,
Schwerzenbach, Suiza), calibrando el equipo previamente a los analisis mediante
disoluciones tampoén a pHs 7 y 4. Los resultados se obtuvieron mediante una lectura
directa.

3.3.2 Determinacion de los sélidos solubles

Los sélidos solubles de los zumos se determinaron con un refractémetro (Abbe Atago
BT, Nar T3, Tokio, Jap6n), previamente calibrado con agua destilada y con el termostato
a 20 °C, mediante la lectura directa de sus indices de refraccidon en °Brix.



3.3.3 Determinacion de la densidad

Se determiné la densidad de los zumos con el método del picnémetro, utilizando un
picnébmetro de liquidos a temperatura ambiente y empleando agua destilada como
liquido de referencia.

3.3.4 Determinacion de las propiedades Opticas

Las propiedades épticas se determinaron con un espectrocolorimetro (MINOLTA, CM-
3600D, Osaka, Japon), empleando como referencia el iluminante D65, el observador
10° y, finalmente, excluyendo el brillo natural que pueda emitir la cubeta. El equipo,
antes de los analisis, se calibré sobre un fondo de color negro y otro de color blanco.
Las muestras se introdujeron en cubetas de plastico con una capacidad de 25 mL y de
2 cm de espesor. Se trabajé en el espacio de color CIE L*a*b* con el fin de obtener las
coordenadas correspondientes al color, donde L* es la luminosidad, a* es la
cromaticidad en el eje del rojo (+) al verde (-) y b* es la cromaticidad en el eje del amarillo
(+) al azul (-). A partir de estas 3 coordenadas, se puede hallar el valor de la tonalidad
(h*ap) (ecuacion 1) y el Croma (C*ap) (ecuacion 2). Por dltimo, se calculé la diferencia de
color (AE*) (ecuacion 3) entre las muestras fermentadas y no fermentadas.

h*ab = arctgz—: (D

C*ab =+a** +b*’ (2)

AE* = [(AL")? + (4a*)? + (4b*)? (3)

3.3.5 Determinacion del tamarfio de particula

La determinacién del tamafio de particula se llevé a cabo con el equipo Malvern
Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Limited, Worcestershire, UK). Dicho equipo esta
provisto de una fuente de luz azul con una longitud de onda de unos 470 nm y de rango
de medida entre 0,02 y 200 um.

Las muestras se diluyen con agua desionizada bajo agitacion hasta alcanzar una
obscuracién del 8% aproximadamente. Los indices de refraccion del zumo (nube) y del
dispersante (agua) fueron, respectivamente, 1,5 y 1,33. Cada diluciéon se analiz6 10
veces y se tomé la absorbancia de las particulas de la nube como 0,01.

Para la caracterizacion de la distribucion del tamafio de particula de todos los zumos
nos basamos en los siguientes pardmetros: los diametros medios basados en el
volumen (D[4,3], ecuacion 4) y el area (D[3,2], ecuacion 5) y en los percentiles dio, dso ¥
deo. Estos percentiles representan los diametros por debajo de los cuales el 10%, el 50%
y el 90% de las particulas se encuentran dentro de la distribucion.

Znid*i

Dla3) = 2 @
rnid3i

piaz) = 2 ®



Donde:
ni: nimero de particulas y di: diAmetro de dichas particulas

3.3.6 Determinacion de la pulpa suspendida vy la turbidez

Se siguié la metodologia descrita por Betoret (2011), segun la cual la pulpa suspendida
de un zumo equivale al volumen del precipitado que se obtiene después de centrifugar
10 mL de muestra a 366 g (para la pulpa inestable) o 3000 g (para la pulpa estable) a
25 °C durante 10 minutos. Para ello, utilizamos una centrifuga (Selecta “Medifriger BL-
S”). Por otro lado, la turbidez de las muestras corresponde a la transmitancia del
sobrenadante obtenido después de la centrifugacion, medida a 650 nm en un
espectrofotébmetro (Thermo Scientific Helios Zeta U/Vis, Loughborough, UK).

3.3.7 Determinacion de las propiedades antioxidantes

Para la determinacion de las propiedades antioxidantes del zumo de lulo, en primer
lugar, se realiz6 una extraccion previa de los antioxidantes. Esta extraccion es comun
para todas las determinaciones antioxidantes especificas.

Para llevar a cabo la extraccion de los antioxidantes, se afladieron 2 g de zumo a 20 mL
de una disolucién de metanol-agua 80:20 (v/v) y se dej6 en agitacion durante 1 hora en
oscuridad. Luego, la mezcla resultante se centrifugé (Selecta “Medrifriger BL-S”) durante
5 minutos a una temperatura de 20 °C y a 10000 rpm y se recuper6 el sobrenadante
resultante. Todas las determinaciones se llevaron a cabo empleando dicho
sobrenadante como extracto.

3.3.7.1 Fenoles totales

La determinacién de los fenoles totales se llevé a cabo mediante el método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999; Wolfe et al., 2003). Este
método se basa en la medida de la intensidad del color azul que adquiere el reactivo
de Folin-Ciocalteu tras reducirse al entrar en contacto con los compuestos fendélicos
de las muestras, a una longitud de onda de 760 nm.

Para ello, se introdujeron en una cubeta, con una capacidad de 3 mL, 0,125 mL de
extracto, 0,125 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) y 0,5 mL de agua bidestilada. La mezcla resultante se dejé reaccionar en
oscuridad durante 6 minutos. Una vez transcurrido este breve periodo de tiempo,
se afadieron 1,25 mL de una disolucion de carbonato de sodio concentrado al 7%
(v/v) y 1 mL de agua bidestilada. La mezcla resultante se dejo reaccionando en
oscuridad y, 90 minutos después, se midié su absorbancia a 760 nm. El equipo
empleado para la medida fue un espectrofotémetro (Thermo Scientific Helios Zeta
U/Vis, Loughborough, UK).

Como referencia se emple6é un blanco, en el que se sustituyd el extracto por la
misma cantidad de agua bidestilada.

Los resultados obtenidos se compararon con una recta patrén de acido galico
(pureza = 98%, Sigma Aldrich) obtenida empleando concentraciones de entre 0 y
500 ppm. Estos resultados, finalmente, se expresaron como miligramos
equivalentes de &cido galico por gramo de muestra (mg EAG/Q).



3.3.7.2 Flavonoides totales

Para hallar el contenido en flavonoides totales en los zumos se aplicé el método
colorimétrico del cloruro de aluminio (AICIs) descrito por Lamaison & Carnet (1990)
pero adaptado por Luximon-Ramma et al. (2005). La finalidad de este método es
medir la intensidad del color amarillo que se forma cuando el cloruro de aluminio
reacciona con los compuestos fendlicos presentes en las muestras, a una
absorbancia de 368 nm.

En una cubeta de 3 mL de capacidad, se adicionaron 1,5 mL tanto de extracto como
de una disolucién de cloruro de aluminio en metanol concentrado al 2% (m/v). La
mezcla resultante se dejé reaccionar en oscuridad durante 10 minutos. Pasado este
tiempo, se midi6 la absorbancia resultante a una longitud de onda de 368 nm
empleando un espectrofotbmetro (Thermo Scientific Helios Zeta U/Vis,
Loughborough, UK).

Como referencia se utilizé un blanco, en el que se sustituy6 el extracto por la misma
cantidad de agua bidestilada.

Una vez obtenidos los resultados, estos se compararon con una recta patrén de
quercetina (pureza = 95%, Sigma Aldrich) obtenida empleando concentraciones
entre 0 y 400 ppm. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de
quercetina por gramo de muestra (mg EQ/Q).

3.3.7.3 DPPH

La determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH se llevé a cabo siguiendo
la metodologia descrita por Kuskoski et al. (2005) y Stratil et al. (2006), con algunas
modificaciones. Este método se basa en la reduccién del radical DPPH* (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) debido a los antioxidantes que se encuentran presentes
en la muestra. Dicha reduccion provoca que este radical, originalmente de color
morado, cambie a amarillo claro (Brand-Williams et al., 1995).

Previamente a los analisis, se prepar6é en oscuridad una disolucion de DPPH
(pureza = 99,9%, Sigma Aldrich) en metanol hasta alcanzar unos valores de
absorbancia de 0,70 a una longitud de onda de 517 nm. Luego, en una cubeta con
una capacidad de 3 mL, se mezclaron 0,1 mL de extracto, 0,9 mL de metanol y 2
mL de la disolucion DPPH/metanol. La medida de la absorbancia de las muestras
se llevo a cabo en 3 tres ocasiones distintas: a los 0, 30 y 60 minutos de reaccion,
a una longitud de onda de 517 nm, utilizando un espectrofotémetro (Thermo
Scientific Helios Zeta U/Vis, Loughborough, UK).

Como referencia se utilizé un blanco, en el que se sustituy6 el extracto por la misma
cantidad de agua bidestilada.

Todos los resultados obtenidos se compararon con una recta patrén de trélox
(pureza =2 97%, Sigma Aldrich) obtenida utilizando concentraciones de 0 a 400 ppm.
Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de trélox por gramo de
muestra (mg ET/g).



3.3.7.4 ABTS

Para determinar la capacidad antioxidante mediante ABTS se sigui6 la metodologia
propuesta por Re et al. (1999). El cation ABTS* (acido 2,2’-azinobis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfarico), al secuestrar los antioxidantes presentes en la
muestra, se decolora: cambia de un color turquesa a un tono incoloro.

Antes de llevar a cabo la prueba, fue necesario generar el cation ABTS*. Se prepar6
una disoluciéon de este acido (7 mM, pureza = 99%) con persulfato potasico (2,45
mM, pureza = 99'99%) en agua bidestilada. La disolucion resultante se dejoé en
oscuridad, a temperatura ambiente, durante 16 horas. Una vez este cation se libero,
se diluyd en tampodn fosfato preparado a partir de fosfato sédico monobéasico 0,2 M
y fosfato sddico dibasico (pureza = 99,99%, Sigma Aldrich) hasta que alcanz6 una
absorbancia de 0,70 leida a una longitud de onda de 734 nm. Alcanzada la
absorbancia deseada, inmediatamente, se mezclaron en una cubeta con capacidad
para 3 mL, 0,1 mL de extracto y 2,9 mL de la mezcla ABTS* diluida y se midi6 la
absorbancia a los 0, 3 y 7 minutos de reaccién a una longitud de onda de 734 nm,
utilizando un espectrofotbmetro (Thermo Scientific Helios Zeta U/Vis,
Loughborough, UK).

Como referencia se utilizé un blanco, en el que se sustituyo el extracto por la misma
cantidad de agua bidestilada.

Los resultados obtenidos se compararon con una recta patron de trélox (pureza =
97%, Sigma Aldrich), obtenida utilizando concentraciones de 0 a 400 ppm. Los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de trélox por gramo de
muestra (mg ET/g).

3.4 Digestién gastrointestinal in vitro

Con el objetivo de estudiar la viabilidad de Lactobacillus reuteri CECT 925 a lo largo de
la digestion, los zumos de lulo probiéticos se sometieron a una digestion gastrointestinal
in vitro, siguiendo el protocolo estandarizado propuesto por Minekus et al. (2014).

A continuacion, en la Figura 2, se muestra el diagrama de flujo seguido en este ensayo:
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Figura 2. Diagrama de flujo del ensayo de digestion in vitro realizado para este estudio

Donde SSF: Simulated Salivary Fluid; SGF: Simulated Gastric Fluid; SIF: Simulated
Intestinal Fluid.

En la Tabla 1 se muestran las sales empleadas y los volimenes necesarios de estas
para preparar todas las disoluciones madre de los fluidos simulados.

Tabla 1. Concentracion de las sales utilizadas en las disoluciones madre de los fluidos simulados
para las diferentes fases. Ademas, esta tabla también incluye la cantidad necesaria en mL que
se deben incorporar para obtener 500mL de los fluidos simulados (Minekus et al.,2014).

SAL g/L SSF (pH=7) SGF (pH=3) SIF (pH=7)

KCI 37,3 15,1 13,8 13,6
KH2PO4 68 3,7 1,8 1,6
NaHCO3 84 6,8 25 85
NacCl 117 - 23,6 19,2
MgCl2 (H20)6 30,5 0,5 0,8 2,2
(NH4)2CO3 48 0,06 1 -
CaCl2(H20)2 44 0,025 0,005 0,04

Las enzimas utilizadas en la digestion in vitro fueron pepsina porcina en la fase géstrica
y pancreatina porcina en la fase intestinal. La cantidad empleada de estas enzimas para
las diferentes etapas fue calculada en funcion de la actividad enzimatica que
presentaban ambas. La fase intestinal, ademas, cuenta con bilis porcina.
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Para el ajuste del pH en las diferentes fases y para la verificacion y correccion entre
etapas, se emple6 NaOH (1 M) y HCI (6 M).

Tal y como se indica en la Figura 2, para estudiar con detalle la viabilidad de
Lactobacillus reuteri, se tomaron un total de 4 alicuotas a lo largo de la digestiéon
simulada: la primera, al inicio de la fase gastrica; la segunda, al final de la fase gastrica;
la tercera, al inicio de la fase intestinal y, por dltimo, la cuarta alicuota, al final de la fase
intestinal.

3.5 Recuento de viables

Para el recuento de Lactobacillus reuteri en cada uno de los zumos de lulo después de
fermentar y durante las digestiones in vitro, se utilizé el método de la dilucién seriada en
agua peptonada (Scharlau Chemie®, Barcelona, Espafia) y posteriormente una siembra
en placas de Petri con agar MRS (Scharlau Chemie®, Barcelona, Espafia). Las placas
se incubaron en una estufa durante 24 horas a 37 °C en condiciones de aerobiosis.
Transcurrido ese tiempo, se contd el nUmero de colonias y se estimo, aproximadamente,
las unidades formadoras de colonia (UFC) por mL de muestra.

3.6 Analisis estadistico

Para analizar estadisticamente los resultados obtenidos se utilizd el software
Statgraphics Centurion XVIII. Se realizaron estudios de las varianzas (ANOVA) simples
y multifactoriales para apreciar diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras, empleando un nivel de confianza del 95%.
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4. Resultados y discusiones

4.1 Efecto del pHy de las presiones de homogeneizacion sobre las propiedades
fisicoquimicas y antioxidantes del zumo de lulo

4.1.1 pH, °Brix, densidad vy pulpa suspendida vy turbidez

En la Tabla 2 se muestran los valores de Brix, densidad, pulpa suspendida y turbidez
tanto a 366 g como a 3000 g de los zumos de lulo a diferentes pH, no homogenizados
y homogenizados a las diferentes presiones.

Tabla 2. pH, Brix, densidad, pulpa suspendida y turbidez del zumo de lulo sin homogeneizar y
homogeneizado a 100 y 150 MPa, apH 5,5y 6.

Sin HPH 100 MPa 150 MPa
pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH 6
5,53 6,04 5,52 6,12 5,51 6,21
pH (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01) (0,01)
. 8,33 8,97 8,43 8,67 8,07 8,17
Brix (0,12)>*  (0,06)° (0,12)° (0,15  (0,06)2  (0,06)%
, 1,048 1,055 1,071 1,062 1,061 1,05
p (g/lcm’) (0,011)2 (0,007)®> (0,015)* (0,011)* (0,017)® (0,03)2
2,79 3,3 2,8 2,28 2,34 2,24
% Pulpa 3669 017  (03° (03 (014 (0,082  (0,03)
Transmitancia 14 14 14 12,66 12 23
3669 (2)* (3)= (2)° (0,12)* (2)? (2)°
1,13 1,35 1,41 1,34 1,07 0,82
0 1 ki H 1 H b
% Pulpa 3000g 003  (011)F° (0.07° (0,10 (0.06)°  (0,06)°
Transmitancia 51,3 49,2 64 54,7 54,6 74
30009 (0,6)° (0,52 (2)° (0,5)° (0,6)° (2)°

Entre paréntesis se encuentra la desviacion estandar de tres medidas. Superindices diferentes (29, .))
para una misma propiedad indican diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del
95% (p-valor < 0,05).

El zumo de lulo presenta un pH de 3, asi que fue necesario aumentarlo con bicarbonato
sbdico para que el microorganismo pudiera crecer. La adicidbn de este componente
provocO una mayor cantidad de solidos solubles totales en las muestras. Ademas, se
puede apreciar que aquellos zumos cuyo pH se ajust6é a 6, presentaron una cantidad
ligeramente mayor en soélidos solubles totales respecto a aquellos zumos que se
ajustaron a pH 5,5 debido a que se empleé mayor cantidad de bicarbonato sédico.

El contenido en sélidos solubles totales, ademas, varié en funciéon del tratamiento de
homogeneizacién que las muestras habian recibido previamente. Los zumos tratados a
150 MPa presentaron un menor contenido en solidos solubles que los zumos
homogeneizados a 100 MPa, y estos presentaron menos solidos solubles que los zumos
no homogeneizados.

Cabe destacar que el contenido en azucares en los zumos de lulo puede variar en
funcion del fruto del que se parte. Ademas, durante el tamizado, se elimina una parte
considerable del fruto, y con ella, muchos sélidos solubles se pierden (Martinez, 2017,
Hinestroza-Coérdoba et al., 2021).
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Respecto a la densidad de los zumos, la rectificacion del pH no afecté de manera
significativa a los resultados obtenidos, aunque si que se observa un ligero aumento
tras aplicar tratamientos de homogeneizacion. Aun asi, la variabilidad de los valores de
densidad entre todas las muestras es tan baja que no se ha apreciado ninguna
significacion estadistica.

En relacion con el contenido en pulpa y la transmitancia a las dos velocidades de
centrifugacion, puede observarse un mayor porcentaje de pulpa a 366 g y una mayor
transmitancia a 3000 g. La menor velocidad de centrifugacion permite sedimentar las
particulas de mayor tamafio y menor estabilidad dejando en suspension las particulas
de menor tamafio. Estas sedimentan a 3000 g aumentando considerablemente la
transmitancia del sobrenadante.

Tanto el pH como la presién de homogenizacién tienen un efecto significativo sobre la
pulpa suspendida y la turbidez a las dos velocidades de centrifugacién. Sin embargo, la
forma en la que las HPH afectan ambas variables depende del pH del zumo. A pH 5,5
la velocidad de centrifugacion de 366 g no permite detectar los cambios que la aplicacion
de 100 MPa provoca en la pulpa suspendida y la turbidez. Sin embargo, al aumentar la
velocidad de centrifugacion si que se detecta un aumento en el porcentaje de pulpa
sedimentada y en la transmitancia del sobrenadante. La aplicacion de una HPH de 150
MPa si que induce cambios que ya son detectados a las dos velocidades de
centrifugacion. Estos cambios implican tanto una disminucién del porcentaje de pulpa
como de la transmitancia. Parece ser que los cambios inducidos por la presion de 100
MPa se producen sobre la pulpa mas estable y por ello requieren de una mayor
velocidad de centrifugacion para ser detectados. El hecho de que estos cambios
provoquen un aumento en el porcentaje de pulpa recuperado a 3000 g nos hace pensar
gue estan relacionados con una disminucién en la estabilidad de la nube del zumo. Sin
embargo, cuando se aplica la presion de 150 MPa el porcentaje de pulpa disminuye y
la transmitancia del sobrenadante también, reflejando un aumento en la estabilidad de
la nube del zumo.

A pH 6 el efecto del tratamiento de HPH es mas acusado siguiendo la misma tendencia
gue a pH 5,5 cuando la presion es de 100 MPa pero disminuyendo el porcentaje de
pulpa y aumentando la transmitancia cuando la presion es de 150 MPa, si bien, también
en ese caso, los cambios pueden asociarse con una aumento en la estabilidad de la
nube del zumo. Las particulas que permanecen en suspension pueden ser lo
suficientemente pequefias como para permitir un mayor paso de luz, confirmando asi el
aumento de la transmitancia.

Una de las principales aplicaciones de las altas presiones de homogeneizacion en
zumos de frutas es conseguir la estabilizacion de la pulpa y que esta permanezca en
suspension en vez de sedimentar (Quan et al.,, 2020). En un estudio realizado por
Betoret et al. (2009) analizando la transmitancia en zumos de mandarina, se observé
que, a medida que aumenta la presion del tratamiento de homogeneizacion, aumenta
también la turbidez de los zumos. Welti-Chanes et al. (2009) observaron el mismo el
mismo efecto en zumo de naranja. En otros casos, y como consecuencia de cambios
quimicos y de la mayor superficie de contacto entre las particulas de menor tamafio que
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se generan con la aplicacion de las altas presiones de homogenizacion, cabe la
posibilidad de que estas se agreguen y precipiten con mayor facilidad, disminuyendo la
estabilidad de la nube del zumo (Kubo et al., 2013; Augusto et al.,, 2012b). La
disminucion del porcentaje de pulpa que se observa a la presion de 150 MPa en el zumo
de lulo permite descartar este fenémeno.

4.1.2 Tamano de particula

En la Tabla 3 se muestran los resultados del tamafio de particula de los zumos en
funcion del pH y del tratamiento de homogeneizacion que se les ha aplicado.

Tabla 3. Tamafio de particula (um) del zumo de lulo sin homogeneizar y homogeneizado a 100
y 150 MPa, apH 5,5y 6.

Sin HPH HPH: 100 MPa HPH: 150 MPa

pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH 6

D[4,3] 234 220 83 80,1 69,68 56,80
’ (10)° (8) (2)° (0,9)° (1,15°  (1,12)
D[3.2] 76,5 76,3 31,4 29,58 27,6 20,8
! (1,3)° (1,2)° (1,1)d (0,12)¢ (0,5)b (0,2)2

d 62,71 64,1 14,4 13,83 12,0 8,86
10 (0,95)¢ (0,9)d (0,8)° (0,15)¢ (0,3)b (0,14)2

d 176 169 69 65,1 59,0 41,4
0 3) (2)¢ (2)° (0,8)° (1,1)° (0,5

d 465 420 172 170 144 128

* (27)° (28)° (3)° (2)° (2) 3)

Entre paréntesis se encuentra la desviacion estandar de cinco medidas. Superindices diferentes (2P¢d,...)
para una misma propiedad indican diferencias estadisticamente significativas empleando un nivel de
confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Tal y como se observa en la tabla, los valores del didmetro medio de las particulas en
funcion del volumen (D[4,3]) y en funcién del area (D[3,2]) van disminuyendo a medida
gue aumenta la presion de homogeneizacion aplicada: las muestras no
homogeneizadas presentan un mayor tamafio de particula que las muestras
homogeneizadas a 100 MPa y estas presentan un tamafio de particula superior al de
los zumos en los que se aplicd una presion de homogeneizacién de 150 MPa.

Los percentiles dio, dso y doo presentan un comportamiento similar a los didmetros D[4,3]
y D[3,2]. A mayor presion de homogeneizacion, mayor descenso de los didmetros
caracteristicos.

El pH al cual se ajustaron los zumos para el estudio también resulté ser un factor
significativo a la hora de la determinacion del tamafio de particula de las muestras
fundamentalmente en las muestras homogenizadas a 150 MPa. Los zumos ajustados a
pH 5,5 presentaron un mayor tamafio de particula que las muestras ajustadas a pH 6.
Podria ocurrir que a pH 6 la aplicacion del tratamiento de homogenizacion favoreciera
reacciones de hidrdlisis en los compuestos glucosidicos de naturaleza 4cida presentes
en el zumo. Estos resultados son similares a los obtenidos por Martinez (2017) y por
Hinestroza-Cérdoba et al. (2021).

15



Los efectos comentados y sobre todo el efecto del pH a la presion de 150 MPa se
pueden observar mejor en las curvas de distribucién (Figura 3).

Sin homogenizar-pH 5,5

6 100 MPa-pH 5,5
5
£ 5 —— 150 MPa-pH 5,5
>
° 4
z Sin homogenizar-pH 6
o 3

2 100 MPa-pH 6

1

————— 150 MPa-pH 6

0,01 01 1

tamano de particula (um)

Figura 3. Efecto del pH y de las presiones de homogeneizacion sobre las curvas de distribucion
del tamafio de particula en zumo de lulo.

Cabe destacar que las curvas de distribucidén son monomodales con un Unico pico y una
distribucion similar y estrecha (bajo SPAN). No obstante, en el zumo sin homogenizar
se observa un pequefio pico entre 10 y 50 um que desaparece al aplicar el tratamiento
de homogenizacién. Resultados similares se mostraron en los trabajos publicados por
Martinez (2017) e Hinestroza-Cdérdoba et al. (2021) al obtener las curvas de distribucion
del tamafo de particula del zumo de lulo fresco.

Cuando se increment6 la presion de homogeneizacion de 100 MPa a 150 MPa, se
observé una clara diferencia entre la curva de distribucién del zumo ajustado a pH 5,5y
la curva del zumo con pH 6. La primera present6 un pico perfectamente delimitado, pero,
en cambio, la segunda curva mostr6 una clara irregularidad a partir de los 10 um
aproximadamente, resultando asi en una curva de mayor amplitud (mayor SPAN). La
formacion de agregados entre las particulas de menor tamafio y la permanencia de
estos agregados en suspensién permitiria explicar este cambio de distribucion,
resultando coherente con los resultados de pulpa suspendida y turbidez presentados en
el apartado anterior.

4.1.3 Propiedades 6pticas: color

En la Tabla 4 se muestran los resultados de las coordenadas CIE-L*a*b* y las
coordenadas psicrométricas h*s;, y C*ap de los zumos de lulo en funcién del tratamiento
de homogeneizacion y el pH.
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Tabla 4. Propiedades 6pticas del zumo de lulo sin homogeneizar y homogeneizado a 100 y 150
MPa, apH de 5,5y 6.

Sin HPH HPH: 100 MPa HPH: 150 MPa

Zumo de lulo
fresco
(Hinestroza-

pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH 6 Cérdoba et al.,

2021)

. 591 5,37 5,23 6,15 5,70 3,89 40,4
(0,06)° (0,02° (0,02 (0,03) (0,100  (0,02) (0,4)

.~ 258 2312 247 24,8 25,8 19,46 9,5
(0,3 (0,24° (0,3)° (0,3  (0,8)° (0,05)* 0,2
265 2373 253 25,3 26,4 19,85 34,9
(0,3 (0,13 (0,3)° (0,3  (0,8)° (0,06)* (1,4)

. 4427 4425 4437 4415 4432 4444 36,2
®°(0,02° (0,01)° (0,02 (0,01 (0,02°  (0,01) (1,3)
oo« 369 3313 354 35,6 36,9 27,80 74,7
® 059 (0,19° (0,4°  (04)° (1,2  (0,07)? 0,2)

Entre paréntesis se encuentra la desviacion estandar de tres medidas. Superindices diferentes (249, .))
para una misma propiedad indican diferencias estadisticamente significativas empleando un nivel de
confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Para poder comparar los valores de las coordenadas de color obtenidas en este estudio,
se han incorporado a la tabla los valores correspondientes al zumo de lulo fresco
publicados por Hinestroza-Cordoba et al. (2021). Puede observarse que la luminosidad
de los zumos desciende drasticamente cuando se aflade bicarbonato sodico para
rectificar el pH. Ademas, la coordenada de color a* experimenta un ascenso notorio
aumentando la intensidad de color hacia el rojo. En cambio, la coordenada de color b*
experimenta una leve bajada reflejando una pérdida de la intensidad del color amarillo.
En relacion con el valor de h*y, puede observarse que es inferior al del zumo de lulo
antes de ajustar el pH, lo que significa que el &ngulo formado se acerca al origen, hacia
tonalidades mas rojas que amarillas.

Finalmente, la coordenada psicrométrica que hace referencia a la cromaticidad (C*a) y
gue mide la pureza y saturacién del color, puede observarse que no experimentd
cambios importantes con la rectificacion del pH.

El principal efecto sobre el color se observa en el zumo con pH 6 tratado a 150 MPa.
Esta muestra ha resultado ser mas oscura, con menos intensidad de color y menos
saturada respecto a las demas muestras, aunque la tonalidad se haya mantenido. Un
andlisis de la varianza multifactorial muestra un efecto significativo del pH sobre las
coordenadas a* y b* pero no de la presion de homogeneizaciéon. Los zumos ajustados
a pH de 5,5 presentan valores ligeramente més elevados respecto a los zumos cuyo pH
es de 6. En cambio, las coordenadas L* y C*s solo se han visto afectadas de manera
significativa por la presion de homogeneizacion que se ha aplicado y no por el pH de las
muestras.

17



4.1.4 Propiedades antioxidantes

A continuacion, en la Figura 4 se encuentran los resultados de las cuatro
determinaciones especificas relacionadas con las propiedades antioxidantes.
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Figura 4. Contenido en fenoles totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante medida por
DPPH y ABTS en zumos de lulo sin homogeneizar y homogeneizados a 100 y 150 MPa, a pH

de 5,5 (barras solidas) y 6 (barras rayadas).
Superindices diferentes (*P¢d,..) para una misma propiedad indican diferencias estadisticamente
significativas empleando un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

El contenido en fenoles totales aumenta a medida que lo hace la presion de
homogeneizacion. Esto se debe a que, cuando aplicamos altas presiones de
homogeneizacién se ejerce un efecto mecanico sobre las particulas suspendidas que
resulta, en muchos casos, en la rotura de estructura celulares y la consiguiente
liberacion de compuestos quimicos, entre ellos compuestos fendlicos, al medio liquido
(Quan et al., 2020). Ademas, los zumos con pH 5,5 presentaron ligeramente un mayor
contenido en fenoles totales respecto a aquellos cuyo pH es 6, aunque la diferencia no
es muy importante.

Se puede llegar a la misma conclusion si se observa el contenido en flavonoides totales
de los zumos de lulo (Yu et al.,, 2021). A medida que se aumenté la presién de
homogeneizacién, también aumenté el contenido de flavonoides totales en las
muestras. Los resultados obtenidos entre ambos pH de estudio fueron muy similares.

El contenido total en fenoles y flavonoides obtenido en este estudio, en comparacion a
los resultados obtenidos por Martinez (2017), Jorda (2019) e Hinestroza-Cérdoba et al.
(2021), result6 ser hasta 1 mg EAG/mL mas elevado en el caso de los fenoles y 0,5 mg
EQ/mL para los flavonoides, aproximadamente. Estas diferencias de resultados pueden
deberse a factores como la propia materia prima y a las condiciones de conservacion
de los zumos.

18



Los resultados de capacidad antioxidante (métodos DPPH y ABTS) siguieron una
tendencia similar a la de fenoles y flavonoides. Los métodos ABTS y DPPH determinan
la capacidad antirradical de componentes con diferente naturaleza hidrofilica: el radical
ABTS reacciona con compuestos de naturaleza mas hidrofilica que el radical DPPH. Sin
embargo, la gran diversidad de componentes de diferente naturaleza con capacidad
antirradical existentes en el zumo de lulo nos proporciona valores elevados en los dos
casos. Ademas, Hinestroza-Cordoba et al. (2021) determinaron el perfil de componentes
fendlicos por cromatografia liquida acoplada con espectroscopia de masas y pusieron
de manifiesto un aumento considerable en la diversidad de componentes fendlicos al
aplicar un tratamiento de homogenizacién en zumo de lulo. Teniendo en cuenta que la
capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes, ya que los compuestos
interactlan entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios, podriamos
pensar que el aumento en la diversidad de compuestos fendlicos esta asociado, en
zumo de lulo, con un aumento en la capacidad antirradical de los zumos al aplicar el
tratamiento HPH.

Castagnini (2014) observé un comportamiento similar en la determinacion de la
capacidad antirradical en zumos de arandano homogeneizados a diferentes presiones
(932+29 ppm trélox equivalente en zumos tratados a 100 MPa, 988+12 ppm trélox
equivalente en zumos homogeneizados a 150 MPa mediante el método DPPH,;
2962+120 ppm y 3315+134 ppm trélox equivalente mediante el método ABTS para
zumos homogeneizados, respectivamente, a 100 y 150 MPa). Lo mismo le sucedi6 a
Ortiz (2015) estudiando la capacidad antioxidante de un zumo comercial de mandarina
al que se le adiciond diferentes cantidades de trehalosa (0,2 ppm trélox equivalente
mediante DPPH, 1,1 ppm tr6lox equivalente mediante ABTS, en zumos con un 30%
trehalosa).
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4.2 Crecimiento de Lactobacillus reuteri CECT 925 en los zumos de lulo a
diferentes pH y presiones de homogeneizacion. Efecto sobre las propiedades
fisicoquimicas y antioxidantes.

4.2.1 Crecimiento de Lactobacillus reuteri CECT 925

En la Figura 5 se ha representado el contenido de células vivas de Lactobacillus reuteri
después de 24 horas de la fermentacion.
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Figura 5. Viabilidad de Lactobacillus reuteri CECT 925 después de 24 horas de fermentacién en
zumos de lulo no homogeneizados y homogeneizados a 100 y 150 MPa, a pH de 5,5 (barras
sélidas) y 6 (barras rayadas).

Superindices diferentes (2¢d,..) para una misma propiedad indican diferencias estadisticamente
significativas empleando un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

El recuento de células viables en los zumos muestra valores superiores a 8 (log
UFC/mL) en todas las muestras y superiores a 9,5 en los zumos a pH 5,5. El
Lactobacillus reuteri CECT 925 presentd mayor crecimiento en los zumos
homogeneizados que en los zumos sin homogeneizar y fue mayor en los zumos en los
gue se aplicé una presion de homogeneizacion de 100 MPa que en los zumos tratados
a 150 MPa, aunque las diferencias no resultaron significativas. El efecto positivo de la
presion de homogenizacion puede explicarse si tenemos en cuenta que la disminucién
del tamafio de particula permitio la liberacién de componentes bioactivos, algunos de
ellos Utiles para la cepa probidtica considerada (Quan et al., 2020). A 150 MPa la
formacion de agregados entre las particulas de menor tamafio y con mayor superficie
puede arrastrar algunos de estos compuestos disminuyendo su disponibilidad.

4.2.2 pH, °Brix, densidad v pulpa suspendida vy turbidez

En la Tabla 5 se muestran los valores finales de pH, Brix, densidad, pulpa suspendida y
turbidez tanto a 366 g como a 3000 g de los zumos de lulo fermentados a diferentes pH
y presiones de homogeneizacion.
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Tabla 5. pH, °Brix, densidad, pulpa suspendida y turbidez del zumo de lulo sin homogeneizar y
homogeneizado a 100 y 150 MPa, a pH de 5,5y 6 e inoculado con Lactobacillus reuteri CECT
925.

Sin HPH 100 MPa 150 MPa
pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH6
. 4,81 5,19 4,86 5,23 4,96 5,24
P (0,01)*  (0,01)¢  (0,01)° (0,01)° (0,01)°  (0,01)°
oBriy 7,93 8,33 8 8,03 7.6 7.7
(0,12 (0,15)° ©) (0,060  (0,1)*  (0,1)
, 1,074 1,08 1,069 1,073 1,072 1,063
p (glem’) (0,001)° (0,042 (0,012)* (0,009% (0,016)* (0,004)
3,0 2,42 3,16 2,54 2,75 1,28
% Pulpa 3669 03P (0,13 (0,01)° (0,18 (0,01 (0,11
Transmitancia 20 14,2 21 14,2 22,6 33
3669 (5)= (0,6)* (2)° (0,2)* (0,4)2 (2)°
1,11 1,16 1,56 1,39 1,27 0,67
% Pulpa 3000g (0,07 (0,05  (0,02° (0,07 (0,07  (0,02)
Transmitancia 72,5 65 80,8 38 69,2 83,8
3000g (L1 (0,957  (0,97)¢ (2 L4 (L,1)e

Entre paréntesis se encuentra la desviacion estandar de tres medidas. Superindices diferentes (+><,...) para
una misma propiedad indican diferencias estadisticamente significativas empleando un nivel de confianza
del 95% (p-valor < 0,05).

Los valores finales de pH obtenidos tras la inoculacion de Lactobacillus reuteri confirman
la accién fermentativa del microorganismo en el zumo de lulo. Las bacterias lacticas,
para realizar la fermentacion &cido-lactica, consumen azlcares presentes en el medio y
liberan acido lactico, entre otros metabolitos. Como consecuencia, se produce un
descenso en el pH. Los azUcares consumidos en cuestién son los sélidos solubles
presentes en las muestras y reflejados en los Brix. Si comparamos estos resultados con
los obtenidos anteriormente en la Tabla 2, se puede observar un descenso en todas las
muestras de aproximadamente un grado Brix. Tanto la disminucién del pH como del
contenido en solidos solubles es mayor en los zumos a pH 5,5 en los que se obtuvo un
mayor recuento de viables. De forma analoga, el zumo tratado a 100 MPa, con mayor
recuento de viables, también sufrié un descenso de pH y Brix ligeramente superior a los
otros dos zumos.

Si comparamos los resultados de pulpa suspendida obtenidos tras la fermentacion
acido-lactica (Tabla 4) con los de los zumos sin fermentar (Tabla 2), resultaron ser
ligeramente mayores. Esto puede deberse a que, ademas de los sélidos en suspension
ya naturalmente presentes en los zumos, las células microbianas también sedimentan
en la operacion de centrifugacién. En general, los zumos con pH 5,5 presentaron una
cantidad mayor de pulpa suspendida, tanto a 366 g como a 3000 g, que los zumos a pH
6. En relacion con los valores de transmitancia, diferentes autores comprobaron que tras
la fermentacion de bebidas a base de sorgo, lulo y tomate, aumenta la turbidez y, por
tanto, disminuye la medida de transmitancia (Vicente, 2013; Jord4, 2019; Lu et al.,
2020). Sin embargo, en este estudio, la obtencién de valores de transmitancia mas
elevados tras la fermentacion puede deberse a la posibilidad de la formacion de
agregados que puedan terminar sedimentando y recogiéndose en el precipitando tras la
centrifugacion de las muestras (Kubo et al., 2013; Augusto et al., 2012b).

4.2.3 Tamano de particula

En la Tabla 6 se muestran los resultados del tamafio de particula de los zumos de lulo
fermentados en funcion del pH y del tratamiento de homogeneizacion recibido.
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Tabla 6. Tamafio de particula en um después de 24 horas de fermentacién de los zumos de lulo
sin homogeneizar y homogeneizados a 100 y 150 MPa, a pH de 5,5y 6.

Sin HPH HPH: 100 MPa HPH: 150 MPa
pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH 6

220 214 88 74,8 75,4 72

D43l (g @) @ @3 @3r 2°
D[3,2] 73,4 72,7 30,3 25,5 26,4 25,5
’ (0,9)¢ (0,8)¢ (1,1)° (0,3) (0,5)° (0,9)2

q 61,7 61,2 13,2 11,9 10,96 13,2
10 (0,6)d (0,7)d (0,7)¢ (0,2)° (0,20)2 (0,5)¢

d 177 170 73 59,7 62,0 63
%0 (2)¢ (2)¢ ) (0,8) (1,2)° (2)P

d 460 412 184 160 160 144
% (13)° (15)¢ 3)° (3)° (3)° (4

Entre paréntesis se encuentra la desviacion estandar de cinco medidas. Superindices diferentes (20¢d, )
para una misma propiedad indican diferencias estadisticamente significativas empleando un nivel de
confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Los zumos de lulo homogenizados al50 MPa e inoculados presentaron unos diametros
medios en funcién del volumen (D[4,3]) y del area (D[3,2]) ligeramente mas elevados
que los correspondientes zumos sin fermentar. El zumo homogeneizado a 100 MPa con
pH 6 junto con los zumos sin homogenizar, presentaron tamafos ligeramente menores.
Ademas, también se puede observar que aquellos zumos cuyo pH inicial era de 5,5
resultaron presentar un mayor tamafio de D[4,3] y de D[3,2] que los zumos con pH 6.

Los percentiles d., ds y d. presentaron tendencias similares a las de ambos didmetros.

Los resultados de las curvas de distribucion del tamafio de particula de los zumos de
lulo inoculados se presentan en la Figura 6.

8 Sin homogenizar-pH 5,5

100 MPa-pH 5,5

150 MPa-pH 5,5

% volumen

Sin homogenizar-pH 6

100 MPa-pH 6

----- 150 MPa-pH 6

tamano de particula (um)

Figura 6. Efecto del pH y de las presiones de homogeneizacion sobre las curvas de distribucion
del tamafio de particula en zumo de lulo tras 24 horas de fermentacion.

Las curvas de distribucion son muy similares a las obtenidas para los zumos sin inocular.

Se trata de curvas monomodales con un Unico pico alrededor de las 200 um en los
zumos sin homogenizar y un pico inferior a las 100 pm en los zumos homogeneizados.
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El pequefio monticulo que presentaban los zumos sin homogenizar entre las 10 y las 50
KM sigue observandose en los zumos inoculados. Las células de L. reuteri presentes en
los zumos inoculados y cuyo tamafio puede oscilar de las 1,6 hasta las 2,8 um de
longitud (Rajab et al., 2020) no modifican la distribucién en torno a estos valores.

Los cambios mas importantes se observan en el zumo homogeneizado a 150 MPa y pH
6. La curva de mayor amplitud obtenida en el zumo sin inocular se reduce y adquiere
una amplitud similar a la de los otros zumos. Esto puede deberse a la sedimentacion de
las particulas de tamafio medio formadas por agregacion de las particulas mas
pequenas.

4.2.4 Propiedades 6pticas: color

A continuacion, en la Tabla 7, se muestran los valores de las coordenadas de color de
todos los zumos tras 24 horas de fermentacién con L. reuteri.

Tabla 7. Propiedades Opticas después de 24 horas de fermentacion de los zumos de lulo no
homogeneizados y homogeneizados a 100 y 150 MPa, a pH de 5,5y 6.

Sin HPH HPH: 100 MPa HPH: 150 MPa

pH5,5 pH 6 pH5,5 pH 6 pH5,5 pH6

L* 7,16 7,12 6,827 7,63 6,45 5,51
(0,04)¢ (0,09)¢ (0,006)° (0,03)f (0,06)° (0,02)2

- 31,23 30,4 30,76 31,75 29,36 26,70
(0,11)¢ (0,2)° (0,03)¢ (0,09)f (0,02)° (0,17)2

b 32,08 31,2 31,51 32,65 30,065 27,26
(0,20)¢ (0,3)° (0,03)¢ (0,09)° (0,006)° (0,17)2

- 44,233 44,236 44,311 44,196 44,325 44,402
ab (0,013)° (0,008)° (0,002)¢ (0,007)2 (0,014)° (0,006)¢

Cok 44,77 43,6 44,04 45,54 42,02 38,2
2 (0,15)¢ (0,4)° (0,04)¢ (0,12)f (0,02)4 (0,2)2

Entre paréntesis se encuentra la desviacion estandar de tres medidas. Superindices diferentes (209, ..)
para una misma propiedad indican diferencias estadisticamente significativas empleando un nivel de
confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Comparando estos nuevos valores de las coordenadas de color con los obtenidas en
los zumos sin inocular, pueden observarse algunas diferencias.

En primer lugar, la luminosidad (L*) de todos los zumas inoculados experimenté un ligero
aumento. Jorda (2019) también observd en sus muestras un leve ascenso de la
luminosidad un dia después de que empezara la fermentacién. Los parametros
correspondientes a la cromaticidad en el eje del rojo al verde (a*) y la cromaticidad en
el eje del amarillo al azul (b*) también ascendieron durante la fermentacién acido-lactica.
Dicha subida supondria que los zumos fermentados experimentan una subida en la
intensidad tanto del color rojo como del color amarillo, obteniendo como producto final
uNOS Zumos Mas anaranjados.

Analizando otros trabajos de investigacion en donde se estudian los efectos de la
fermentacion acido-lactica sobre el color de diferentes zumos de fruta, se observa que
la luminosidad (L*) de un zumo de mora, tras la fermentacion, disminuyé (Kwaw et al.,
2018).

En otro estudio realizado por Wu et al. (2020) con zumo de manzana probio6tico, se
observo que la luminosidad aumentd, y los parametros a* y b* disminuyeron. Ademas,
se afirmod que el color de los productos hortofruticolas fermentados se modifica en
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funcion del contenido fendlico y los perfiles de estos fenoles. Lu et al. (2020), analizaron
zumo de tomate probiético y concluyeron que los cambios de color tras la fermentacion
podian deberse a las alteraciones en la estructura del tejido del tomate (dispersando la
luz) y al contenido de licopeno libre (absorbiendo la luz). En nuestro caso, el aumento
en la luminosidad y en los valores de a* y b* podria relacionarse con las variaciones en
la turbidez y con los cambios observados en los componentes con capacidad
antioxidante.

Respecto a las coordenadas psicrométricas, tonalidad (h..*) y cromaticidad (C..*), cabe
destacar que la primera coordenada apenas se vio modificada tras la inoculacién de los
zumos. La cromaticidad, a diferencia de la tonalidad, si cambid. Los nuevos valores
resultaron ser mayores que la cromaticidad en los zumos de lulo sin inocular. Este hecho
supone que los nuevos zumos presentan una mayor saturacion del color en
comparacion a los anteriores. Las variaciones en las coordenadas de color y las
coordenadas psicrométricas, durante la fermentacion, solo se vieron influenciadas de
manera significativa por el tratamiento de homogeneizacion al que los zumos habian
sido sometidos previamente. Los zumos probiéticos homogeneizados a 150 MPa
resultaron ser menos luminosos, menos intensos y saturados que los zumos no
homogeneizados y aquellos tratados a 100 MPa.

A partir de las coordenadas de color, se calculd, la diferencia de color entre los zumos
de lulo probidticos y no probidticos en funcion del pH ajustado y el tratamiento de
homogeneizacién recibido. Los datos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Diferencia de color entre los zumos de lulo a pH 5,5 y 6 no homogeneizados y
homogeneizados a 100 y 150 MPa antes de inocular y después de la fermentacioén.

Sin HPH HPH: 100 MPa HPH: 150 MPa
pH 5,5 pH 6 pH 5,5 pH6 pH 5,5 pH6
AE* 7,96 10,6 8,82 10,0 52 10,48
(0,51)° (0,4)° (0,4)° (0,4)° (1,2)° (0,16)2

Entre paréntesis se encuentra la desviacion estandar de tres medidas. Superindices diferentes (24d,...)
para una misma propiedad indican diferencias estadisticamente significativas empleando un nivel de
confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Puede observarse que los zumos ajustados inicialmente a pH 6 experimentaron un
mayor cambio de color después de la fermentacion acido-lactica que los zumos que se
ajustaron a pH 5,5. El pH de los zumos y la presion de homogenizacién resultaron ser
factores con un efecto significativo (p-valor < 0,05) en la diferencia del color. Entre los
zumos con pH 5,5, experimentaron una mayor diferencia de color las muestras tratadas
a 100 MPa, seguido de los zumos no homogeneizados vy, finalmente, aquellos a los que
se les aplicé una presion de homogeneizaciéon de 150 MPa.

4.2.5 Propiedades antioxidantes

En la Figura 7 se muestran los resultados de las propiedades antioxidantes de los
zumos de lulo fermentados.
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Figura 7. Contenido en fenoles totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante medida por
DPPH y ABTS en zumos de lulo tras 24h de fermentacion sin homogeneizar y homogeneizados
a 100 y 150 MPa, a pH de 5,5 (barras sélidas) y 6 (barras rayadas).

Superindices diferentes (2°¢d,..) para una misma propiedad indican diferencias estadisticamente
significativas empleando un nivel de confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Tras la fermentacion de las muestras, se observa de manera general, una mejoria de
las propiedades antioxidantes de los zumos, si se comparan estos resultados con los
del zumo no inoculado con L. reuteri.

En primer lugar, el contenido en fenoles totales mejor6 tras la accion fermentativa de las
bacterias lacticas en los zumos. Resultados similares se obtuvieron por Balli et al.
(2020), que comprobaron gue las bacterias del género Lactobacillus aumentaron en un
30% el contenido en fenoles totales presentes en cereales. Estos resultados se
atribuyeron a la liberacion de fenoles que se encontraban atrapados fisica o
guimicamente en la fibra soluble y fermentable del alimento. Este mismo
comportamiento también se observé en los resultados obtenidos por Jorda (2019)
después de fermentar los zumos de lulo durante 24 h.

La cantidad de fenoles totales en el zumo fermentado se vio afectada de forma
significativa (p-valor < 0,05) tanto por el pH inicial de los zumos como por la presién a la
que se homogeneizaron. A mayor presiéon empleada, mayor es el contenido final en
fenoles totales. Por otro lado, aquellas muestras cuyo pH antes de la fermentacion era
de 5,5 presentaron una mayor cantidad de fenoles totales respecto a aquellos zumos
cuyo pH se ajusté a 6, dado que los zumos ajustados a pH 5,5 favorecieron mas el
crecimiento microbiano y, como consecuencia, se produjeron mayores modificaciones
en el contenido en compuestos fendlicos.

Como era de esperar, los flavonoides experimentaron una tendencia similar al contenido
en fenoles totales tras 24 h de fermentacion. El pH del medio y las presiones de
homogeneizacion a las que se sometieron las muestras afectaron significativamente del
mismo modo sobre el contenido final en flavonoides totales.

La capacidad antioxidante determinada tanto por el método DPPH como por el método
ABTS, de los zumos de lulo después de inocular, experimentd una subida elevada,
observandose un mayor incremento en los resultados obtenidos por ABTS. La tendencia
y los factores significativos fueron iguales que en la determinacion de fenoles y
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flavonoides totales. El aumento de la capacidad antioxidante resulté ser positiva con la
presién de homogeneizacion aplicada: a mayor presion, mayor actividad antioxidante, y
mas acusada a pH 5,5 que a pH 6.
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4.3 Efecto de la digestion gastrointestinal sobre el contenido en células vivas en
el zumo de lulo a diferentes pH sin homogeneizar y homogeneizado a diferentes
presiones.

En la Figura 8 se muestra la viabilidad de Lactobacillus reuteri CECT 925 después de
24 horas de fermentacién y durante la digestion gastrointestinal in vitro.

10 p no

9.5 mno

Irnin

kim

o

efghi

L

B,

jud i ik .
- -  detgh fENi
hi niy [ ach
& hij =fzhi =he ——
achd
jode achdef  CHEFE
abed
abed abc
K ]: ab abc 2
6‘ m‘
7

TIEMPO 0 IFG FFG IF1 FFI

(log UFC/mL)

-

[}

Sin HPH 100 MPa Il 150 MPa

Figura 8. Contenido en células vivas de los zumos de lulo probidticos a pH 5,5 (barras sélidas)
y pH 6 (barras rayadas) sin homogeneizar y homogeneizados a 100 y 150 MPa al inicio, durante
y al final de la digestion gastrointestinal in vitro. Tiempo 0: zumos probidticos antes de someterse
a la digestion in vitro; IFG: Inicio Fase Gastrica; FFG: Final Fase Géastrica; IFl: Inicio Fase

Intestinal; FFI: Final Fase Intestinal.

Superindices diferentes @¢d ) indican diferencias estadisticamente significativas empleando un nivel de
confianza del 95% (p-valor < 0,05).

Se puede apreciar, en primer lugar, que el contenido en células viables en los zumos
inoculados (Tiempo 0), tal y como se ha dicho en el apartado anterior, sobrepasa el valor
de 8 (log UFC/mL) en todas las muestras, siendo mayor en los zumos a pH 5,5 y tras el
tratamiento de HPH a 150 MPa.

Al someter todos los zumos a una digestion gastrointestinal in vitro, al inicio de la fase
gastrica, el contenido en células vivas desciende hasta 1,5 unidades logaritmicas debido
a las condiciones desfavorables del medio: en la fase gastrica, el pH del medio baja
hasta 3. Ademas, es esencial tener en cuenta la accion de la pepsina durante esta etapa.
Sin embargo, al final de la fase gastrica, 2 h después de iniciada, el contenido en células
viables no varia demasiado en los zumos que han sido sometidos a una presion de
homogeneizacion, pero si que se observa una bajada mayor en los zumos que no fueron
homogeneizados.

27



Al entrar en la fase intestinal de la digestion se volvieron a modificar las condiciones del
medio (pH = 7) lo que provoco de nuevo un descenso en el contenido de células viables.
No obstante, incluso teniendo en cuenta la accion de la pancreatina y la bilis en esta
etapa, al final de la digestion in vitro, el contenido en células vivas superé en todos los
casos el nivel de 10" UFC/mL.

En todas las etapas de la digestion gastrointestinal in vitro, el pH y la presion de
homogeneizacién ejercieron un efecto significativo sobre (p-valor < 0,05) los recuentos
de células viables. Los zumos con pH 5,5 presentaron mayor tolerancia a las
condiciones drasticas de la digestion simulada que los zumos ajustados a pH 6, y
aguellos zumos que se sometieron a una presion de homogeneizacion de 150 MPa son
aquellos en lo que se consiguié un mayor numero de células vivas final.

Los recuentos de células viables de L. reuteri a lo largo del proceso de digestion
gastrointestinal in vitro muestran que es posible en todos los casos alcanzar niveles
superiores a 7 unidades logaritmicas por mL de zumo, se trata de niveles superiores al
minimo necesario para que un alimento pueda ejercer efecto probidtico (Koirala & Anal,
2021).

Existen estudios similares en donde se estudio la resistencia de microorganismos de la
familia Lactobacillus a las condiciones de la digestion gastrointestinal. Li et al. (2019)
analizaron la viabilidad de Lactobacillus rhamnosus, previamente cultivado con
oligosacéridos que provienen de la mora. Montanari et al. (2020) sometieron bebidas de
soja, cacahuete, guayaba y remolacha a la fermentacion con L. rhamnosus. En ambos
estudios se observo que el numero de células viables de L. rhamnosus tras el ensayo
sobrepasaban las 106 UFC/mL pero alcanzaron niveles inferiores a los alcanzados en
este estudio con el tratamiento de HPH.

Tras la obtencion de estos resultados, seria interesante realizar posteriormente estudios
sobre la vida atil del zumo de lulo durante el almacenamiento para observar la evolucién
de la viabilidad del probidtico. Si el contenido en células viables disminuyera
considerablemente, se podria plantear el encapsulamiento microbiano, dado que este
tipo de técnicas garantizan una mayor capacidad de carga celular y supervivencia
(Rathore et al., 2013).
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5. Conclusiones

Las propiedades fisicoquimicas del zumo de lulo se vieron afectadas en funcion del pH
y de las HPH aplicadas. Las muestras que se trataron a mayor presion de
homogeneizacién presentaron mayor actividad antioxidante debido a la reduccion del
tamafio de particula y el aumento de la estabilidad de la nube.

El zumo de lulo es una matriz adecuada para que Lactobacillus reuteri CECT 925 pueda
llevar a cabo la fermentacién dando lugar a un zumo con potenciales propiedades
probidticas. Las condiciones mas favorables para la obtencién de un mayor contenido
en células vivas se dieron en aquellos zumos que se sometieron a presiones de
homogeneizacion de 100 MPa 'y con el pH del medio rectificado a 5,5.

Las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de los zumos se vieron modificadas
después de 24 horas de fermentacién con Lactobacillus reuteri CECT 925. A mayor
crecimiento microbiano, mayor tamafio de particula y mejores propiedades
antioxidantes de los zumos.

Lactobacillus reuteri CECT 925 demostrd ser un microorganismo con buena capacidad
de resistencia a las condiciones desfavorables de la digestién gastrointestinal in vitro.
Su resistencia se vio condicionada fundamentalmente por el contenido de células
viables en los zumos iniciales. Aunque los niveles de viabilidad fueron mayores en los
zumos homogeneizados a 100 MPa y pH 5,5, en todas las muestras se logré una
concentracion minima de 10 UFC/mL al final del ensayo, concentracion suficiente para
gue el microorganismo pueda ejercer sus efectos beneficiosos para la salud en el tracto
intestinal del huésped.
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