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RESUMEN

La creciente demanda por llevar una vida mas saludable y consumir alimentos que
sean mas beneficiosos para la salud ha ido en aumento. La industria de alimentos dia

con dia se reinventa y una de las tendencias son las bebidas funcionales.

En el presente trabajo se desarrolld6 una bebida fermentada con Lactobacillus
rhamnosus como probidtico, inulina de agave como prebiético y polvo de pitahaya roja
como fuente de compuestos bioactivos. Se realizo la caracterizacion quimico-proximal,
de los compuestos bioactivos (fenoles y betalainas), asi como la capacidad
antioxidante de pitahaya en polvo. Por otro lado, se realiz6 la caracterizacion quimico-
proximal, la poblacion del probidtico, los compuestos bioactivos y una prueba sensorial
de las bebidas fermentadas. Por ultimo, se seleccion6 una bebida que se almacené a

5°C durante 20 d y se analizé.

Los resultados mostraron que la pitahaya roja contiene como ingredientes funcionales:
fibra dietética (5.83%), compuestos fendlicos (1044 mg EAG/100 g), betalainas (115.9
mg/100 g) y capacidad antioxidante (5611 mg Trolox/100 g). Después de la
fermentacién la poblacion de L. rhamnosus fue mayor a 7 CL en todas las bebidas
formuladas. La adicion de pitahaya en las bebidas incrementd el contenido de
compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y betalainas. La evaluacion sensorial
mostro diferencias significativas en el color de las bebidas con un nivel de agrado de
“Me gusta ligeramente”. Durante el almacenamiento los compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante incrementaron en un 35.35 % y 4.66 %, respectivamente,
mientras que las betalainas se redujeron en un 31.3%, respecto a la viabilidad de L.
rhamnosus, después de 20 d la poblacion se mantuvo por arriba de 6 CL, cumpliendo

con el nimero de células viables para ser considerado un ingrediente funcional.

Por lo tanto, el desarrollo de bebidas fermentadas a partir de frutas como fuente de

compuestos bioactivos es una alternativa para la industria de bebidas.



1. INTRODUCCION

En la actualidad la industria de alimentos ha ido evolucionando y para satisfacer las
necesidades o demandas de los consumidores desarrolla productos con calidad
nutrimental, sensorial, y también que ofrezcan beneficios a la salud, tales como los
alimentos funcionales. Un alimento funcional no sélo aporta los nutrientes basicos, sino
gue contiene uno o mas compuestos funcionales que mejoran las funciones
fisioldgicas del organismo que lo consuma (Lamos et al., 2018). El desarrollo de estos
alimentos se da por la incorporacion de prebi6ticos, probiéticos, péptidos bioactivos,
carotenoides, vitaminas, compuestos fendlicos, fitoestrogenos, acidos grasos (Lamos
et al., 2018). Las bebidas son alimentos adicionados con algunos de los ingredientes
antes mencionados, se elaboran a partir de leguminosas, cereales o frutas, estas
tltimas son ampliamente utilizadas debido a que contienen ingredientes funcionales,
tales como: polifenoles, carotenoides, flavonoides, vitaminas, entre otros (Obregoén La

Rosa y Lozano Zanelly, 2021).

La pitahaya roja es considerada una fruta exoética, es muy valorada por los posibles
beneficios que aporta a la salud, contiene vitamina C, carotenoides, compuestos
fendlicos, taninos y betalainas, que poseen capacidad antioxidante para eliminar los
radicales libres e inhibir la peroxidacion (Huda et al., 2021; Miranda, 2016; Tenore et
al., 2012).

Otro ingrediente muy utilizado en la industria alimentaria, son los probiéticos, estos son
microorganismos vivos que brindan beneficios a la salud, ademas tienen la capacidad
de preservar los alimentos, asi como modificar las caracteristicas sensoriales (Parra,
2010). Sin embargo, para mantener la viabilidad de los probitticos se utilizan
sustancias prebidticas, mismas que contribuyen en el crecimiento, viabilidad y

supervivencia de probidticos.

Es por esto, que el objetivo de este trabajo fue, desarrollar y caracterizar bebidas
fermentadas a base de pitahaya roja (Hylocereus polyrhizus), Lactobacillus rhamnosus

e inulina, asi como conocer la estabilidad de las bebidas durante el almacenamiento.



2. ANTECEDENTES
2.1. Pitahaya (Hylocereus spp.)

La pitahaya es comunmente llamada como la fruta del dragon, aungque también recibe
diferentes nombres segun el pais donde se produce (Verona-Ruiz et al., 2020); su
nombre significa “fruta escamosa” y se refiere tanto a la planta como al fruto (Zee et
al., 2004) es una fruta exdtica que posee un alto valor nutricional y caracteristicas
sensoriales que le otorgan un gran valor comercial en el mundo (Verona-Ruiz et al.,
2020).

La pitahaya es originaria del centro y Sur de América y también es cultivada en otras
regiones tropicales y subtropicales del mundo (Shah et al., 2023). En ciertos paises
como México, Venezuela, Colombia, Brasil, Costa Rica y Ecuador se puede encontrar
en su estado silvestre. También en paises como Bolivia, Panam4, Curazao, Uruguay,

Perd y Viethnam se pueden encontrar especies de pitahaya (Santarrosa, 2013).

La pitahaya pertenece a la familia Cactaceae y prevalece en dos géneros separados,
"Hylocereus" y "Selenicereus", siendo el primero con las variedades mas cultivadas
comercialmente (Bauer, 2003). En la Tabla 1 se presenta la clasificacién taxondmica

de la pitahaya.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la pitahaya (Hylocereus spp.)

Nivel organizacional

Reino Plantae
Division Magnoliophita
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllale
Familia Cactaceae
Tribu Hylocereeae
Género Hylocereus
H. extensus, H. setaceus, H. tricae, H. minutiflorus, H. megalanthus, H.

Especies _ _ _
stenopterus, H. calcaratus, H. undatus, H. escuintlensis, H. ocamponis, H.
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guatemalensis, H. purpusii H. costaricensis, H. trigonus, H. triangularis, H.

monacanthus.

Fuente: (Verona-Ruiz et al., 2020).

El género Hylocereus tiene gran variedad de especies importantes para la alimentacion
humana y animal (Mejia et al., 2013) cubriendo alrededor de 16 especies diferentes
(Bauer, 2003). La variedad que existe de pitahaya en las zonas tropicales de América
se debe a la dispersidn de las aves, el movimiento humano y el intercambio de genes

en pueblos locales desde las épocas precolombinas (Manzanero-Acevero et al., 2014).
Existen tres especies principales de pitahaya:

- Hylocereus undatus, o pitahaya blanca (Figura 1), se caracteriza por tener una piel
rosada y coriacea y una pulpa blanca llena de diminutas semillas negras (Marcel,
2021). Esta especie presenta un alto polimorfismo. Es la de mayor demanda en el
mercado y por lo tanto de importancia econdmica a nivel mundial (Manzanero-
Acevero et al., 2014).

Figura 1. Fruto de pitahaya blanca (tomada de Diaz, 2017).

- Selenicereus megalanthus, o pitahaya amarilla (Figura 2), tiene una piel amarilla y
coriacea y una pulpa blanca llena de diminutas semillas negras (Marcel, 2021). Es
una especie silvestre originaria de América Central y parte de Sudamérica. Sus
semillas son comestibles y el aceite de éstas tienen efecto laxante también ayuda a

disminuir el colesterol en la sangre (Sotomayor et al., 2019).
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Figura 2. Fruto de pitahaya amarilla (tomada de Verona-Ruiz et al., 2020).

- Hylocereus polyrhizus, o pitahaya roja (Figura 3) presenta una piel rosada y coridcea
y una pulparoja llena de diminutas semillas negras. Cultivada, principalmente en
México, Nicaragua y Vietnam (Sotomayor et al., 2019). La pulpa es jugosa con un

sabor ligeramente dulce (Wong y Siow, 2015).

Figura 3. Fruto de la pitahaya roja (tomada de Esquivel y Araya, 2012).

En general la planta de la pitahaya es perenne, epifita, trepadora en forma triangular,
carnosa y de tallos verdes articulados (Verona- Ruiz et al.,, 2020). Sus hojas se
transforman en espinas agrupandose en areolas. Sus flores son las mas grandes de
la familia, suelen ser blancas y con aroma, presentan numerosos estambres con

antesis nocturna y son de vida corta (Mejia et al., 2013).
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2.2. Pitahayaroja (Hylocereus polyrhizus)

La pitahaya roja es originaria de México y ha ido ganando gran popularidad en todo el
mundo, debido a su atractivo color rojo purpura, siendo considerada una fruta exética,
ademas de ser una fruta saludable, ya que contiene compuestos antioxidantes como
vitamina C, betacianinas y fibra (Huda et al., 2021; Miranda, 2016). Esta especie es
considerada de gran valor gracias a su capacidad de almacenar gran cantidad de agua

y su cubierta impermeable (Hernandez y Salazar, 2017).

La pitahaya tiene un bajo valor cal6rico debido a que cuenta con pocas cantidades de
hidratos de carbono 9 g/100 g de peso fresco (Rodriguez et al., 2005), contiene entre
0.4 y 2.2 g de proteina, es rica en vitaminas (B1, B2, B3, C, niacina, piridoxina y
cobalamina) y minerales (calcio, potasio, fosforo, sodio, hierro y zinc) (Attar et al.,
2022). La composicion fisicoquimica de la pulpa del fruto de Hylocereus se muestra en
la Tabla 2, mientras que la composicion nutricional de las diferentes especies de la
pitahaya se muestra en la Tabla 3, misma que puede diferir dependiendo de la

ubicacion geografica y determinacién de método de estudio (Shah et al., 2023).

Tabla 2. Composicion fisicoquimica de la pulpa del fruto de Hylocereus spp.

Caracteristica Hylocereus spp.
Valor de pH 43-4.7
Materia seca (%) 12+1
Acido malico (g/L) 6.2-8.2
Acido citrico (g/L) 0.95-1.2
Solidos solubles totales (°Brix) 7.1-10.7
Acido L-ascoérbico (g/100 mL) 1.6 -3.5
Acido deshidroascorbico (g/100 mL) 1.1 3.6

Fuente: (Le Bellec y Vaillant, 2011)
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Tabla 3. Valor nutricional por 100 g de diferentes especies de Hylocereus spp.

Componente )

nutricional H. undatus H. polyrhizus H. megalanthus
Carbohidratos 6.26 ¢ 5.97¢g 13.07 g
Fibra dietética 0.83¢g 1.01g¢ 1.27¢g
AzUcar total 6.06 g 5.60¢g 5.93¢
Proteina 094¢ 0.89¢ 0.40¢
Grasa 0.57¢g 0.57¢g 0.10¢g
Hierro 0.87 mg 0.78 mg 21.07 mg
Zinc 0.34 mg 0.29 mg 4.35 mg
Sodio 4.50 mg 14.30 mg 1.43 mg
Niacina 0.43 mg 2.80 mg 0.20 mg
Potasio 193.0 mg 158.29 mg 98.41 mg
Foésforo 29.9 mg 29.2 mg 18.0 mg
Calcio 45.7 mg 31.2mg 11.7 mg
Magnesio 45.9 mg 33.2mg 16.1 mg
Glucosa 1.58¢g 1.33¢ 0.99¢
Fructuosa 2.15¢g 209 3.25¢
Sacarosa 2.12 mg 2.54 mg 1.69¢
Sorbitol 2.61 mg 4.52 mg NA
Vitamina C 5.64 mg 3.40 mg 11.34 mg
Vitamina D2 0.69 ug 0.58 ug NA
Vitamina E 100.0 pg 140.0 pg NA
Vitamina K1 30.05 pg 9.40 ug NA

NA: no aplica
Fuente: Shah et al., 2023.

En los dltimos afios la produccion de Hylocereus spp. en México ha ido incrementando,
en 2020 se reportd una superficie sembrada de 1,885 hectareas, con una produccién
de 10,867 toneladas, lo que significé un valor econémico de 165 miles de millones de
pesos (SIAP, 2020).
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La pitahaya se puede consumir como producto fresco y también como producto
procesado, se utiliza para la elaboracion de aguas frescas, nieve, jugos, helados, atole,
yogurt, ate, pasteles, gelatina, licores, almibar y mermeladas (Servicio Nacional de
Inspeccion y Certificacion de Semillas, 2017).

Como se menciond anteriormente, la pitahaya es considerada una fruta saludable,

debido a la presencia de compuestos bioactivos.
2.3. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos son metabolitos secundarios producidos por las plantas,
qgue brindan beneficios a la salud, estan presentes en los alimentos en pequefias
cantidades y consisten en una amplia gama de compuestos quimicos con diferentes
estructuras, actividades fisiolégicas y masas moleculares entre 200 y 1000 Da.
Algunos ejemplos son: carotenoides, flavonoides, fitoesteroles, glucosinolatos,
polifenoles, entre otros. La mayoria de estos compuestos tienen capacidad
antioxidante, anticancerigena, antiinflamatoria y antimicrobiana (Hamzalioglu y
GoOkmen, 2016; Conidi, 2016).

2.3.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos naturales que se encuentran en vegetales,
frutas y bebidas (Gomez-Gomez et al., 2018). Estructuralmente son moléculas que
tienen uno o mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromatico, se producen mediante
la via del &cido shikimico a través de la metabolizacién de los fenilpropanoides (Lin et
al., 2016).

No hay una clasificacién establecida de los compuestos fendlicos, pero se podrian
clasificar en siete grupos: flavonoides, &acidos fendlicos, taninos simples vy

condensados, estilbenos, cumarinas, lignanos y ligninas (Luna-Guevara et al., 2018).

Su ingesta en la dieta proporciona beneficios a la salud. Cuentan con actividad
antioxidante debido a su capacidad de quelar metales, esto depende de las posiciones
del grupo hidroxilo y del nimero que tengan, asi como de la naturaleza de la sustitucion

de los anillos aromaticos (De la Rosa et al., 2019).
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2.3.2. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos diaril-propanicos, presentan dos anillos
aromaticos bencénicos unidos por una cadena de 3 carbonos ciclada a través de un
oxigeno. Estos son producidos por el metabolismo secundario de las plantas mediante

una ruta biosintética mixta (Luengo, 2002).

Los productos ricos en flavonoides incluyen: bayas, frutas citricas, uvas, cerezas,
muelle, rdcula, cebollas, alcachofas, soja, caupi, frijoles negros, perejil, orégano y té.
Es importante sefalar que el contenido de flavonoides en frutas y vegetales puede
variar significativamente segun la variedad de cultivo, el procesamiento, el clima, la
estacionalidad, la especie de planta, la preparacion y el almacenamiento (Kozlowska
y Szostak-Wegierek, 2018). Los flavonoides presentan capacidad antioxidante,

antimicrobiana, antinflamatoria, antitrombdtica, entre otras (Pérez Trueba, 2003).
2.3.3. Betalainas

Las betalainas son pigmentos nitrogenados solubles en agua que usualmente se
encuentran en las vacuolas de las plantas. Estas estan divididas en betacianinas y
betaxantinas (Esquivel y Araya, 2012). El color rojo y violeta de las betalainas son el
resultado de diferentes patrones de sustitucion que se da en las betacianinas, mientras
que el color amarillo de las betaxantinas se debe a las cadenas laterales de
aminoécidos o bien, a las cadenas laterales de amina (Esquivel, 2024).

Las betalainas son estables en un amplio rango de pH, tienen altos coeficientes de
extincion molar y no son téxicas ni alergénicas, lo que las convierte en una alternativa
a algunos colorantes sintéticos. Sin embargo, después del procesamiento o
almacenamiento, se han observado degradaciones como isomerizacion,
desglicosilacion, hidrolisis, descarboxilacién y deshidrogenacién, lo que resulta en

cambios de color y cambios de absorcion (Esquivel, 2024).

Los factores que afectan la estabilidad de las betalainas son la estructura quimica, el
contenido de pigmento, la matriz, los aditivos, las enzimas, el pH, el tratamiento
térmico, la actividad del agua, la exposicion al oxigeno y la luz durante el

almacenamiento y las temperaturas de almacenamiento (Esquivel, 2024).
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Por otro lado, las betalainas tienen grandes beneficios a la salud entre los cuales estan
un efecto positivo en contra de los trastornos relacionados con el estrés debido a su
potencial de inhibir la oxidacion y peroxidacion lipidica (Kanner et al., 2001). También
se han observado efectos antiinflamatorios, antirradicales, actividad antioxidante y se

ha descrito su efecto inhibidor en células del melanoma (Esquivel y Araya, 2012).

2.3.3.1. Betacianinas

Las betacianinas son glucésidos o acilglucosidos de betanidina, formados a partir de
acido betalamico y ciclo-DOPA (Strack et al., 2003). Tienen efectos beneficiosos a los
trastornos metabdlicos, cuentan con capacidad antioxidante. Generalmente son muy
utilizadas por la industria alimentaria como colorante natural (Gengatharan et al.,
2015). Las betacianinas son las responsables de otorgar el color purpura/rojo a la
pitahaya roja, asi como también desempefiar un papel importante como principal
antioxidante. Por otro lado, los compuestos fendlicos no betalainicos desempefian un
papel menor. La pitahaya roja carece de betaxantinas y solo se pueden encontrar
betacianinas (Wong y Siow, 2015). En la Figura 4 se presenta la estructura de la

betacianina.
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Figura 4. Estructura de betacianina, R1 = H; R2 =H (tomada de Wong y Siow, 2015).
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Como se habia mencionado anteriormente, las betacianinas, se ven afectadas por
varios factores extrinsecos como el calor, el oxigeno, la luz, el pH y la humedad pues
ocasionan la decoloracion del pigmento (Wong y Siow, 2015) y para mantener la

17



intensidad y las propiedades del color de las betalainas, se recomienda reducir la
exposicion térmica, evitar la luz y el oxigeno, y agregar antioxidantes y agentes

guelantes durante el procesamiento (Esquivel, 2024).

Por otro lado, existen compuestos funcionales que brindan beneficios a nivel

gastrointestinal, entre estos estan las bacterias lacticas.
2.4. Bacterias acido-lacticas (BAL)

Las BAL son Gram positivas, inmaoviles, mesdbfilas, catalasa negativa, no esporulantes
y no pigmentadas. El rango de temperatura para su crecimiento es generalmente entre
5y 50 °C, siendo el 6ptimo para la mayoria de las cepas alrededor de 35 + 2 °C.
Presentan formas variables, desde cocos hasta bacilococos. Aunque metabdlicamente
similares, existe una falta de homologia de ADN entre ellos. Carecen de las vias para
la reduccion de nitrato, tienen un requerimiento nutricional complejo y variable, que

difiere segun la especie (Khalid y Hung, 2009).

Las BAL son microorganismos ubicuos, que se pueden encontrar en plantas, mucosa
intestinal de mamiferos y también en alimentos fermentados (Teneva et al., 2018). Son
los principales microorganismos productores de acido lactico. El acido lactico se
genera en condiciones anaerdbicas mediante la via de la glucdlisis y este metabolito
se puede producir a partir de las vias del metabolismo de las hexosas y pentosas
(Abedi y Hashemi, 2020).

Las BAL son ampliamente utilizadas en la industria como iniciadoras en la fabricacion
de productos lacteos como leche acida, yogur, suero de leche, requeson, quesos duros
y quesos blandos; también son comercialmente importantes en procesamientos de

carnes, bebidas alcohdlicas y vegetales (Carr et al., 2002).
2.4.1. Clasificacion

Las BAL se clasifican conforme a su morfologia celular, la forma en que fermentan a
la glucosa, la temperatura Optima que necesitan para crecer y la utilizacion de

azucares.
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Los géneros mas comunes incluyen: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus,  Streptococcus,  Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy
Weissella (Mokoena, 2017).

Los géneros mas importantes son Lactobacillus y Bifidobacterium (Khalid y Hung,
2009). Las cepas de Lactobacillus tienen gran importancia comercial debido a su alta
tolerancia a los acidos, alto rendimiento y productividad (Abedi y Hashemi, 2020).

De acuerdo a la forma en la que fermentan la lactosa, las BAL se clasifican en

homofermentativas y heterofermentativas (Bertrand-Harb et al., 2003).
2.4.1.1. BAL homofermentativas

Las BAL homofermentativas utilizan la via de Embden-Meyerhoff-Parnas para
fermentar a la glucosa en piruvato, el cual se transforma en acido lactico, siendo el
principal producto en esta fermentacion, utilizan la enzima deshidrogenasa. Este
proceso se da mediante ciertas condiciones de crecimiento como la limitacion de

carbono, etanol, CO2 y lactato (Mozzi, 2016).

Entre los géneros que pertenecen a este grupo estan: Lactococcus, Pediococcus,
Enterococcus y Streptococcus. Las bacterias de este grupo tienen las enzimas
aldolasa y hexosa isomerasa y carecen de la enzima fosfocetolasa (Parra, 2010).

2.4.1.2. BAL heterofermentativas

En el caso de las bacterias heterofermentativas, fermenta un mol de glucosa para
formar solamente un mol de acido lactico, un mol de etanol y un mol de CO: (Parra,
2010). Las BAL heterofermentativas convierten las hexosas en pentosas mediante la
enzima fosfocetolasa utilizando la via alternativa de las pentosas monofosfato. Durante
el proceso producen tanto aldehido como diacetilo, sustancias aromaticas y
potenciadores de sabor muy deseables. Son los mas utilizados en la industria lactea

por ser mejoradores de sabor (Carr et al., 2002).

Este grupo estd conformado por: Lactococcus, Lactobacillos, Enterococcus,
Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus.
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2.4.2. Género Lactobacillus

Pertenecen a la familia Lactobacillaceae, son psicrofilicas, no formadoras de esporas,
en forma de baston, inmoviles, Gram positivas y anaerobias facultativas, no contienen

la enzima catalasa (Feiner, 2006).

Al utilizar a la glucosa como fuente de carbono, los lactobacilos pueden ser
homofermentativos produciendo mas del 85% de &cido lactico, o heterofermentativos,
produciendo acido lactico, COz, etanol (y/o acido acético) en cantidades equimolares
(Parra, 2010).

Este género crece bien en medios ligeramente acidos, con pH de 6.4 a 4.5, teniendo
un optimo crecimiento entre 5.5 y 6.2. Su crecimiento cesa cuando el pH alcanza
valores de 3.6 a 4 en dependencia de las especies y disminuye notablemente en
medios neutros o ligeramente alcalinos. Ademas, Lactobacillus es capaz de disminuir
el pH del sustrato donde se encuentran por debajo de 4.0 mediante la formacion de
acido lactico. De esta manera evita o al menos disminuye considerablemente el
crecimiento de otros microorganismos competidores, exceptuando el de otras

bacterias lacticas y el de levaduras (Samaniego y Sosa del Castillo, 2006).
2.4.2.1 Lactobacillus rhramnosus

Es una bacteria Gram positiva, no formadora de esporas, anaerobia facultativa o
microaerofilica, inmévil y catalasa negativa. Pertenece al grupo de las bacterias
mesofilicas, pero dependiendo de la cepa esta puede crecer a temperaturas menores
de 15°C y mayores de 40°C (Liptakova et al., 2008).

Su crecimiento requiere de muchas vitaminas, incluido el &cido fdlico, riboflavina,
niacina, acido pantoténico y calcio. El pH optimo para su crecimiento va de 6.4 a 4.5.
Crece en forma de bastoncillos o en cadenas cortos; su tamafio oscila entre 0.8 0 1.0

pm de ancho y de 2.0 a 4.0 um de largo (Liptakova et al., 2008).

La cepa Gorbach-Goldin de L. rhamnosus (LGG) se ha convertido en una de las
bacterias probidticas mas estudiadas en el mundo. En 1983 L. rhamnosus fue aislada
del tracto gastrointestinal de un humano sano y registrada en el repositorio de la
American Type Culture Collection (ATCC® 53103™) en 1989 y forma parte de la lista
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de las especies microbianas mas seguras para la industria alimentaria ya que cuenta

con la clasificacion QPS (Qualified Presumption of Safety) (Galego, 2019).

Una de las caracteristicas que presenta esta bacteria es que no posee actividad
antimicrobiana contra otras BAL y cuenta con una buena adhesion a las glicoproteinas
de ileon humano y a los productos con fibra obtenida de la dieta. Ademas, diversos
estudios in vitro han demostrado que L. rhamnosus presenta actividad antimicrobiana
contra bacterias patdgenas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus

cereus y Clostridium perfringens (Calderon et al., 2007).

También se ha demostrado que L. rhamnosus tiene efectos positivos sobre la
inmunidad intestinal debido a que aumenta el nimero de células secretoras de
inmunoglobulina A (IgA) y otras inmunoglobulinas en la mucosa intestinal (Gupta y
Garg, 2009).

A nivel industrial L. rhamnosus cuenta con una excelente viabilidad en alimentos
lacteos como yogurt, siendo util en su produccion debido a que puede crecer durante
procesos fermentativos y ademas proporciona buenas caracteristicas sensoriales a los

alimentos (Calderoén et al., 2007).

Como se ha mencionado, las BAL son consideradas ingredientes funcionales debido

a que poseen capacidad probidtica. A continuacién, se define qué son los probidticos.
2.5. Probiéticos

Williams (2010) define a los probiéticos como microorganismos vivos no patogenos
gue al ser ingeridos mejoran el equilibrio microbiano en el tracto gastrointestinal. Por
otro lado, la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las
Naciones Unidas para Agricultura y la Alimentacion (FAO) definen a los probidticos
como “organismos vivos, que cuando son administrados a un huésped en cantidades
adecuadas le proporcionan beneficios a su salud” (Villanueva-Flores, 2015). La
cantidad de células que debe contener un producto con probidticos es entre 106 - 108
UFC/g o mL (Sanchez et al., 2015).

La OMS y la FAO establecieron criterios para poder clasificar como probidtico a una
cepa bacteriana. Entre estos criterios estan:
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a) ldentificacion taxondmica mediante técnicas moleculares

b) Registro en un repositorio internacionalmente reconocido

c) Ausencia de genes transmisibles de resistencia a antibigticos

d) Viabilidad persistente en el tracto gastrointestinal

e) Que cuenten con beneficios a la salud demostrados experimental y clinicamente

f) Seguridad de uso humano

g) Persistencia de la viabilidad y actividad probi6tica durante su produccion,

manipulacion y almacenamiento (Galego, 2019)

Se han utilizado diversos géneros de bacterias consideradas como probiéticos, entre

ellos: Lactobacillus, Bifidobacterium, Escherichia, Enterococcus, Bacillus vy

Streptococcus y algunas levaduras como Saccharomyces también han sido utilizados.

En la Tabla 4 se muestran los géneros y especies utilizadas como probidticos (Gupta

y Garg, 2009).

Tabla 4. Microorganismos utilizados como probidéticos

Género

Especie

Lactobacillus

Bifidobacterium

Streptococcus

Saccharomyces

L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L.
fermentum, L. gasseri, L. johnsonii, L.
lactis, L. paracasei, L. plantarum, L.
reuteri, L. salivarius, L. bulgaricus.

B. bifidum, B. breve, B. lactis, B. longum,
B. infantis, B. adolescentes.

S. thermophilus, S. salivarius subsp.
thermophilus.

S. boulardii

Otras:

Bacillus cereus, Escherichia coli.
Enterococcus, Propionibacterium

freudenreichii

Fuente: Gupta y Garg, 2009
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Los probioticos generalmente se encuentran en productos lacteos, pero actualmente
se han ido incorporando en otros productos alimenticios como jugos, barras de

granola, chocolates, cereales, entre otros (Villanueva-Flores, 2015).

2.5.1. Efectos beneficios que otorgan los probiéticos a la salud

El equilibrio que hay entre la flora intestinal y los microorganismos que habitan en ella
se puede modificar debido a la dieta, consumo de alcohol, antibiéticos, estrés y el
envejecimiento, asi como por desordenes digestivos y enfermedades. Es por ello que
los probidticos tienen el propdsito de ayudar a la flora intestinal para mejorar la salud
intestinal y estimular la funcion inmunitaria al mantener la flora normal y equilibrada.
También la presencia de los probi6ticos en el tracto intestinal ayuda a prevenir el
aumento de bacterias patogenas (Villanueva-Flores, 2015).

De igual forma, estudios han demostrado que los probidticos reducen diversas
condiciones clinicas que van desde la diarrea infantil, enterocolitis necrotizante, diarrea
asociada a antibioticos, colitis recurrente por Clostridium difficile, infecciones por
Helicobacter pylori, enfermedad inflamatoria intestinal hasta céancer, infeccion

urogenital femenina e infecciones quirdrgicas (Gupta y Garg, 2009).

Otro de los beneficios que presentan los probiéticos es que facilitan la digestibilidad de

la lactosa (Salazar y Montoya, 2003).

Sin embargo, para que se puedan mantener su viabilidad o supervivencia los

probidticos necesitan de los prebidticos. A continuacion, se aborda este tema.
2.6. Prebioticos

El prebidtico es un ingrediente alimentario no digerible que confiere beneficios al
huésped al estimular selectivamente una bacteria o un grupo de bacterias en el colon
con propiedades probidticas (Gupta y Garg, 2009). Los prebidticos estan constituidos
por carbohidratos de cadena corta no digeribles (oligocaridos) (Guillot 2018). No todos

los carbohidratos son considerados como prebidticos (Davani-Davari et al., 2019).

Para poder ser considero como prebiotico, se utilizan los siguientes criterios para su

clasificacion:

23



a) Ser resistente al pH acido del estbmago
b) No debe absorberse en el tracto gastrointestinal

c) Puede ser fermentado por la microbiota intestinal

d) Pueden estimular el crecimiento y actividad de las bacterias intestinales

(Davani-Davari et al., 2019).

Los prebioticos que se utilizan de forma normal en la dieta son: la lactulosa, los

galactooligosacéridos, los fructooligosacaridos, la inulina y sus hidrolizados, los

maltooligosacaridos y el almidén resistente. Los prebidticos se encuentran en

alimentos como la cebolla, ajo, platano, puerros, derivados del trigo, achiocoria,

esparragos y alcachofa, entre otros. La incorporacion de prebi6ticos como ingrediente

en los alimentos mejora las caracteristicas sensoriales y también ayudan a la

estabilizacion de espumas y emulsiones (Al-Sheraji et al., 2013; Salazar y Montoya,

2003). En la Tabla 5 se describen brevemente los tipos de prebioticos mas utilizados.

Tabla 5. Prebidticos utilizados en la industria alimenticia.

Prebiotico Descripcién

Efecto en la

microbiota intestinal

Constituidos de inulina vy

fructooligosacéaridos

oligofructuosa.

Estructuralmente cuentan con
Fructanos _

una cadena lineal de fructuosa

con enlace B (2-1).

Son producto de la extension de
Galactooligosacaridos la lactosa y se clasifican en dos

tipos:

Estimulan

selectivamente a las
BAL. Dependiendo la
longitud de su cadena,
los fructuanos pueden
promover la
fermentacion de otras

bacterias.
Estimulan a las

bifidobacterias y a los

lactobacilos.
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Oligosacaridos

derivados del almidén

y la glucosa

Oligosacaridos no

carbohidratos

a) GOS con exceso de
galactosa en Cs, C4 0 Ce

b) GOS fabricados a partir de
lactosa mediante

transglicosilacion

enzimatica.

El almidon resistente (AS) tolera
la digestion del intestino. AS
produce una gran cantidad de
butirato por lo que es considerado
para clasificarlo como prebidtico.
Por otro lado, la polidextrosa es
derivado de la glucosa y esta
compuesto de glucano y enlaces

glicosidicos.

Existen compuestos que no estan
clasificados como carbohidratos,
pero se recomienda clasificarlos
como prebidticos, entre ellos
estan los flavonoles derivados del

cacao.

Diversos grupos de

Firmicutes incorporan
una gran cantidad de
AS para degradarlo.

La polidextrosa puede
estimular a las

bifidobacterias.

Se ha demostrado en
estudios in vivo e in vitro
que los flavonoles
pueden estimular a las
BAL.

Fuente: Davani-Davatri et al., 2019

En la actualidad uno de los prebiéticos mas utilizado como ingrediente en alimentos

funcionales en la industria alimenticia es la inulina.

2.7.

Inulina

La inulina es un polisacarido vegetal que pertenece a la familia de los fructanos

(Umeonuorah y Uruella et al., 2022).
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Estructuralmente la inulina esta constituida por moléculas de fructosa unidas por

enlaces B-(2-1) fructosil-fructosa (Figura 5) (Madrigal y Sangronis, 2007).

La inulina se encuentra naturalmente en plantas como las raices de achicoria, la
alcachofa de Jerusalén, el agave, los cereales, las frutas y las verduras, incluidos el
platano, la cebolla, los esparragos, la okra, entre otros (Umeonuorah y Uruella et al.,
2022).
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Figura 5. Estructura quimica de la inulina: con una molécula terminal de glucosa (B-
D-glucopiranosil) (A) y con una molécula terminal de fructuosa (3-D-fructopiranosil)

(B) (tomada de Madrigal y Sangronis, 2007)

La inulina tiene la capacidad de ser prebidtico debido a su capacidad selectiva de
estimular el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos en el colon, trayendo como
consecuencia la disminucion de bacterias que pueden ser perjudiciales a la salud como
son Escherichia coli y bacterias de la especie de Clostridium spp (Lara-Fiallos et al.,
2017).

La inulina no solo otorga beneficios a la salud, sino que, también a nivel industrial
farmacéutico y alimenticio. En el caso de la industria de alimentos se utiliza para
mejorar las caracteristicas sensoriales, como sustituto de grasas sin modificar la

textura. Los alimentos en los que se utiliza son productos lacteos fermentados,
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confites, chocolates, bebidas, postres congelados, cereales, barras energéticas,
carnicos, productos de baja cantidad en grasas o azucares debido a la baja cantidad
de calorias que proporciona, preparaciones de frutas y jarabe de fructosa (Lara-Fiallos
et al., 2017).

No solo se utilizan a los prebidticos para estimular el crecimiento de probidticos,
ingredientes como el suero de leche que es utilizado como sustrato para que estos
microorganismos puedan desarrollarse. A continuacion, se describe la importancia del

suero de leche.

2.8. Suero deleche

Tanto los productos lacteos como la leche son alimentos de alto valor nutricional y
funcional, gracias a sus ingredientes biolégicamente activos, especialmente los
productos lacteos en polvo, entre los que destacan la leche en polvo, suero de leche
en polvo o lactosuero, concentrados de todas las proteinas de la leche y concentrado
de proteina de suero, son utilizados como aditivos alimentarios por su gran cantidad

de proteinas (Garczewska-Murzyn et al., 2022).

Los tipos de suero se clasifican dependiendo de la eliminacion de la caseina, el suero
acido resulta del proceso de fermentacion o adicion de acidos organicos o minerales,
que coagulan la caseina y generalmente no contiene grasa. El suero dulce esta basado
en la coagulacioén por la enzima renina a pH 6.5 y su composicion varia segun su origen
(Parra, 2009).

El suero de leche es un ingrediente muy utilizado en la industria de alimentos (Sodini
et al., 2006) pues contiene componentes importantes como proteinas, lactosa y
minerales (Garczewska-Murzyn et al., 2022). Las proteinas del lactosuero son
proteinas lacteas solubles, que representan aproximadamente el 20% de las proteinas
lacteas totales. La B-lactoglobulina, la a-lactoalbimina cuentan con caracteristicas
funcionales, que las convierten en un ingrediente ideal para el crecimiento de

probidticos.
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2.9. Fermentacion

La fermentacién es un proceso bioquimico que consiste en transformar moléculas
grandes en otras mas pequefias, se ha utilizado por varias décadas y permite
conservar alimentos. Generalmente, utiliza microorganismos y enzimas. La
fermentacion también es Util para obtener alimentos saludables y nutricionales
(Carboni et al., 2023). Es importante diferenciar entre una fermentacion espontanea y
una inducida, la primera ocurre cuando existen las condiciones favorables para que
los microrganismos propios del alimento sean capaces crecer y metabolizar los
sustratos; mientras que la fermentacion inducida va a requerir de la adicion de cultivos
denominados “iniciadores” debido a que van a generar un cambio deseado en el

sustrato del alimento (Siki¢ et al., 2022).

Se han identificado cuatro tipos de fermentacion: lactica, acética, alcohdlica y alcalina,

tal y como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Clasificacién de los principales tipos de fermentacion relacionados con la

produccion de alimentos.

. . Ejemplos de
_ o Microorganismos _
Tipo Via biosintética alimentos
responsables

fermentados
o Los azUcares se convierten  Bacterias de acido- Yogurty
Lactica o o o ) _
en 4cido lactico lacticas kimchi
Varios sustratos como o
. ) _ Kefir de agua
Aceética alcoholes y azlcares se Acetobacterias _
. L " y vinagre
convierten en acido acético
. Los azucares se convierten Vinoy
Alcohdlica Levaduras
en alcoholes y CO2 cerveza
Las proteinas se convierten .
. . o Bacilos ' ]
Alcalina en aminoacidos, péptidos y Nattu japonés

] Staphylococcus spp
amoniaco

Fuente: Mannaa et al., 2021.
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Las BAL son uno los grupos de microorganismos mas utilizados en los procesos
fermentativos, debido a su capacidad de producir acido lactico y otros compuestos que
contribuyen en la conservacion de los alimentos, una de las mayores aplicaciones de
las BAL son los productos lacteos fermentados, sin embargo, se ha reportado que las
BAL pueden crecer en otras matrices como frutas, vegetales y cereales (Rodzi y Lee,
2021).

El interés de consumir cada vez mas bebidas fermentadas ha ido en constante
aumento, debido a la percepcion del consumidor sobre el efecto positivo que estas
proporcionan en la salud humana y va relacionado principalmente con el contenido de
compuestos bioactivos y la presencia de BAL con potencial probidtico (Kesa et al.,
2021).
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3. JUSTIFICACION

La industria alimentaria ha evolucionado a través de los afios, hoy en dia no solo basta
con ofrecer alimentos nutritivos y de caracteristicas sensoriales aceptables, sino que
ademas aporten beneficios a la salud de los consumidores. En este sentido, los
ingredientes funcionales estan siendo utilizados para el desarrollo de alimentos.

Las frutas, cereales y leguminosas son de los ingredientes usados para el desarrollo
de bebidas funcionales. Frutos como la pitahaya roja posee azlcares, fibra, vitaminas,
minerales y pigmentos con capacidad antioxidante, ingredientes que pueden ser
usados para el desarrollo de bebidas fermentadas. La fermentacion es un proceso que
se puede realizar con bacterias lacticas, sin embargo, la viabilidad de estos
microorganismos se puede afectar durante los procesos de elaboracion,
almacenamiento o la propia digestion, por lo que, el uso de prebibticos puede contribuir
en la viabilidad.

Por lo tanto, este proyecto busca desarrollar bebidas fermentadas no alcohdlicas a
partir de ingredientes funcionales como la pitahaya roja, inulina y el probiético

Lactobacillus rhamnosus.
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4. OBJETIVOS

4.1.

Objetivo general

Desarrollar y caracterizar una bebida a partir de pitahaya roja (Hylocereus polyrhizus),

Lactobacillus rhamnosus e inulina.

4.2.

Objetivos particulares

Realizar el analisis fisicoquimico, quimico-proximal y de compuestos
bioactivos en pitahaya roja liofilizada.

Formular bebidas con inulina, suero de leche y pitahaya roja, fermentadas
con Lactobacillus rhamnosus.

Determinar la composicién quimico-proximal, crecimiento de L. rhamnosus
y compuestos bioactivos de las bebidas fermentadas.

Realizar una evaluacién sensorial de las bebidas fermentadas para conocer
su aceptacion.

Seleccionar la bebida mas aceptada sensorialmente y evaluar la viabilidad
de L. rhamnosus y estabilidad de los compuestos bioactivos durante el

almacenamiento.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO

El esquema de trabajo que se utilizé para la realizacion de este proyecto se muestra

en la Figura 6 y se describe con mas detalles en la metodologia.
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Figura 6. Esquema de la metodologia de trabajo
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6. MATERIAL Y METODOS

Material de vidrio: El necesario para cada determinacion.

Material biolégico: Pitahaya roja (Hylocereus polyrhizus) liofilizada, suero de leche en

polvo, inulina, edulcorante y cepa de Lactobacillus rhamnosus NRRL-B-442.

Reactivos: Los necesarios para cada determinacion grado analitico o grado

alimenticio.

En la Tabla 7 se muestran las técnicas que se utilizaron y en la Tabla 8 los equipos

con los que se trabajo.

Tabla 7. Métodos y referencias que se utilizaron para la investigacion

Determinacion Técnica Referencia

Humedad Secado en estufa AOAC, 2000

Ceniza Calcinacion en mufla AOAC, 2000

Proteina Método de Kjendahl AOAC, 2000

Grasa Método de Soxhelt AOAC, 2000

°Brix Refractometria NMXCF-103-NORMEX:

2009
pH Potenciometria NOM-F-317-S-1978.

Acidez titulable

Compuestos fendlicos

Capacidad antioxidante

Betalainas

Volumetria

Método
espectrofotométrico

Folin-Ciocalteu

DPPH

Espectrofotometria

NMX-F-102-NORMEX-
2010

Aparicio-Fernandez et al.,

2018

Aparicio-Fernandez et al.,

2018
Castellanos-Santiago y
Yahia, 2008
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Bacterias acido-lacticas Vertido en placa

(BAL)

NOM-092-SSA1-1994

Tabla 8. Equipos que se utilizaron para la investigacion

Equipo Marca Modelo
Autoclave CISA AS-25
Balanza analitica Ohaus — Serie Pioneer PA 224C
Bafio de agua AquaBath Barnstead Lab-Line 18005AQ
Contador de colonias SOL-BAT Q-20
Incubadora orbital Prendo INO-650
Medidor de pH portatil Conductronic PH10
Parrilla digital Fisher Scientific Isotemp
Refractometro HANNA instruments Hi 96801
Refrigerador MABE RMT510
Analizador ultrasonico de leche LACTOSCAN
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7. METODOLOGIA

De acuerdo con lo mostrado en el esquema de trabajo, a continuacion, se describe la

metodologia con la que se trabajo.
7.1. Caracterizacion fisicoquimica en la pitahaya roja

Se prepardé una solucién acuosa al 5% y se procedié a la medicion de pH por
potenciometria, los solidos solubles se midieron con un refractometro y la acidez
titulable se llevo al tomar una alicuota de la solucion y se titulé con NaOH al 0.1 N
hasta llegar a un pH de 8.2.

7.2. Caracterizacion quimico-proximal en la pitahaya roja

Se emplearon las técnicas de la AOAC (2000). La humedad se determind por el
método de secado en estufa a 105 + 2°C durante 4 h, se registraron los pesos y se
realizaron los calculos correspondientes. Las cenizas se determinaron por calcinacion
en una mufla a 525°C durante 4 h. La determinacién de grasa se realizé mediante el
método de Soxhlet, utilizando éter de petréleo como disolvente y para la proteina se
determind por el método Kjeldahl el cual consto de tres partes: digestion, neutralizacion
y titulacion. Los carbohidratos se estimaron por diferencia.

Para la determinacion de la fibra dietética total, se utiliz6 el método gravimétrico-
enzimatico, utilizando las enzimas a-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa, se obtuvo
un residuo el cual se llevo a secado durante 24 h en una estufa y posteriormente, se
analizé el contenido de cenizas y proteina, mediante las técnicas previamente

descritas.
7.3. Caracterizacién de compuestos bioactivos en la pitahaya roja

Para la determinacion de los compuestos bioactivos en la pitahaya en polvo se
realizaron técnicas espectrofotométricas, se aplicO la metodologia descrita por
Aparicio-Fernandez et al. (2019) con modificaciones, se preparo una solucién acuosa
al 1% con la pitahaya en polvo, misma que fue utilizada para la determinacién de
compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y betalainas.
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7.3.1. Determinacion de compuestos fendlicos

Se tomo una alicuota de la solucion y se colocd en un tubo de ensayo oscuro,
posteriormente se les afiadido 1 mL del reactivo Folin-Ciocalteau (0.1 N), se mezclé y
se dejo reposar durante 3 min a temperatura ambiente. Se adicion6 1 mL de Na2COs3
(0.5%), se mezclé nuevamente y se dejo reposar durante 30 min a temperatura
ambiente, finalmente, se realizo la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de
765 nm utilizando un espectrofotometro UV-visible. El contenido de compuestos
fendlicos se expres6 como mg equivalentes de acido géalico EGA/100 g.

7.3.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

Se coloco una alicuota de la solucion en un tubo de ensayo oscuro y se le afiadio 1
mL de la solucién de DPPH al 0.004%. Se mezcld, se dejo reposar a temperatura
ambiente por 30 min. Finalmente, se midi6é la absorbancia a 517 nm utilizando un

espectrofotometro UV-visible. Los resultados se expresaron como mg Trolox/100 g.

7.3.3. Determinacion de betalainas totales

Se tom6 una alicuota de la solucion y se le adicioné 5 mL de buffer Mcllvaine,
posteriormente se centrifug6 a 4000 rpm durante 10 min. Para la cuantificacion de las
betalainas se midi6 la absorbancia a las longitudes de onda de 535 nm para
betacianinas y 483 nm para betaxantinas utilizando un espectrofotémetro UV-visible.
La lectura de estos compuestos se debia encontrar entre 0.9 y 1.1. Los resultados se

expresaron como mg betalainas/100 g.

7.4. Reactivacion de la cepa Lactobacillus rhamnosus

La reactivacion del microorganismo se llevo a cabo preparando caldo MRS, mismo que
se esterilizé a 121°C por 15 min, el caldo MRS se inoculo con la cepa de L. rhamnosus
al 1% y se incubo a 37°C por 24 h.

Para comprobar la viabilidad de la cepa se realizo siembra en agar MRS por la técnica

de vertido en placa.
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7.5. Formulacion de las bebidas

La Tabla 9 muestra las formulaciones que se elaboraron. Se prepararon 100 mL de
cada bebida y fueron identificadas de acuerdo al numero de sistema correspondiente
(S1, S2, S3, S4 y Sb); éstas se pasteurizaron a 65°C durante 30 min, el edulcorante
fue adicionado antes de la pasteurizacion, una vez pasteurizados los sistemas fueron
enfriados a temperatura ambiente y se inocularon con la cepa de L. rhamnosus al 1%
previamente reactivado. Para la fermentacion los sistemas fueron incubados a 37°C
durante 24 h y 50 rpm. Al término de la incubacion, las bebidas fueron colocadas en

refrigeracion a 5°C y posteriormente, se realizd su caracterizacion.

Tabla 9. Formulacion de los sistemas que se trabajaron.

_ Suero de _ Pitahaya roja en
Sistema Inulina 1% Agua (mL)
leche 2% polvo 2%
1 X 98
2 X X 97
3 X X 96
4 X X 97
5 X X X 95

Nota: A cada sistema se le agregaron 0.5 g de edulcorante por cada 100 mL

7.6. Analisis quimico-proximal de las bebidas fermentadas

Se caracteriz0 a las bebidas mediante el analizador ultrasonico de leche lactoscan. Se
tomaron 20 mL de las bebidas para su analisis y se colocaron en el tubo aspirador del
equipo; el equipo automaticamente realizé la lectura y después de 5 min se obtienen
los resultados de grasa, agua, ceniza y proteina. Los carbohidratos se estimaron por
diferencia. Para la determinacion de la FDT se realiz6 el procedimiento descrito en el

apartado 7.2
7.7. Analisis microbiol6gico de las bebidas fermentadas

Se determind la poblacion de L. rhamnosus en las bebidas fermentadas. Este analisis
fue por el método de vertido en placa en agar MRS. Las placas se incubaron a 37°C
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durante 24 h en condiciones de anaerobiosis. Posteriormente, se realiz6 el conteo de

colonias y se expres6 como UFC/mL.
7.8. Evaluacién sensorial

Se realiz6 una prueba heddnica a 50 personas, se les proporcionaron 5 muestras
correspondientes a las formulas descritas en la Tabla 9. En la prueba se evaluaran los
paradmetros de color, olor, sabor y aceptacion general. La escala tuvo 7 niveles de
aceptacion que fue desde “me gusta mucho” siendo la puntuacion mas alta (7) a “no
me gusta nada” siendo la puntuacion mas baja (1). Los criterios de inclusion fueron:

edad, sexo, nivel de escolaridad (licenciatura). Las muestras fueron evaluadas a 5°C.
7.9 Evaluacion durante el almacenamiento

Se seleccioné la bebida de mayor aceptacion sensorial y se almacend en refrigeracion
(5°C), se evaluaron los compuestos fendlicos, la capacidad antioxidante y la viabilidad
de L. rhamnosus. Como se describioé en los apartados 7.3 y 7.7, respectivamente. La

bebida se almacend por 20 dias y cada 5 dias se hizo la evaluacion.
7.10 Anélisis estadistico

Las determinaciones se realizaron dos veces con su respectiva replica. Los resultados
obtenidos fueron analizados mediante la comparacion de medias (ANOVA) mediante
la prueba estadistica de Tukey, empleando un nivel de significancia de a = 0.05,
utilizando el software de Minitab.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Evaluaciéon de la caracterizacion fisicoquimica y bromatoldgica de la

pitahaya roja en polvo

En la Tabla 10 se presentan los resultados de los parametros fisicoquimicos y quimico-
proximales evaluados de la pitahaya roja liofilizada. El valor obtenido de los solidos
solubles fue de 98/100 g muestra, este valor representa los solidos secos presentes
en la pitahaya, lo cual coincide con el valor de humedad obtenido, ya que esta
corresponde al 2.52%, la obtencién de valores de humedad bajos permite que los
alimentos se conserven por mas tiempo, prolongando su vida util y estabilidad (Badui,
2006). Por otro lado, el valor de pH fue de 3 lo que nos indica que el fruto pertenece a
los alimentos acidos; en ese sentido el valor de la acidez titulable (expresada como
acido ascorbico) fue de 1.28%. El valor obtenido de la acidez fue diferente al reportado
por Arivalagan et al. (2021), quienes mencionan que la acidez titulable para pitahaya
roja es de 0.10 a 0.17%, esto puede deberse a la madurez en la que se encontraba el
fruto en ese momento. Ademas, mencionan que este fruto posee compuestos

funcionales como la vitamina C, la cual posee una potencial antioxidante.

Respecto al analisis quimico-proximal se observa que la pitahaya es un alimento bajo
en ceniza, grasa y proteina, pero con alto contenido de carbohidratos. Generalmente
las frutas se caracterizan por presentar bajos contenidos de ceniza, grasa y proteina.
Ruzainah et al. (2009) evaluaron la composicién quimica de pulpa de pitahaya roja y
mencionaron que posee de 1.23 a 3.58 % bs de grasa y 0.94 a 1.35 % bs de proteina,
valores similares a los obtenidos en este trabajo. Por otro lado, Arivalagan et al. (2021)
reportan que el contenido de cenizas en pitahaya roja es de 0.71%, el cual es similar
al obtenido. Respecto a la fibra dietética analizada en este trabajo, el valor es
ligeramente mayor al reportado por Verona-Ruiz et al. (2020), quienes mencionan que
la pitahaya de pulpa rosa es de 3.3%, lo que indica que el contenido de fibra varia

segun la variedad y especie.

Por ualtimo, se observa que los carbohidratos son los componentes que mas

predominaron en el polvo de pitahaya. Arivalagan et al. (2021) mencionan que en la
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pitahaya existen carbohidratos disponibles entre 5.42 a 7.32%, la diferencia de los
valores obtenidos en el trabajo con los reportados son dependientes del fruto, asi como

de su origen y metodologias utilizadas.

Tabla 10. Caracterizacion fisicoquimica y quimico-proximal de pitahaya roja en polvo.

Parametro Valores (%)
Solidos solubles totales 98.0 £ 0.00
pH 2.71+0.01
Acidez (% é&cido ascorbico) 1.28 £ 0.00
Humedad (%) 2.52 +£0.06
Cenizas (% bs) 0.68 £0.29
Grasa (% bs) 1.80 £ 0.26
Proteina (% bs) 0.87£0.01
Fibra dietética (% bs) 5.83+0.37
Carbohidratos* 88.30 £ 0.10

*Los carbohidratos fueron calculados por diferencia

8.2. Evaluacién de compuestos bioactivos de la pitahaya roja (Hylocereus

polyrhizus) en polvo

En la Tabla 11 se observan los resultados obtenidos del analisis de los compuestos
bioactivos presentes en la pitahaya, entre ellos compuestos fendlicos (CF), capacidad
antioxidante (CA) y betalainas totales. Los valores obtenidos de CF en este trabajo
fueron de 1044.32 mg EAG/100 g. Maigoda et al. (2017) trabajaron con polvo de
pitahaya rojay reportaron un contenido de CF de 386.09 mg EAG/100 g. Por otra parte,
Arivalagan et al. (2021) reportan valores de 48.3 mg EAG/100 g en pitahaya roja fresca,
la variacion puede deberse al origen del cultivo y la metodologia empleada.

Con respecto a la CA se obtuvo un valor de 5611.51 mg Trolox/100 g. Mora et al.
(2018) reportaron valores de 2826.344 mg Trolox/100 g en Hylocereus undathus y de

2385.704 mg Trolox/100 g en Hylocereus megalanthus, ambas especies analizadas
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en polvo mediante proceso de liofilizacion lo que nos indica que la variacion de los
resultados se debe al tipo de especie demostrando que la pitahaya roja es la de mayor
contenido de CA debido a la presencia de polifenoles, vitamina C, betalainas,
compuestos bioactivos que otorgan una alta CA (Attar et al., 2022).

Por dltimo, los valores que se obtuvieron de las betalainas fueron de 115.92 mg
betalainas/100 g. Garcia-Cruz et al. (2012) reportaron que el contenido de betalainas
en pulpa fresca fue de 347.30 mg betalainas/100 g, mientras que Wu et al. (2006)
reportaron que la pulpa de pitahaya roja tiene valores de 10.3 mg betalainas/100 g.
Las betalainas obtenidas en este trabajo fueron superiores a las reportadas de Wu et
al. (2006) pero inferiores a las reportadas por Garcia-Cruz et al. (2012). Es importante
mencionar que las diferencias se pueden deber a las metodologias usadas, asi como

el origen del fruto y la parte del fruto analizada.

Tabla 11. Compuestos bioactivos de pitahaya roja en polvo.

Parametro Valores
Compuestos fendlicos (mg EAG/100 g) 1044.32 £ 30.12
Capacidad antioxidante (mg Trolox/100 g) 5611.51 + 207.35
Betalainas totales (mg betalainas/100 g) 115.92 £0.18

8.3. Crecimiento de Lactobacillus rhamnosus en bebidas fermentadas

En la Figura 7 se presenta el crecimiento de L. rhamnosus a las 24 h de incubacion de
los sistemas presentados en la Tabla 9. Se observa que no existe diferencia
significativa (p > 0.05) entre los sistemas, la formulacion de los sistemas, no influyd
para que el microorganismo creciera mas de 7 CL. La poblacion de L. rhamnosus en
los sistemas fue 7.2 — 8.2 CL, estos valores son mayores a los reportado por Corrales
et al. (2007), en donde se menciona que, para ser considerado como probidtico, se
debe contar con minimo una poblacién de 1x10°® UFC/g de microorganismos viables.
Los sistemas que mayor crecimiento presentaron fueron S3, S4 y S5, estos fueron
formulados con el polvo de pitahaya roja, ademas contaban con el prebioético que fue
la inulina, asi como la fuente proteica otorgada por el suero de leche. Velazquez-Lopez
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et al. (2016) reportaron un recuento similar de 1x10’ UFC/mL de Lactobacillus casei
en bebidas fermentadas a base de lactosuero y adicionadas con mermelada de pifia -
coco. Guerra et al. (2023) evaluaron la poblacion de L. rhamnosus en bebidas con
proteina de suero aislada y fruta de la pasion, determinando que la poblacién después
de la fermentacién fue >7.7 CL. Por lo que, los ingredientes usados para la formulacion
de bebidas en este trabajo: suero, inulina y pitahaya, pueden ser considerados un

vehiculo para el crecimiento de probioticos.
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Figura 7. Crecimiento de L. rhamnosus en las bebidas fermentadas con pitahaya
roja, suero de leche e inulina.

8.4. Caracterizacién quimico-proximal de las bebidas fermentadas

La Tabla 12 muestra los resultados de la caracterizacién quimico-proximal de las
bebidas fermentadas. Se observa que el componente mayoritario fue el agua, en la
Tabla 9 se indicé que la composicion de agua en los sistemas fue entre 95 y 96 %.
Resultados similares fueron reportados por Paz-Gamboa et al. (2019), quienes
determinaron el contenido de agua en bebidas lacteas adicionadas con jugo de pitaya
y Lactobacillus reuteri, obteniendo valores entre 86 — 92%. El valor de grasa de todos

los sistemas fue menor del 0.5%. Respecto a los otros componentes de la bebida, se
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observa que el S3 y S5 presentaron el mayor contenido de proteina y ceniza, esto
puede deberse al suero de leche, debido a que es un producto rico en minerales y
proteinas de alto valor biolégico (Navas, 2012). Valores similares fueron reportados
por Paz-Gamboa et al. (2019) mencionando un contenido de proteina en bebidas
lacteas entre 2.7 — 4.8 %, mientras que el contenido de cenizas se encuentra entre 0.5
- 0.9%, los valores reportados se deben a la adicion de la leche en la formulacion,
mientras que los elaborados en este trabajo se deben a la adicion de suero, asi como
a la pitahaya. Por otro lado, las bebidas fermentadas presentaron fibra dietética, este
es un ingrediente funcional con beneficios a la salud. Los valores de fibra fueron
aportados por la pitahaya roja y la inulina (Arivalagan et al., 2021). Por dltimo el

contenido de carbohidratos fue menor al 2%.

Tabla 12. Composicion quimico-proximal de bebidas fermentadas con L. rhamnosus.

Componente (%) S1 S2 S3 S4 S5
Agua 96.18 £ 0.17b 96.93 £ 0.11a 96.07 £ 0.13b 96.88 + 0.01a 95.03 + 0.02¢
Grasa (bh) 0.05 £ 0.01d 0.05 +0.01d 0.17 £ 0.00b 0.10 + 0.00c 0.22 £ 0.01a
Proteina (bh) 1.11 + 0.08b 0.77 £ 0.01c 1.53+0.01la 0.10 £ 0.00d 1.56 + 0.01a
Cenizas (bh) 0.17 £ 0.01b 0.12 £ 0.01c 0.23 £ 0.00a 0.08 £ 0.01c 0.24 £ 0.00a
FDT 0.79 £ 0.08c 1.47 £ 0.08a,b 1.51+0.10a,b 1.74 £+ 0.01la 1.31+0.07b

Carbohidratos* 1.70 0.66 0.49 1.10 1.64

*Los carbohidratos fueron calculados por diferencia. Letras diferentes en fila indican

diferencia significativa a = 0.05.

8.5. Contenido de compuestos bioactivos en bebidas fermentadas

En la Figura 8 se presenta el contenido de compuestos fendlicos de las bebidas
fermentadas, se observa que hay diferencia significativa entre las bebidas formuladas,
siendo mayor el contenido de fenoles en los S3, S4 y S5, mientras que el S1y S2
presentaron los valores mas bajos (7.94 y 7.99 mg EAG/100 mL), respectivamente,
este valor bajo se debe a que no se les adicioné la pitahaya. Por otro lado, los valores
obtenidos de los S3, S4 y S5 fueron 15.32, 15.16 y 15.20 mg EAG/100 mL,
respectivamente, demostrando que la adicion de la pitahaya en polvo aumenta
considerablemente los compuestos fenolicos. Ochoa-Velasco et al. (2012) reportaron
valores de 45.31 mg de EAG/100 mL en jugo de pitahaya roja, 32.1 mg de EAG/100
mL en jugo de pitahaya rosa y 24.6 mg de EAG/100 mL en jugo de pitahaya blanca
fermentados con Saccharomyces cerevisiae, demostrando que, de las tres especies
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de pitahaya, la pitahaya roja es la que presenta mas compuestos fendlicos. También
lo que nos indica que el tipo de microorganismo influye en el contenido de CF en mayor

0 menor cantidad
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Figura 8. Compuestos fendlicos de bebidas fermentadas con L. rhamnosus.

En la Figura 9 se presenta la capacidad antioxidante de las bebidas fermentadas, se
observa que hay diferencias significativas entre los sistemas elaborados, los sistemas
S3, S4 y S5, presentan los contenidos mas altos de capacidad antioxidante (43.07,
42.22 y 43.87 mg Trolox/100 mL), respectivamente, lo cual se debe a la adicion de
pitahaya roja, algunos autores mencionan que este fruto presenta una alta capacidad
antioxidante debido a la presencia de betacianinas, las cuales estdn en mayor
concentracion en la pitahaya roja y es superior a la de otras cactaceas como la tuna
(Verona-Ruiz et al., 2020). Ochoa-Velasco et al. (2012) reportaron valores de 160.84
mg de Trolox/100 mL de capacidad antioxidante en jugo de pitahaya roja fermentado
con Saccharomyces cerevisiae. Probablemente, la variabilidad de los resultados se
debe al microorganismo utilizado en los procesos fermentativos, la propia formulacién
de las bebidas, asi como a las metodologias utilizadas. Agustina et al. (2022)
mencionan que la capacidad antioxidante de bebidas fermentadas con pitahaya roja 'y
Lactobacillus paracasei incrementa, debido a que las bacterias acido-lacticas
producen compuestos antioxidantes, ademas, durante el proceso de fermentacion la
presencia de metabolitos por parte de estos microorganismos causa un incremento en

la actividad antioxidante.
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Por ultimo, en la Figura 10 se muestran el contenido de betalainas totales de las
bebidas S3, S4 y S5, en donde no se observaron diferencias significativas en el
contenido de betalainas (p>0.05). Guadarrama (2018) trabaj6 con jugo de xoconostle
liofilizado y report6 valores 2.49 mg betalainas/100 mL. Por otro lado, Choo et al.
(2018) elaboraron una bebida con pitahaya roja fermentada con la microbiota presente
en el fruto reportando un contenido de betanina de 16.53 g/L, las diferencias pueden
atribuirse al origen de la fruta, asi como también a la presencia de L. rhamnosus, el
cual como se menciond anteriormente puede tener una influencia sobre los

compuestos bioactivos.
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Figura 10. Contenido de betalainas totales de bebidas fermentadas con L.
rhamnosus.

8.6. Evaluacion sensorial de las bebidas fermentadas

En la Figura 11 se presenta la imagen de las bebidas fermentadas con suero, inulina,
pitahaya roja y L. rhamnosus. Y en la Tabla 13 se muestran los resultados de la
evaluacion sensorial con los atributos evaluados en las bebidas, mismos que fueron:
color, olor, sabor y aceptacion general. Se observo que, el color fue el que presenté
un mayor puntaje (5.4 a 5.6) en los sistemas S3, S4 y S5, lo que significa “me gusta
moderadamente”, esta preferencia en la aceptacion puede ser atribuida al color rojo-
rosado que presentaron estos sistemas y que puede ser debido a las betalainas del
fruto, los cuales son compuestos que no solo otorgan capacidad antioxidante, sino que
dan un color rojo. Resultados similares respecto a la aceptacion de bebidas con
pitahaya roja fueron reportados por Choo et al. (2022), quienes mencionan que el color
de la pitahaya influye en la aceptacion de bebidas, en cuanto al atributo de olor y
aceptacion general, no se presentaron diferencias significativas (p>0.05), mientras que
el sabor si presentd diferencia significativa (p<0.05) esto debido a que los

consumidores no tenian conocimiento sobre que esperar del sabor de la pitahaya.
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Figura 11. Imagen de las bebidas fermentadas formuladas.

Tabla 13. Evaluacién sensorial de las bebidas fermentadas con L. rhamnosus.

Atributos
Sistema Color Olor Sabor Aceptacion
general
1 442+099b 4.06+1.13a 398+149ab 4.08+132a
2 436+088b 438+10l1a 434+125a 432+117a
3 540+099a 436+1.06a 344+146b 3.76+x1.36a
4 576 +1.39a 4.20+1.03a 4.00+x162ab 4.14+158a
5 546+1.05a 466+149a 424+166a 432+168a

*Promedio + desviacidon estandar. Letras diferentes en columna indican diferencia

significativa a = 0.05.

Se decidi6é seleccionar a la bebida del sistema 5, porque fue la bebida que contenia
tanto el probiético como el prebidtico, asi como los compuestos bioactivos de la

pitahaya roja, esta bebida fue la que se analiz6 durante el almacenamiento.

8.7.

fermentada seleccionada durante el almacenamiento.

Evaluacion de la viabilidad y de los compuestos bioactivos de la bebida

En la Tabla 14 se muestra la viabilidad de L. rhamnosus, los compuestos fendlicos, la
actividad antioxidante y el contenido de betalainas de la bebida S5 durante el
almacenamiento en refrigeracion durante 20 d. Respecto a la viabilidad del

microorganismo, se puede observar que hubo diferencia significativa en la poblacion
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microbiana (p<0.05), sin embargo, la viabilidad de L. rhamnosus se mantuvo por arriba
de los 6 CL. Lo que se puede atribuir a la adicion de la inulina, misma que promueve
la viabilidad y supervivencia de los probioticos al servirle como alimento durante el
almacenamiento. Obando et al. (2010) mencionan sobre la viabilidad de
microorganismos probidticos en queso cottage durante el almacenamiento, diciendo
que la viabilidad de los probidticos depende no solo del producto al cual se han
adicionado, sino que también a ciertos parametros como lo son la acidez, fuentes de

nitrégeno, actividad de agua, entre otros (Hayes et al., 2006).

Tabla 14. Efecto del almacenamiento sobre la viabilidad de L. rhamnosus, los

compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y betalainas de la bebida.

Parametros evaluados durante el almacenamiento

Viabilidad ~ COMpuestos Capacidad Betalainas
Tiempo Log fendlicos antioxidante totales
@ wrcmyy (M9 iAl_();/ 100 (mg T:ﬁl'_c)’x’ 100 (mg /100 mL)

0 7.74 + 0.06a 15.70 + 0.53a 97.89 + 2.16a 2.52 + 0.00a
5 7.67 £0.02a 16.81 £ 0.09a 86.33 + 1.34a 1.94+0.12b
10 7.50 £ 0.01b 22.76 + 0.05a 93.70 + 6.59a 2.06 £ 0.08b
15 7.50 £ 0.02b 22.05 +1.25a 101.73 +4.98a 2.04 £0.19b
20 7.38 + 0.01c 21.25 + 4.48a 102.46 £ 18.65a  1.73 £ 0.04b

*Promedio *+ desviacion estandar. Letras diferentes en columna indican diferencia

significativa a = 0.05.

Por otro lado, los CF incrementaron en un 35.35 %, asi como la CA que también
incrementd un 4.66 %, mientras que, las betalainas se redujeron un 31.3 %. Estos
incrementos o reducciones en los compuestos bioactivos pueden ser promovidos por
las enzimas sintetizadas por los probidticos, Valenzuela (2020) reportaron que las
bacterias lacticas propician cambios en la matriz alimentaria tanto nutricional del

alimento, como de los compuestos fendlicos y capacidad antioxidante.

Moreno et al. (2007) mencionan que la estabilidad de bebidas citricas acondicionadas
con betalainas provenientes de tuna y remolacha se reducen durante el
almacenamiento, reportando valores de 0.86 — 0.93 mg/100mL al tiempo 0, y después

de 21 d hubo una disminucion del 19 y 27% de las betalainas. Este comportamiento
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de inestabilidad de las betalainas se ve influenciado por diversos factores tales como
la temperatura, pH, luz, actividad de agua y enzimatica, asi como a la presencia de
oxigeno y/o metales (Flores et al., 2019). Moreno-Alvarez et al. (2003) menciona que
este tipo de comportamiento se ha observado en otro tipo de bebidas y que esto puede
ser debido a la presencia del oxigeno presente en los espacios de cierre en la boquilla
de los envases, al igual que la accidén de los radicales libres y trazas de minerales

causan una degradacion acelerada de estos compuestos.
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. CONCLUSIONES

La pitahaya roja se considera un fruto con ingredientes funcionales como: fibra
dietética, compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y betalainas.

Después de la fermentacién la poblacion de L. rhamnosus fue mayor a 7 CL en
todas las bebidas formuladas.

La adicidén de pitahaya en las bebidas S3, S4 y S5 incrementé el contenido de
compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y betalainas en comparaciéon a
las bebidas S1 y S2 que no contenian pitahaya.

La evaluacion sensorial mostré diferencias significativas en el color de las
bebidas S3, S4 y S5, con un nivel de agrado de “Me gusta ligeramente”.

La viabilidad de L. rhamnosus en la bebida 5 (suero de leche, inulina y pitahaya)
se mantuvo por arriba de los 6 CL durante el almacenamiento a 5°C por 20 d.
Hubo un aumento en los compuestos fendlicos y capacidad antioxidante,
mientras que las betalainas se redujeron en la bebida 5 después del

almacenamiento.
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10. RECOMENDACIONES

- Evaluar los microorganismos indicadores de calidad en las bebidas después
del almacenamiento para asegurar la inocuidad de la bebida.

- Evaluar el comportamiento de los nutrientes y compuestos funcionales
mediante procesos de simulacidn gastrica.

- Realizar una prueba sensorial después del almacenamiento para conocer

su aceptabilidad.
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