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1. Resumen
La tuna purpura (Opuntia ficus-indica) tiene compuestos antioxidantes importantes en

la dieta, estos compuestos disminuyen el dafio celular ocasionado por los radicales
libres. En México se consumen 8 kg per capita de yogurt los cuales contienen
compuestos no saludables como los colorantes, este producto lacteo se ha utilizado
como vehiculo para la adicion de otro alimento. El ultrasonido es una tecnologia de
conservacion que preserva las caracteristicas nutricionales y promueve la liberacién
de compuestos bioactivos aumentando su biodisponibilidad. El objetivo del proyecto
fue evaluar las propiedades fisicoquimicas, microbioldgicas y antioxidantes de un
yogurt liquido adicionado con un liofilizado de jugo de tuna purpura ultrasonicado
(80% de amplitud por 12.5 min) (YJU) en comparacion con un control (YJC) y
productos comerciales (YCL e YCO). Los yogures con jugo de tuna purpura
presentaron mayor viscosidad, un color violeta intenso, con buena calidad
microbiolégica reportada en los recuentos de mesoéfilos aerobios, de enterobacterias
y de bacterias acido lacticas. El yogurt control fue mayor (p<0.05) en el contenido de
acido ascorbico y de fenoles totales (129.83 mg EAA/100mL, 26.64 mg EAG/100mL,
respectivamente). La mayor actividad antioxidante determinada por los métodos de
ABTS y DPPH fue el YJU (6.41 y 38.37 uM ET/100mL, respectivamente), y en FRAP
el YJC (7.20 uM Fe(I1)/100mL). En la fraccion bioaccesible de acido ascérbico fue
mayor el YJC (172.59 mg EAG/100mL) y en fenoles totales el YCL (22.42 mg
EAG/100mL). ElI yogurt con jugo ultrasonicado (YJU) presenté una mayor
bioaccesibilidad de los compuestos antioxidantes en comparacion con el control. La
actividad antioxidante de los compuestos bioaccesibles fue mayor en el YCL (23.49
mg EAA/100mL) por ABTS, por DPPH el YJC e YJU (139.62 y 145.21 yM ET/100mL,
respectivamente) y por FRAP el YJC (5.51 uyM Fe(l1)/100mL). La adicion del jugo de
tuna al yogurt aporté buenas caracteristicas de viscosidad, color y antioxidantes sin
afectar su calidad.

Palabras clave: ultrasonido, tuna purpura, yogurt liquido, bioaccesibilidad in vitro,
antioxidantes.
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2. Abstract
The purple cactus pear (Opuntia ficus-indica) has important antioxidant compounds in

the diet, these compounds decrease cell damage caused by free radicals. In Mexico,
is consume around 8 kg per capita of yogurt which contain unhealthy compounds
such as colorants, this dairy product has been used as a vehicle for the addition in
another food. Ultrasound is a preservation technology that preserves the nutritional
characteristics and promotes the release of bioactive compounds increasing their
bioavailability. The aim of the project was to evaluate the physicochemical,
microbiological and antioxidant properties of a liquid yogurt with a lyophilized
ultrasound purple cactus pear juice (80% amplitude for 12.5 min) (YJU) added
compared with a control (YJC) and two commercial products (YCL and YCO). The
yoghurts with purple cactus pear juice presented higher viscosity, an intense violet
color, with good microbiological quality reported in counts of aerobic mesophiles,
enterobacteria and lactic acid bacteria. The control yogurt was higher (p <0.05) in the
content of ascorbic acid and total phenols (129.83 mg AAE/100mL and 26.64 mg
AGE/100mL, respectively). The highest antioxidant activity determined by the ABTS
and DPPH methods was YJU (6.41 and 38.37 yM TE/100mL, respectively), in FRAP
the YJC (7.20 uM Fe (I1)/100mL). In the bioaccesible fraction, the ascorbic acid in the
YJC (172.59 mg AGE/100mL) and YCL in total phenols (22.42 mg AGE/100mL) were
higher. The yogurt with ultrasonic juice (YJU) had a higher bioavailability of the
antioxidant compounds compared to the control. The antioxidant activity of the
bioaccessible compounds was higher in the YCL (23.49 mg AAE/100mL) by ABTS,
by DPPH the YJC and YJU (139.62 and 145.21 uM TE/100mL, respectively) and by
FRAP the YJC (5.51 uM Fe (11)/100mL). The addition of cactus pear juice to yogurt
provided good viscosity, color and antioxidant characteristics without affecting its
quality.

Key words: ultrasound, purple cactus pear, liquid yogurt, in vitro bioaccessibility,

antioxidants.
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3. Marco teodrico
3.1 Caracteristicas del nopal

El nopal (Opuntia ficus-indica) es una cactacea que se encuentra presente en zonas
aridas y semiaridas, con gran diversidad de especies y amplia distribucion geografica
en México (Torres-Ponce et al., 2015), esta verdura es originaria de América y se ha
difundido a Europa, Africa, Asia y Oceania donde se cultiva o encuentra de forma

silvestre (Reyes-Aguero et al., 2005; Pefa-Valdivia et al., 2012).

Es una planta arbustiva a arborescente de 1.7 metros con un tallo primario lignificado
bien definido, cladodios elipticos u ovalados, circulares y rombicos de 32-44
centimetros de largo, presentan areolas que contienen espinas finas y producen
flores de 7-10 cm de largo, su fruto suele ser esférico, cilindrico o eliptico
frecuentemente amarillo brillante, amarillo palido a rojo purpura de 7-9 cm de largo y

5-6 cm de ancho con un peso de 86-146 gramos.

Figura 1. Opuntia ficus-indica
A: habito; B: cladodio; C: aréola del
cladodio; D: flor; E: areola de la flor; F:
seccion longitudinal de la fruta; G: fruta;
H: vista dorsal de la semilla; I: vista
ventral de la semilla. Fuente: Reyes-
Aguero et al., 2005

3.2 Tuna Opuntia ficus-indica

La tuna es el fruto del nopal, es una baya polysperma que forma parte de la familia
de las Cactaceas de forma ovoide esférica de color verde y toma diferentes colores

cuando maduran como se muestra en la figura 2 varian segun la especie, presentan
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espinas finas y fragiles de 2 a 3 mm de longitud; la especie Opuntia ficus indica se

desarrolla en zonas aridas y muy aridas con lluvias de verano (Castro et al., 2009).

Figura 2. Tuna (Opuntia ficus-indica)

Se le conoce por diferentes nombres como: nochtli de la lengua nahuatl; higo de las
Indias en Espafa; prickly pear, Cactus fruti o Cactus pear en Estados Unidos;
Chumbo en Francia, etc. (Bazan y Curbina, 2016). Existen casi 300 especies pero
solo 10 6 12 son utilizadas por el hombre, ya sea para consumo humano como fruto,
forraje o cochinilla para la obtencién de colorante; en México se utiliza principalmente
como forraje (Scheinvar, 1999; Mondragén-Jacobo y Pérez-Gonzalez, 2001). La
especie mas cultivada es la Opuntia ficus-indica, fruto que se caracteriza por ser
dulce, jugoso, de color amarillo, anaranjado, rojo o purpura con mucha pulpa y
cascara de grosor variable (Scheinvar, 1999; Jiménez-Aguilar et al., 2015), en la
tabla 1 se muestra la proporcion en la que se encuentra cada una de sus fracciones.
La pulpa del fruto es del mismo color que el de la cascara, es pulposa y jugosa,
ligeramente dulce (12.4-15.5 °Brix), sus semillas son lenticuladas, contiene de 188-

335 semillas por fruto (Figura 1) (Reyes-Agulero et al., 2005; Bensadon et al., 2010).

El color de su cascara y pulpa es definido por la combinacién de los pigmentos
provenientes de las betalainas, el rojo-purpura de las betaninas y el amarillo-naranja

por las indicaxantinas (Butera et al., 2002). Las tunas de pulpa blanca y cascara
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verde son las de mayor consumo, su produccion en el ambito nacional corresponde a

casi el 95% de la produccion total (Sumaya-Martinez et al., 2010).

Tabla 1. Componentes del fruto de Opuntia ficus-indica

Fraccion Porcentaje (%)

Cascara 24.5-58.2
Pulpa 37.3-69.2

Semillas 4.3-7.3

Fuente: Jiménez-Aguilar et al., 2015.

Como se mencion6 anteriormente la tuna tiene especificaciones de suelo y clima
para su crecimiento, por lo tanto su produccion en los diferentes estados de México

es muy variada, por estacionalidad (clima) y tipo de suelo.

3.2.1 Produccion

En México la produccion de tuna es importante y actualmente es el principal
productor de esta fruta en el mundo, su superficie de cultivo se encuentra con cerca
de 50 000 hectareas para la produccion de fruta (Flores-Valdez, 2003) y actualmente
habria 72 000 mil hectareas (Saenz et al., 2006). Las tres principales regiones
productoras son: 1) region sur, por el estado de Puebla y Oaxaca; 2) regiéon centro
por el estado de México e Hidalgo; 3) region centro-norte por los estados de
Guanajuato, Jalisco, Aguascalientes, San Luis Potosi y Zacatecas (Flores-Valdez,
2010). Por estados el principal productor es el Estado de México seguido de
Zacatecas, Puebla e Hidalgo (Fideicomiso de riesgo compartido, 2017).

Hidalgo ocupa el 5° lugar nacional con el 4.61% de produccion (SAGARPA, 2017), es
uno de los principales estados productores dividido en dos regiones cosechadoras, el
Valle del Mezquital (Actopan, El Arenal, Ajacuba, Ixmiquilpan, Huichapan y Francisco
| Madero) y Altiplano Hidalguense (Zempoala, Epazoyucan, Vila de Tezontepec, San
Agustin Tlaxiaca, Singuilucan, Apan y Tlanalapa) (Jolalpa et al., 2011), estas
regiones generan una produccién media anual de 21,337 toneladas (SAGARPA,
2017).
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La produccion anual de tuna en México es superior a las 400 mil toneladas (Boletin,
Camara de diputados, 2017), a pesar de ser el principal productor no es el primordial
exportador (SAGARPA, 2016), solo se exporta el 1.5%, lo que lleva a una alta
pérdida por problemas de exportacién. Otro de los problemas de la tuna en la
comercializacidn son la saturacion de producto en un corto periodo de tiempo, ya que
es un fruto de temporada que concentra el 90% de la produccion en los meses de
julio, agosto y septiembre compitiendo con algunos otros frutos como durazno,
manzana, guayaba etc. (Flores, 2002). Por la informacién anterior, nace la necesidad
de elevar la competitividad de la tuna mexicana a nivel internacional con la creacion

de nuevos productos de alto valor agregado (Sumaya-Martinez et al., 2010).
3.2.2 Composicion quimica

La composicién quimica del fruto del nopal varia segun la madurez, la pulpa ocupa
del 37.3-69.2% del fruto la cual esta compuesta en su mayoria por agua con el 83%,
proteina 0.2-1.6%, grasa 0.09-0.7%, fibra 0.02-3.1% y azucares totales 10-17%
(Piga, 2004). Existen diversas variaciones de la composicion quimica del fruto debido
a que depende de la procedencia o factores agrondmicos, su consumo también
aporta, vitamina C, compuestos fendlicos y pigmentos betalainicos, en la tabla 2 se

describe la composicién quimica de la tuna purpura.

La composicion de la pulpa de tuna destaca principalmente por sus antioxidantes,
que han sido de interés para la poblacion por sus funciones contra los radicales libres

y por las propiedades que pueda generar el contenido de fibra.

Tabla 2. Composicion quimica de pulpa de tuna parpura

Pardmetros Unidad Contenido por 100 g
Energia kcal 41
Agua g 87.55
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Proteina g 0.73
Lipidos totales g 0.51
Fibra g 3.60
Cenizas g 1.64
Carbohidratos g 9.57
Minerales
Calcio mg 56
Magnesio mg 85
Hierro mg 0.30
Sodio mg 5
Potasio mg 220
Fosforo mg 24
Zinc mg 0.12
Cobre mg 0.08
Selenio Mg 0.60
Vitaminas
Vitamina C mg 14
Tiamina mg 0.014
Riboflavina mg 0.06
Niacina mg 0.46
Vitamina B6 mg 0.06
Folato Mg 6
Vitamina A Mg 2
Beta Carotenos Mg 2.5
Lipidos

Saturados g 0.067
Monoinsaturados g 0.075
Polinsaturados g 0.213
Betaninas mg 100

Fuente: Barba et al., 2017; Ramirez-Moreno et al., 2011; Saenz y
Sepulveda 2001.

3.2.3 Propiedades nutricionales

La tuna es un fruto que ha llamado la atencion por su valor nutritivo, lo que la hace
destacar de las demas frutas; principalmente entre la comunidad cientifica, su
contenido de fibra soluble (pectina) (Maki-Diaz et al., 2015) otorga beneficios a la

salud, ya que es capaz de retener agua produciendo un aumento de la masa fecal
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que acelera el transito intestinal (King, 2000), contribuye a la fermentacion
proteolitica y sacarolitica, asi como ejercer un efecto prebidtico (Escudero et al.,
2006).

A la tuna se le confieren caracteristicas de un alimento funcional, por su composicion
tiene ventajas alimenticias que promueven la salud, principalmente por sus
pigmentos llamados betaninas, mismos que han demostrado poseer un gran efecto
antioxidante, entre otros bioactivos como los fenoles, flavonoides y acido ascorbico;
asi como altas concentraciones de compuestos como: calcio, magnesio, prolina y
taurina (Vergara, 2013; Galati et al., 2003). El contenido y cantidad de antioxidantes
que tiene la tuna es de interés, por lo que ha sido muy estudiada, para poder generar
competitividad con otros productos agricolas debido a los beneficios que estos
imparten a la salud y la prevencion de enfermedades crénico no transmisibles
(Guevara, 2009), se ha demostrado que reducen los procesos de oxidacion de
colesterol y triglicéridos, e incrementa la neutralizacion de radicales libres, efecto que

es principalmente atribuido a los antioxidantes (Tesoriere et al., 2004).

3.2.4 Antioxidantes de la tuna purpura

Un antioxidante es una molécula que previene la formacion de radicales libres o
inhiben sus reacciones en estructuras celulares (proteinas, carbohidratos, lipidos y
ADN) (Venereo, 2002; Zamora, 2007). En los alimentos los antioxidantes han sido
definidos como sustancias que en pequefas cantidades pueden prevenir o retardar
la oxidacién de materiales facilmente oxidables como las grasas (Becker et al.,
2004).

Los antioxidantes de la tuna han demostrado su actividad contra los radicales libres
promoviendo la salud (Figueroa et al., 2010; Sumaya-Martinez et al., 2011), en la
figura 3 se pueden observar los compuestos mas importantes de la cascara y pulpa
entre los que destacan los fendlicos y los pigmentos betalainicos, ademas de la
vitamina C (Sumaya-Martinez et al., 2011; Ramirez-Ramos et al., 2015), estudios

previos han demostrado el contenido de estos compuestos bioactivos.
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Figura 3. Valorizacion del fruto Opuntia: recuperacion de compuestos de valor de
varias partes de la fruta. Fuente: Barba et al., 2017

Sumaya-Martinez et al. (2011) evaluaron 18 cultivares de tunas purpura, roja,
amarilla y blanca de diferentes estados de la republica, reportaron que la tuna
purpura contiene mas betacianinas y betaxantinas que las de la variedad rojo,
amarilla y blanca, lo mismo sucede con las concentraciones de acido ascorbico
siendo menores las tunas amarillas y blancas; en cuanto al contenido total de
fenoles, los cultivares purpura San Martin de Puebla e Hidalgo tienen la misma
concentracion de estos antioxidantes; se demostré que las tunas purpura y rojas
tienen una alta capacidad antioxidante a diferencia de las amarillas y blancas, esta

actividad fue determinada por el método de DPPH.

Ramirez-Ramos et al. (2015) evalué el contenido antioxidante de diferentes
variedades de tuna, en la tabla 3 se observan los valores reportados en las

variedades purpura.
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Tabla 3. Contenido antioxidante de diferentes variedades de tuna purpura

Variedad/Especie Betacianinas  Betaxantinas Fenoles Flavonoides

mg/100g pf mg/100g pf totales mg mg EQ/100g
EAG/100g pf pf

O. ficus-indica (L). 30.13 11.79 122.52 6.69

Mill (jade)

O. ficus-indica (L). 29.04 11.32 106.60 8.34

Mill (Copena CEIl)

O. ficus-indica (L). 30.91 12.82 143.74 8.23

Mill (Copena VI)

pf: Peso en fresco; EAG: Equivalentes de acido galico; EQ: Equivalentes de quercetina.
Fuente: Ramirez-Ramos et al. (2015).

Las tunas son una excelente alternativa para ser incorporadas en la dieta por sus
propiedades impartidas de los compuestos bioactivos contenidos en el fruto
(Monrroy-Gutiérrez et al., 2017), se puede utilizar como un potente antioxidante
natural o como un aditivo en alimentos (Sumaya-Martinez et al., 2011). Se ha
reportado que su consumo en fresco mejora la funcidon plaquetaria y reduce la

concentracion de lipidos en sangre (Ochoa y Gerrero, 2010).

3.2.4.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo heterogéneo de moléculas que tienen uno o
mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromatico, estan involucrados en multiples
acciones como la defensa contra patdégenos en las plantas, igualmente se consideran
importantes en la dieta por su capacidad de captar radicales libres, estos
compuestos se pueden encontrar en mayor proporcion en frutas, hortalizas, raices y
cereales (Chi-Tang, 1992; Crozier et al., 2009: Li et al., 2014). Sin embargo, no todos
se encuentran disponibles para su utilizacién debido a que varios factores interfieren
con la biodisponibilidad de los antioxidantes, como la fuente de alimentos y las
interacciones quimicas con otros fitoquimicos y biomoléculas (Parada y Aguilera,
2007). Los antioxidantes de frutas se mezclan comunmente con diferentes macro-

moléculas como carbohidratos, lipidos y proteinas para formar la matriz de los
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alimentos. En el tejido vegetal, los carbohidratos son los compuestos mas

encontrados, principalmente en formas libres y conjugadas (Manach et al., 2004).

La absorcion de los fenoles depende de su estructura espacial, peso molecular,
solubilidad, configuracién de los isémeros (Appeldoorn et al., 2009), algunos
compuestos son de gran tamafio como los polimerizados y glicosilados por lo cual
existe una hidrolisis enzimatica en la células epiteliales del intestino delgado para
hacerlos mas pequefios, por este proceso muy pocos son absorbidos en esta porcion
del tracto digestivo pasando al intestino grueso (IG) (Hollman et al., 1999; Rein et al.,
2013), cuando vienen acompanados de una molécula de azucar deben llegar hasta

el IG para ser hidrolizada y sean absorbidos (Erlund et al., 2000; Rein et al., 2013).

3.2.4.2 Acido ascérbico

El acido ascorbico o vitamina C es una vitamina hidrosoluble y esencial para la
dieta, es un importante agente antioxidante. Es un compuesto labil e inestable, se
puede degradar a través de muchas vias: oxidacion y térmica siendo las mas
importantes (Nahan, 2001). La mayoria de sus reacciones metabdlicas se deben a su
fuerte potencial reductor, se encuentra en muchas frutas y vegetales particularmente
las citricas (Naidu, 2003; Rusell, 2005).

Su absorcion varia segun su concentracion de consumo, se absorbe por un
mecanismo de transporte dependiente Na* (Flores, 1999), no se une a proteinas
plasmaticas y su exceso se regula mediante excrecion renal (Padayatty y Levine,
2001). Como ya se mencion6 anteriormente esta vitamina contribuye como agente

antioxidante ante la presencia de radicales libres ocasionados por el estrés oxidativo.

3.3 Efecto de los antioxidantes en la salud

La nutricion de las células supone una serie de procesos quimicos complejos
catalizados por enzimas que tienen como finalidad la obtencién de materiales,
energia y algunos otros como los antioxidantes, este conjunto de procesos recibe el

nombre de metabolismo (Coronado et al., 2015; Reyes et al., 2011). En condiciones
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normales existe un equilibrio entre la produccién de radicales libres u otras especies
reactivas con el mecanismo antioxidante, éste permite que la toxicidad por oxidacion
sea menor en las células. Cuando este equilibrio se rompe se asocia a un déficit del
sistema antioxidante o por una proliferacion descontrolada de radicales libres
(Quintanar y Calderdn, 2009). Cada vez hay mas pruebas de que el estrés oxidativo,
especialmente las especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno estan implicadas en
varias enfermedades inflamatorias degenerativas y el dano oxidativo puede ser

promotor de la enfermedad (MacDonald-Wicks et al., 2006).

Un radical libre es un atomo al que le hace falta un electrén, son muy reactivos, ya
que tienden a captar un electron de otros atomos para alcanzar su estabilidad
electroquimica, cuando lo ha logrado la otra molécula se convierte en un radical libre,
iniciandose una reaccion en cadena (Maldonado et al., 2010). Estos constituyen un
riesgo para las células y las biomoléculas, como los acidos nucleicos, proteinas,
polisacaridos vy lipidos; la oxidaciéon de estas moléculas pueden ocasionar un dafo
estructural irreversible, causando la pérdida o modificacion de su funcion bioldgica
(Céspedes y Sanchez, 2000; Stadtman y Levine, 2003).

Mientras que los antioxidantes se clasifican en dos principales grupos, enzimatico o
enddgeno y no enzimatico o exogeno, actuando en el sistema intracelular y
extracelular; el primer sistema de defensa corresponde al endégeno basado en un
complejo enzimatico que puede incluir la superéxido dismutasa, catalasa, glutatién
peroxidasa y glutation reductasa (Clarkson y Thompson, 2000; Combs, 2001); el
segundo corresponde al exdgeno, actua en paralelo al primero siendo util para
cuando se satura el enddgeno, esta compuesto por depuradores de radicales libres
como los flavonoides, vitamina E, vitamina C, vitamina A, carotenoides y algunos
minerales como: selenio, cobre, zinc etc. los cuales retrasan la produccion de

radicales libres (Zamora, 2007).

Las especies reactivas generadas en situacién de estrés oxidante, ocasionan un

dafo oxidativo produciendo en las células consecuencias criticas para su funcion,
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iniciando procesos patolégicos graves o favoreciendo su progreso (Halliwel vy
Whiteman, 2004; Levine y Stadtman, 2001), a los radicales libres se le asocia con el
desarrollo de numerosas patologias no transmisibles como el cancer y la diabetes
(Prior, 2003; Choi et al., 2004; Kuti, 2004; Maldonado et al., 2010; Coronado et al.,
2015). Por lo anterior existe un creciente interés en la eficacia de la actividad
antioxidante de las moléculas presentes en los alimentos, asi como su disponibilidad
ya que previenen las reacciones de los radicales libres, la mayor parte de los
antioxidantes provienen de la dieta, principalmente de frutas y verduras, también se

encuentran en productos lacteos como el yogurt.

3.4 Bioaccesibilidad y biodisponibilidad

La bioaccesibilidad se define como la cantidad de un componente que se libera de la
matriz de los alimentos en el tracto gastrointestinal y por lo tanto estén disponibles
para su absorcion (Heaney, 2001; Parada y Aguilera, 2007), este proceso trata de
modelos estaticos que simulan el transito a través del tracto digestivo humano, son
simples, faciles de aplicar y permiten estimar el efecto de las condiciones de
digestion y de factores ligados a la matriz alimentaria de un nutriente (Fernandez,
2010).

La bioaccesibilidad comprueba la cantidad de compuestos bioactivos que pueden ser
potencialmente absorbidos, de estos métodos se obtiene informacion mas rapida,
son econdmicos frente a métodos in vivo (animales y humanos) y se cuenta con una
mayor reproducibilidad (ainia, 2015), posteriormente se lleva a cabo |la

biodisponibilidad que principalmente se realiza mediante métodos in vivo.

La biodisponibilidad es la integracién de diversos procesos que indica la eficacia con
la que los nutrientes son utilizados, depende de los procesos de digestion, absorcidn
de los nutrientes, disponibilidad de los mismos, absorcion, transporte, utilizacion para
las funciones metabdlicas y eliminacion (Haro-Vincente et al., 2006; Hurrell y Egli,
2010; Caussy et al., 2003).

13
/a/m Larate [tiana



Estos procesos actualmente se utilizan con mayor frecuencia por la industria
alimentaria ya que como se menciono anteriormente, tienen ventajas por su rapidez y
bajo costo. Son utilizados para el desarrollo de alimentos funcionales los cuales

contienen compuestos bioactivos de interés.

3.5 El yogurt y sus caracteristicas

Se conoce que los productos lacteos son cultivados durante al menos 8000 afos, y
los primeros yogures probablemente fueron fermentados espontaneamente por
medio silvestre con las bacterias que vivian en las bolsas de piel de cabra, donde las
personas nomadas transportaban sus alimentos (Aranceta y Serra, 2004). El yogurt
es el producto obtenido de la fermentacion de la leche, estandarizada o no, por
medio de la accién de los microorganismos Streptococcus thermophilus vy
Lactobacillus bulgaricus, que requieren de glucosa y lactosa para que se lleve a cabo
la fermentacion teniendo como resultado la formacion de acido lactico y la reduccién
del pH (NOM-181_SCFI- 2010; Ramirez et al., 2011).

Es un producto se consume en la mayoria de las partes del mundo, en México para
el 2017 se produjeron 714,964 mil litros y su consumo per capita es de 53 litros por
persona al aino (CANILEC, 2018), aunque su consistencia y aroma pueden variar
segun la region, los ingredientes basicos son los mismos y se conocen diferentes
variaciones de este producto (Cortés et al, 2005). El consumo del yogurt ha
generado cambios estructurales en los humanos, como el aumento de la altura

adulta, densidad 6sea, masa corporal y longevidad (Cueva y Aryana, 2008).

La fuente primaria para la elaboracion del yogurt es la leche, la cual cuenta con
nutrientes esenciales como las proteinas, vitaminas (A, B6, B12, tiamina, riboflavina,
niacina, acido pantoténico) y minerales (calcio, potasio, zinc, selenio fosforo y
magnesio) (Cabana et al., 2006). El proceso de fermentacion de la leche, tiene
aportaciones nutricionales como: 1) fuente de calcio, vitaminas; 2) los cultivos
lacticos vivos facilitan la digestion de la leche mediante la degradacién de la lactosa,

las proteinas lacteas (lactoalbuminas, lactoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidasa,
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inmunoglobulina, glicomacropéptido y factores de crecimiento); 3) los minerales
promueven y mantienen el crecimiento musculo esquelético; 4) las bacterias acido
lacticas (BAL) generan sabor y textura en el yogurt, mantienen el sistema digestivo
humano sano y dan plenitud (Fedorak y Madsen, 2004; Yildiz, 2016).

Desde la antigliedad el yogurt es conocido por los efectos de las BAL probidticas
como Bifidobacterias, Streptococcus y principalmente Lactobacillus (Parra, 2012;
Vera, 2011), sus aportaciones consisten en la disminucion de la absorcién del
colesterol (Gibson y Roberfroid, 1995), sus metabolitos ejercen un efecto
antimicrobiano en la digestion mejorando la microbiota gastrointestinal (Guandalini,
2006). Investigaciones cientificas indican que el consumo de productos lacteos
fermentados puede contribuir a reducir el riesgo de enfermedades gastrointestinales,
cardiovasculares, del sistema inmune, alergias, cognitivas, control de peso, del
sistema nervioso etc. (Yildiz 2016). Los compuestos bioactivos en el yogurt han
ganado importancia teniendo muchas modificaciones industriales y sean mas
atractivos, otorgando beneficios extras a la salud humana, como las leches
fortificadas, los cereales, jugos, entre otros. Por esta situacion se conocen diversas

clasificaciones del yogurt entre las mas comunes se encuentran:

a) Por sus componentes: simple o natural y saborizado o con fruta; los dos
ultimos pueden contener hasta un 50% de ingredientes no lacteos como:
edulcorantes, frutas y verduras, jugos, purés, pastas, cereales, miel,
chocolate, frutos secos, café, especias y otros alimentos aromatizantes
naturales e inocuos y/o sabores (NOM-181_SCFI-2010).

b) Por su contenido de grasa: de leche entera (minimo 2.5%), leche parcialmente
descremada (minimo 1%) y de leche descremada (maximo 0.5%) (NMX-F-
444-1983).

c) Por su proceso de elaboracion: rigido y semirrigido, batido y liquido. Los
yogurt rigido y batido tienen alto contenido de solidos (14 a 16%), varian en su

proceso de elaboracion (Navarrete et al., 2004).
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La Norma Oficial Mexicana 181-SCFI-2010 menciona que todo yogurt debe cumplir

con ciertas especificaciones: de proteina lactea 2.9% como minimo, de la relacion

caseina-proteina lactea en el producto final al menos 70%, y de grasa butirica un

minimo de 15%.

Una de las presentaciones del yogurt descritas por la norma Mexicana F-444-1983

es el adicionado con fruta y aromatizado. Lo clasifica por el contenido de grasa de la

leche utilizada, en entera, parcialmente descremada y descremada. Teniendo como

diferencias el contenido de grasa, sélidos no grasos y la proteina (tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicos del yogur con frutay aromatizado

Leche Leche parcialmente Leche

entera descremada descremada
Especificaciones Min. Max. Min. Max. Min.  Max.
Grasa % 2 - 0.8 - - 0.40
Sélidos no grasos de 84 - 9.6 - 10 -
leche %
Acidez en acido lactico % 0.8 1.8 0.8 1.8 0.8 1.8
Proteina % 2.5 - 2.7 - 2.8 -
Humedad % - 78 - 78 - 78
pH menor de 4.5 4.5 4.5

Fuente: NMX-F-444-1983

En cuanto a las caracteristicas sensoriales y microbioldgicas del yogurt se menciona

lo siguiente:

a) Sensoriales:

- Color: uniforme y caracteristico del producto.

- Olor: debe ser agradable y caracteristico del producto.

- Sabor: acido, agradable y caracteristico del producto.

- Consistencia: debe ser firme o batido y con la viscosidad caracteristica del

producto.
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b) Microbioldgicas: el yogurt de cualquier tipo debe cumplir con las siguientes

especificaciones descritas en la tabla 5.

Tabla 5. Especificaciones microbiologicas

Bacterias lacticas vivas (Minimo) 2*10° UFC/g
Organismos coliformes (Maximo) 10 UFC/g
Hongos (Maximo) 10 UFC/g
Levaduras (Maximo) 10 UFC/g

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.
Fuente: NMX-F-444-1983

El yogurt es un alimento que a nivel industrial se realiza en grandes cantidades, y
que para su elaboracion se hace uso de cultivos lacticos, que como se menciono
anteriormente le confieren propiedades al producto y por ende su consumo

beneficios al cuerpo humano.

3.5.1 Caracteristicas de los microorganismos presentes en el yogurt

Los dos principales microorganismos presentes en el yogurt son Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus los cuales componen un cultivo lactico
(Devlieghere et al., 2004). El conocimiento de los cultivos lacticos se origind en el
siglo  XVIIl cuando agricultores de Africa, Asia y Europa observaron el
comportamiento de la leche cruda en los meses calidos, se comenzaron a
seleccionar las mejores condiciones para la inoculaciéon (Bedolla et al., 2000). Las
BAL vivas pueden estar contenidas en los cultivos lacticos e iniciadores; se conocen
tres clases de cultivos: el iniciador, el cultivo madre y el cultivo usual, este ultimo es
mayormente empleado en los procesos fermentativos (Castro y De Rovetto, 2006).
Comercialmente se pueden encontrar en diferentes presentaciones como: liquidos

frescos, liofilizado y congelados (Romero y Mestres, 2004).
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De acuerdo con el fin especifico de los cultivos se encuentran de dos formas:
homofermentativas (se produce acido lactico) y heterofermentativas (se produce de
acido lactico y alcohol) (Carr et al., 2002). También hay cultivos de acuerdo a su
temperatura de crecimiento: mesdfilas (20 - 30°C) y termdfilas (37 — 45°C); y por el
tipo de cultivo, como simple (1 cepa), multiple (2 — 4 cepas) y mixto (mezcla de cepas

y especies).

Los cultivos iniciadores tienen como funciones: la produccion de acido lactico por la
fermentacién de la lactosa, inhibir el desarrollo de microbiota contaminante y
patdgena, gelificacion de la leche, produccion de compuestos como diacetilo y
acetaldehido, que dan aroma, contribucién a la uniformidad en el producto final y han
sido utilizados como probidticos (Hernandez-Mendoza et al., 2007), muchos de los
cultivos han sido aislados del cuerpo humano principalmente del tracto digestivo
(Guarner et al., 2011). Son capaces de dar valor nutricional en los alimentos
fermentados por la produccion de exopolisacaridos e hidrolisis de péptidos en la
leche (Moreno-Arribas y Polo, 2008).

3.5.2 Estudios previos sobre el yogurt adicionado

Debido a la demanda de la poblacién por productos con un origen mas natural, la
poblacion cientifica se ha dedicado a la formulacidn de nuevos alimentos con
propiedades funcionales, un ejemplo de ellos son los productos lacteos. El yogurt es
uno de los que mas variedad tiene en cuanto a su contenido nutrimental, ya que
como se menciond anteriormente es muy estable para la adicidon de un sustrato
generando su enriquecimiento, principalmente se hace uso de los frutos ya que es el
grupo de alimentos mas ricos en compuestos bioactivos y de gran sabor (Santillan-
Urquiza et al., 2014).

Se ha hecho uso de arandanos, palmira, mango, zanahoria, uva y su residuo,
papaya, avena entre otros (Ju et al., 2013; Pagthinathan et al., 2016; Singh y
Muthukumarappan, 2007; Shin et al., 2015; Araujo et al., 2017; Amal et al., 2016;

Nionelli, 2014), siendo su objetivo enriquecer el producto mediante la adicion de
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fibras prebidticas, antioxidantes, aminoacidos, entre otros bioactivos propios del
sustrato y asi aumentar el consumo de estos componentes en la dieta, los cuales se

caracterizan por ofrecer beneficios a la salud (Santillan-Urquiza et al., 2014).

3.6 Alimentos funcionales

El concepto de alimento funcional se conocié por primera vez en Japon en los afios
80s, debido a la necesidad de disminuir los crecientes gastos en salud publica,
generados por la mayor expectativa de vida de la poblacion (Salinas, 2002). Existe
un gran numero de alimentos que debido a su contenido nutrimental por sus
compuestos bioactivos que otorguen beneficios a la salud ya cuentan con el sustento
cientifico para categorizarlo como funcional. Hay definiciones que dan un panorama
sobre un alimento funcional, también conocidos como FOSHU abreviatura del inglés
"Food with Specific Health Uses" (alimentos con usos especificos en salud) (Saito,
2007).

El Consejo de Alimentacion y Nutricion de la Academia de Ciencias de los Estados
Unidos los define como "alimentos modificados o que contengan ingredientes que
demuestren acciones para incrementar el bienestar del individuo o disminuya los
riesgos de enfermedades, mas alla de la funcién tradicional de su contenido" (ADA,
2009). Para Europa, de acuerdo al Instituto de Fermentaciones (IFl), un alimento
funcional es “aquel que ha demostrado satisfactoriamente afectar benéficamente una
o mas funciones especificas en el cuerpo, mas alla de los efectos nutricionales
adecuados, en una forma relevante para el estado de bienestar, salud o la reduccién

de riesgo de una enfermedad” (Flores et al., 2017).

Para el 2013 en Japon existian 1076 productos certificados y aprobados como
FOSHU por la JHNFA (Asociacién de Alimentos de Salud y Nutricion de Japon)
(ProChile, 2013), internacionalmente son escasos debido a que cada pais tiene
diferentes corporaciones para su regulaciéon, como: la FDA (Administracién de
Comida y Drogas) en Estados Unidos (FDA, 2018); la COFEPRIS (Comision Federal
para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios) en México (COFEPRIS, 2018).
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Estos alimentos se caracterizan por conferir efectos especificos en la salud del
consumidor, por sus ingredientes propios o afadidos (prebidticos, probioticos,
antioxidantes, acidos grasos omega-3, acido fdlico, fitoesteroles, fitoestrogenos,
aminoacidos, fibra, etc.) o por que se le han quitado componentes perjudiciales para
la salud (Yamada et al., 2008; Duran y Valenzuela, 2010). Actualmente hay muchos
alimentos que se consideran funcionales, pero no todos cuentan con el sustento
cientifico haciéndose publicidad de sus supuestas virtudes (Valenzuela et al., 2014).
Los componentes que han causado una mayor produccién de alimentos funcionales
son los antioxidantes, ya que en numerosos estudios se ha dado a conocer su efecto
que tiene sobre el estrés oxidativo. Se han elaborado productos como queso con
fitoesteroles y antioxidantes, leche de cabra alimentada con chia, leches
enriquecidas con acidos grasos omega-3, yogurt con probioticos y antioxidantes
(Aranceta y Serra, 2003), debido a que aun no hay una reglamentaria bien
establecida, las industrias alimentarias han hecho uso de esto para poder

comercializar productos funcionales.

3.7 Procesamiento industrial de los alimentos

La industria alimentaria se encarga del tratamiento, transformacion, preparacion,
conservacion y envasado de productos alimenticos que seran comercializados y
distribuidos entre la poblacién; la produccion de alimentos se esta incrementado y

gran parte se le atribuye a bebidas y alimentos elaborados (Berkowitz, 2001).

En las ultimas décadas, los consumidores se han vuelto mas exigentes en lo que
consumen Yy el costo de adquisicion, mostrando preocupacion por la seguridad de
sus alimentos; mientras que las constantes presiones econdmicas y comerciales
llevan al sector a ofrecer productos nuevos y diferentes al mercado asi como
productos de calidad nutricional (Polledo et al., 2011); por consiguiente un objetivo de
los ingenieros, cientificos, nutridlogos ha sido encontrar procesos alternativos y
tecnologias de conservacion de bajo costo, amigables con el ambiente y que
preserven los atributos de calidad del producto (Solomodn, 2005). Los antioxidantes
actualmente han llamado la atencidén por sus propiedades, sin embargo son
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compuestos muy inestables ante procesos de conservacibn generando su
disminucion (Pokorny y Schmidt, 2004), ocasionando la utilizacion de conservadores

y colorantes de origen sintético.

3.7.1 Colorantes y aditivos antioxidantes

Los aditivos alimentarios son cualquier ingrediente agregado a los alimentos, sin el
propoésito de nutrir, con el objeto de modificar caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas o sensoriales, durante su manufactura, y que se convertiran en

compuestos propios del mismo (Reglamento Bromatoldgico Nacional, 2012).

Actualmente los colorantes y aditivos se utilizan con mayor frecuencia por la industria
alimentaria, como consecuencia de la pérdida de las propiedades de los alimentos
debido a los tratamientos de conservaciéon utilizados (lbafez et al., 2003), o para

hacer mas atractivo el producto, devolviendo o intensificando el color perdido.
Los colorantes se pueden clasificar de la siguiente manera:

» Naturales: son aislados de materias primas de origen vegetal.
» Atrtificiales: compuestos quimicos obtenidos por sintesis, no identificados en
productos vegetales, por ejemplo: azul tartrazina o rojo allura. (Reglamento

bromatolégico nacional, 2012).

Los colorantes sintéticos estan en constante evaluacién para confirmar su toxicidad y
efectos a la salud, de los mas y utilizados son el azul n°1, rojo citrico n°2, rojo n°4,
rojo n°5, entre otros. El azul n°1 es un derivado del acido trifenilmetano, insoluble en
grasa, estable en acidos y a la luz; el rojo n°5 es un colorante azoico, soluble en
agua, puede provocar intolerancia en personas afectadas por los salicilatos y
ademas es un liberador de histamina, no es recomendado el consumo de este

colorante en nifios ya que puede causar hiperactividad (Mendoza y Calvo, 2010).

Entre otros aditivos existen los antioxidantes, se dividen en dos categorias los
sintéticos y los naturales; los sintéticos son compuestos de estructuras fendlicas con

varios grados de sustitucion alquilica, mientras que los naturales pueden ser:
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compuestos fendlicos (tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos
nitrogenados (alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas) o
carotenoides, asi como el acido ascoérbico (Shahidi, 2000; Wildman, 2007). Los
antioxidantes sintéticos como el Butil — hidroxianisol (BHA) y Butil - hidroxitolueno
(BHT) han sido utilizados desde principios del siglo pasado; sin embargo, se han
impuesto medidas de precaucién y restringiendo su uso por su carcinogenicidad
(Gonzalez et al., 2007).

Por lo tanto se ha promovido el uso de nuevas tecnologias que ayuden a reducir el
uso de conservadores, como la radiacion, el microencapsulado, el ultrasonido entre

otros (Barbosa-Canovas y Bermudez-Aguirre, 2010; Gharsallaoui et al., 2007).

3.7.2 Ultrasonido

El ultrasonido data desde 1957 (Eberhard y Walter, 1957) y se define como las ondas
acusticas inaudibles u ondas de presion de una frecuencia igual o superior a 20 kHz,
se denomina ultrasonido de alta potencia ya que tiene la propiedad de causar
cavitacion permitiendo la inactivacion de microorganismos en el procesamiento de
alimentos (Hoover, 2000), la atraccion de este método es que a corto tiempo y a
temperaturas bajas permite una extraccion de compuestos mas especifica en el

producto (Mason y Vinatoru, 2017).

Durante la cavitacion de un liquido la propagacion del ultrasonido genera
microburbujas dando lugar a su colapso, resultando en puntos calientes de hasta
5000°C (Yasui, 2010; Newman et al., 1997) (figura 4), cuando la burbuja colapsa
cerca de una superficie incide dafio sobre la pared de particulas del liquido, esta es
una de las principales razones por las cuales el ultrasonido es efectivo como método

de extraccion (Yasui, 2010).
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Figura 4. Creacion de burbujas durante la cavitacién y su colapso.
Fuente: Mason y Vinatoru, 2017

Una de las funciones es la extraccion de compuestos asistida por ultrasonido, ha sido
utilizado por la industria farmacéutica, cosmética y de alimentos (Vinatoru, 2001),
tiene mas eficiencia que otros métodos (Azuola y Aguilar, 2017), consiste en utilizar
sonidos de alta frecuencia con el fin de desprender el compuesto buscado del
vegetal, al reducir el tamafo de la particula se aumenta el area de exposicion al

solvente y a la cavitacion producida (Vinatoru, 2001; Gao y Liu, 2005).

Con esta tecnologia se ha logrado la extraccion de aceite de semilla de tuna verde,
aunque mostr6 menor rendimiento en comparacion con otros métodos
convencionales (soxhlet y maceracion), podria obtenerse mayor extraccion si se
realizan varias extracciones por el mismo tiempo requerido en el que se realizan los
métodos convencionales, por otro lado su actividad antioxidante (ABTS y DPPH) fue
menor a los métodos de soxhlet y de maceracion (Ortega-Ortega et al., 2007). En

otro estudio sobre la optimizacion del residuo de zarzamora, se logro la extracciéon de
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compuestos fendlicos en un menor tiempo en comparaciéon con las extracciones
mediante agua y etanol, mientas que la capacidad antioxidante de las muestras por
ultrasonido fue mayor por los métodos de ABTS y DPPH, estos resultados fueron
atribuidos principalmente a los compuestos fendlicos seguido de las antocianinas
(Zafra-Rojas et al., 2016).

El ultrasonido como técnica de preservacion es economico, inocuo, no afecta las
caracteristicas sensoriales, ayuda a preservar o mejorar las propiedades funcionales
de algunos alimentos, contribuyendo a su conservacion (Parada et al., 2012; Morata,
2008). Con este proceso se ha logrado potenciar la actividad antioxidante, conservar
propiedades fisicoquimicas, disminuir la carga microbiana y aumentar |la
bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes en pulpa de tuna purpura y jugo de
zarzamora (Zafra-Rojas et al., 2013; Zafra-Rojas et al., 2016), es una tecnologia que

presenta gran versatilidad.

El ultrasonido ha demostrado ser una alternativa para mejorar el rendimiento de
extraccion de antioxidantes y potenciar algunas propiedades funcionales de los
alimentos, y consecuentemente aumentar la bioaccesibilidad de compuestos
bioactivos como la vitamina C (Fonteles et al., 2002), ya que hay evidencia de una
baja disponibilidad de ciertos antioxidantes como los fenoles generando un efecto

limitado sobre la salud (Kamiloglu et al., 2014).

4. Problema de investigacion

La tuna purpura es un fruto con propiedades nutricionales importantes por su

composicién fisicoquimica y compuestos bioactivos como los antioxidantes de alto
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valor biologico. A pesar de tener mejores propiedades que la tuna verde, su consumo
y utilizacion es menor, aunado a esto es un alimento de temporada generando
pérdida post cosecha, ademas no existe promocion para elevar su consumo. Por otro
lado, se consumen aproximadamente 8 kg de yogurt per capita en México y es un
producto de alto consumo por su practicidad y estabilidad a la adicion de un alimento
para enriquecerlo. Actualmente la industria lactea lo utiliza como vehiculo de
alimentos funcionales, sin embargo, no se reporta en su informacion nutricional la
cantidad de antioxidantes lo cual seria importante conocer; ademas, algunos de los
ingredientes que le adicionan a los yogures, son sometidos previamente a procesos
térmicos de conservacion lo cual ocasiona la disminucion de los antioxidantes de
origen natural, importantes para la salud humana. Por lo anterior, es importante
conocer el contenido de antioxidantes del jugo de tuna purpura adicionado al yogurt y
asimismo, elevar la bioaccesibilidad de estos compuestos para su utilizaciéon en el

organismo humano, mediante técnicas de conservacion menos radicales.

5. Justificacion

En comparaciéon con otros paises, Espana tiene un consumo mayor de yogurt
principalmente sin aditivos, mientras que en México el producto lacteo que se
adquiere es de mala calidad por sus aditivos. Actualmente no existe en el mercado
un yogurt adicionado con jugo de tuna purpura, la cual tiene importantes compuestos

bioactivos como los antioxidantes, que en cantidades adecuadas son benéficos para
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la salud humana ya que contribuyen a la disminucion del estrés oxidativo ocasionado
por los radicales libres. Por otro lado, en la industria alimentaria el ultrasonido es
considerado una tecnologia emergente que logra la liberacion de compuestos
bioactivos, mejora las propiedades reoldgicas y contribuye a la inocuidad de los
alimentos ya que disminuye la carga microbiana. Utilizar este método en el jugo de
tuna purpura podra favorecer la disponibilidad de sus compuestos antioxidantes,
mientras que una posterior liofilizacion facilitara la adicion de este a un yogurt liquido,
contribuyendo a enriquecer sus propiedades nutricionales del producto. A partir de un
producto consumido habitualmente por la poblacion en general, se promueve la
ingesta de antioxidantes en la dieta, la disminucion del consumo de aditivos, se
permite el consumo y aprovechamiento del fruto, lo cual genera efectos benéficos
sobre la salud, como preventivo y coadyuvante en el tratamiento de patologias con

presencia de estrés oxidativo.

6. Objetivos
6.1 Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicoquimicas, microbiolégicas y antioxidantes de un yogurt
liquido adicionado con un liofilizado de jugo de tuna purpura (Opuntia ficus indica)

ultrasonicado, para compararlo con un yogurt control y productos comerciales.
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6.2 Objetivos especificos

Determinar las propiedades fisicoquimicas (pH, acidez titulable, color,
viscosidad y capacidad de retencion de agua) de un yogurt adicionado con un
liofiizado de jugo de tuna purpura ultrasonicado, para compararlo con un

yogurt control y productos comerciales.

Evaluar la calidad microbiolégica (mesofilos aerobios, enterobacterias y
bacterias acido lacticas) de un yogurt adicionado con un liofilizado de jugo de
tuna purpura ultrasonicado para compararlo con un yogurt control y productos

comerciales.

Analizar el contenido de acido ascorbico y de fenoles totales de un yogurt
adicionado con un liofilizado de jugo de tuna purpura ultrasonicado para

compararlo con un yogurt control y productos comerciales.

Calcular la capacidad antioxidante mediante los métodos de ABTS, DPPH Y
FRAP de un yogurt adicionado con un liofilizado de jugo de tuna purpura

ultrasonicado para compararlo con un yogurt control y productos comerciales.

Determinar la bioaccesibilidad in vitro del acido ascorbico, del contenido de
fenoles totales y actividad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) de un yogurt
adicionado con un liofilizado de jugo de tuna purpura ultrasonicado para

compararlo con un yogurt control y productos comerciales.

7. Materiales y métodos

El disefio metodolégico se compone por diversas etapas, desde la obtencion del

liofilizado de tuna purpura en dos diferentes fracciones uno ultrasonicado y uno

control sin sonicar, posteriormente la seleccidon del yogurt con colorantes comerciales

y el comercial, seguido de la determinacion de las propiedades fisicoquimicas de
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importancia, el analisis microbiolégico, el contenido antioxidante, la capacidad
antioxidante y su bioaccesibilidad in vitro. A continuacidn se describen las técnicas

de los diferentes parametros a evaluar (Figura 5).
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7.1 Obtencion del jugo de tuna purpura

Las tunas purpura (Opuntia ficus indica) se obtuvieron de forma local en el mes de
septiembre en un mercado de Actopan, Hidalgo, México, con un grado de madurez
completo, se necesitdé de aproximadamente 30 kg. Se sometieron a un proceso de
limpieza y desinfeccion con plata coloidal (microdin) y congelaron a -33°C. Para la
obtencion del jugo se retird la cascara y la pulpa se licué evitando el rompimiento de
las semillas, se pasé por un colador para después someterlo al proceso de
ultrasonido y posteriormente se liofiliz6. Para el yogurt control el jugo de tuna se pasé

por un colador y liofilizé.
7.1.1 Extraccion de antioxidantes del jugo de tuna purpura por ultrasonido

El jugo anteriormente elaborado se sometié a un proceso de ultrasonido (VCX-1500,
Sonics and Materials Inc., Newtown, CT, USA) a 1500 W. Se utilizé una frecuencia
constante de 20 kHz con las siguientes condiciones obtenidas de la optimizacién del
jugo de tuna purpura: 80% de amplitud con tiempo de 12.5 min y temperatura de
salida de 39°C, las duraciones del pulso fueron de 4 segundos encendido y 2
apagado. Este proceso optimizado fue obtenido de un estudio previo realizado por la
linea de Investigacién del Area Académica de Nutricién (Tecnofuncionalidad y
Nutricién Molecular de Compuestos Bioactivos) llevado a cabo en el laboratorio de
Tecnofuncionalidad de Alimentos en el Instituto de Ciencias de la Salud de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. Posteriormente la muestra se vertié en
bolsas con cierre hermético y congelo en forma de laminas a -33°C para ser

liofilizada, el proceso se realiz6 por triplicado.
7.1.2 Liofilizacion

El proceso de liofilizacidén elimina la mayor cantidad de agua mediante un proceso de
sublimacién del hielo bajo presion, mientras que el agua ligada e incongelable se

elimina por desorcion referencia. Posteriormente al tratamiento por ultrasonido, las
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muestras de jugo de tuna purpura se liofilizaron (liofilizadora VWR26671-581
Labconco, USA) en las siguientes condiciones: -55°C con vacio de 0.045 mBar por 7

dias y guardo en un congelador a -33°C hasta su uso.

7.2 Elaboracion de yogurt

Se utilizé leche semidescremada pasteurizada (1000 mL), la cual fue calentada a una
temperatura de 45°C, posteriormente se afadié 1.87g/L de un edulcorante comercial
(Stevia), se mezclé perfectamente hasta la incorporacién. Por otra parte se revivificd
el cultivo lactico en 0.01% (Raff, Lyofast Guadalajara; liofilizado de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecies bulgaricus) tomando 20 mL de
la leche pasteurizada y se dejo reposar por 30 min e inmediatamente se anadi6 al
resto de la leche. Se dividié en 3 partes iguales para los diferentes tipos de yogurt a
elaborar. Cada parte fue incubada por 5 horas a una temperatura de 43 a 45°C y se
sometié a refrigeracién para detener el proceso de fermentaciéon (Walstra et al.,
2001).

Ya obtenido el yogurt, se formularon 3 muestras una muestra control, una
ultrasonicada, una con colorantes comerciales y una comercial fue adquirida, como

se observa en la tabla 6.

Tabla 6. Muestras de estudio

Tipo de yogurt Sustrato
YJC Yogurt / jugo control Yogurt + 8.5% p/v de jugo de tuna purpura
liofilizado.

YJU  Yogurt/jugo ultrasonicado Yogurt + 8.5% p/v de liofilizado de jugo de
tuna purpura ultrasonicado.
YCL Yogurt / colorante Yogurt + 0.005% p/v de azul y 1.056% p/v de
fresa cremosa (Deiman)
YCO Yogurt comercial Yogurt bebible de fresa con 19% de dulce de
fresa (alpura)
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7.3 Andlisis fisicoquimico
7.3.1 pH

EL pH se entiende corresponde al logaritmo negativo (base 10) de la concentracion
de iones hidronio (H3O") presentes en la muestra, sus valores varian de 0 a 14,
referencia para su medicion en las muestras de yogurt se utilizé un potencidmetro
Hanna Instruments, modelo 210, EUA (AOAC, 1999), después de su calibracion con

soluciones buffer de pH 4.0 y 7.0 estandarizadas.
7.3.2 Acidez titulable

La acidez titulable es representada por los acidos organicos libres y se mide con su
neutralizacion a partir de una solucion base. Se utilizé el método de la AOAC (1999),
mediante la titulacion de la muestra con una solucién de NaOH al 0.1 N (hidréxido
de sodio). En un matraz Erlenmeyer se procedio a medir 1 mL de la muestra y 9 mL
de agua desionizada (AD), se utilizaron 3 gotas del indicador fenolftaleina y se
homogeneizo; se comenzo a titular hasta observar un cambio de color a rosa intenso.
Se registraron los mililitros gastados de NaOH para neutralizar cada muestra. La
acidez titulable se reporté como porcentaje de acido lactico, con la siguiente
ecuacion:
VN xP.eq

%acido lactico = S P———— * 100

Dodnde:
V= mL de NaOH gastados.
N= Normalidad del NaOH (0.1).

Peg= Peso equivalente del acido lactico (0.09).
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7.3.3 Color

Para realizar la evaluacién de color se colocaron alicuotas de las muestras en
recipientes con 3 mL cada uno, se utilizé un colorimetro portatil Minolta CM-80 (500
SM-508D, Japén) que dirige un haz de luz paralela monocromatica a través de una
muestra liquida y mide la intensidad del haz luminoso emergente. Se registraron tres
coordenadas de color: L define la intensidad luminica es decir que tan claro u
obscuro es (100=blanco y 0=negro), la coordenada a* que representa rojo (+a*) y
verde (-a*), la coordenada b* que indica la diferencia de amarillo (+b*) y azul (-b*),
(Francis, 1980). Se realizé el calculo de croma que indica la saturacion es decir que
tan llamativo o apagado es su color y hue que define el matiz-tonalidad. Para
determinar cromaticidad (C) y tonalidad (°h) se utilizaron los valores de los ejes a* y

b*, y se calculd con las siguientes ecuaciones:
bx*
C = (a? + b*2)1/2 he=tg™(2)
7.3.4 Viscosidad

La viscosidad se basa en el principio de la viscosimetria rotacional; se mide captando
el par de torsion necesario para hacer girar a velocidad constante un husillo inmerso
en la muestra referencia. Para medirla se utiliz6 el método empleado por Diaz-
Jiménez et al., (2004) con un viscosimetro Broockfield DV3T, aguja LV-4 a 60 rpm,
se procedié a medir 35 mL de los yogures en tubos de centrifuga por triplicado a
temperatura ambiente, se realiz6 la prueba y los valores fueron expresados en

centipoises (cP).
7.3.5 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién de agua (CRA) se realizé mediante el método establecido

por Remeuf et al. (2003). Se procedié a pesar 10 g de cada muestra en tubos de
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centrifuga previamente pesados, se centrifugaron a 3500 rpm (Hamilton Beach
HealthSmart, modelo V65000, EUA) por 30 min, se decantd y peso el tubo con el
precipitado. El pesd del sobrenadante se determind por diferencia del peso de la
muestra con el precipitado. El calculo se realizd6 mediante la siguiente ecuacion y

expreso como porcentaje de retencidn de agua.
CRA PM — 5B 100
= —%
PM

Doénde:
PM: Peso de la muestra
SB: Peso del sobrenadante

7.4 Analisis microbioldgico

El analisis microbiologico se realizd mediante la técnica de micro gota descrita por
Strahsburger et al., 2016. Se obtuvieron 7 diluciones decimales por triplicado, en una
solucion de agua peptona para la enumeracion microbiana, se utilizaron las
diluciones -5, -6, -7 e inoculacién directa; y se inocularon 20 pL de cada dilucion. El
recuento de microorganismos aerobios mesofilos se hiso en agar para métodos
estandar (PCA) con una incubacién de 48 horas a 30°C (LS/-3016%, Labtech, Korea).
El recuento de enterobacterias (EB) fue en agar bilis rojo violeta glucosado (VRBG)
con una incubacién de 24 horas a 37°C y las bacterias acido lacticas (BAL) en agar
MRS con una incubacién a 30°C durante 48 horas. Se realizé un conteo en placa y
los resultados fueron expresados como logaritmo base 10 de unidades formadoras

de colonias por mililitro de muestra (log'® UFC/mL).
7.5 Contenido antioxidante

7.5.1 Extracciéon de antioxidantes
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Se pesaron 10 g de las muestras de yogurt en tubos de centrifuga y se procedid a
afiadir 2.5 mL de agua destilada y homogeneizd, posteriormente se acidificaron a un
pH de 4 usando HCI 0.1 M. Después se incubaron a 45° C por 10 min en bafio de
agua (Thermo electron corporation precision, modelo 2837, EUA), posteriormente se
centrifugaron a 10,000 rpm por 30 min a 4° C (Allegra 25R, Beckman Coulder Inc,
California, EUA) se decantd y el sobrenadante se ajusté a pH de 7 usando NaOH 0.1
M y se centrifugd (10,000 rpm, 10 min a 4° C) (Allegra 25R, Beckman Coulder Inc,
California, EUA) (Zainoldin y Baba, 2009), el sobrenadante fue almacenado en
congelacion a -35° C para determinar el contenido antioxidante y capacidad

antioxidante.
7.5.2 Bioaccesibilidad in vitro del yogurt

Los modelos in vitro, consisten en una simulacion de la fase inicial de la digestion
intraluminal, seguido de una absorcion intestinal utilizando un modelo de dialisis
(Bosscher et al.,, 2000). Se utilizd un modelo de digestidon in vitro, siguiendo el

método descrito por Miller et al. (1981).

Se tomaron 20 mL de cada muestra de yogurt y se colocaron en tubos de centrifuga
para ajustar su pH a 2 con acido clorhidrico (HCI) 6 M, después se adicionaron 120
ML de solucion pepsina (40 mg en 1 mL de HCI 0.1 M), los tubos se llevaron a
incubar a 37°C en agitacion de 60 rpm durante 2 horas (LSI-30162, Labtech, Korea).
Después de transcurrido el tiempo se adicionaron 1.5 mL de la solucion bilis-
pancreatina (12.5 mg hidrato de colato de sodio, 12.5 mg de dioxicolato de sodio y 5
mg de pancreatina en 1 mL de NaHCOs 0.1 M) y homogeneizd. Las muestras
digeridas se colocaron en membranas de celulosa de bolsas de dialisis de 15 cm con
tamano de poro de 12 KDa (se lavd con 3 mL de agua destilada para arrastrar todo el
material del tubo de centrifuga), posteriormente se sometié a dialisis en una solucién
de NaHCOs pH 7.5 por 16 horas en incubacion y agitacion (37°C / 60 rpm).
Finalmente, la fraccion bioaccesible se subdividié y reservé en congelacion a -35°C

para determinar el contenido antioxidante y capacidad antioxidante.
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7.5.3 Acido ascérbico

Se determind la cantidad de acido ascorbico de acuerdo con Durust et al. (1997), el
cual utiliza el reactivo 2,6-diclorofenolindofenol (DCPI) que tiene una coloracién azul-
violeta y al entrar en contacto con el acido ascorbico cambia de color, a rosa o

incoloro.

Se inici6 con la preparacién de DCPI con 3 mg diluido en 250 mL de agua destilada;
solucion de acido oxalico 1 g en 250 mL de agua destilada; solucion de 5 mg de
acido ascoérbico (AA) diluido en 100 mL de la solucion de acido oxalico antes
preparada y con una solucién amortiguadora (3 g de acetato de sodio aforado con 10
mL de acido acético glacial y 7 mL de agua destilada). Se construyé una curva
estandar de acido ascoérbico usando concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/l
(acido ascérbico/agua destilada), la absorbancia se midi6é en un lector de microplacas
(Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) a una longitud de onda de

520 nm, utilizando como blanco acido oxalico.

Las muestras analizadas fueron las extracciones con agua y la fraccion bioaccesible,
se tomaron 100 pL de las muestras, se les adiciond 100 pL de amortiguador y 800 pL
de DCPI se mezclaron perfectamente y se hiso la lectura. Los resultados se

expresaron como mg equivalentes de acido ascorbico por 100 mL (mg EAA/100 mL).
7.5.4 Contenido de fenoles totales

Se utilizé la metodologia descrita por Stintzing et al. (2005), la cual utiliza el reactivo
Folin-Ciocalteu, una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio
basico, con caracter reductor (6xidos azules de tugsteno y molibdeno) al encontrase
en un medio con compuestos fendlicos, visualizandose como azules de wolframico y
cuantificables mediante un espectrofotometro a una longitud de onda de 765 nm, su

coloracién azul refleja la cantidad total de polifenoles.
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Se preparé una solucién de Folin-Ciocalteu en una concentracién de 1:10 (10 mL en
90 mL de agua destilada), una solucion de carbonato de sodio (7.5 mg en 100 mL de
agua destilada) y la solucién de acido galico (AG) (15 mg en 50 mL de agua
destilada). Se realizé una curva estandar de AG de 0, 100, 200 y 300 mg/L (AG/agua
destilada) y se llevé a un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software

KC Junior, USA), utilizando como blanco agua destilada.

Las muestras analizadas fueron las extracciones con agua y la fracciéon bioaccesible;
se tomaron 100 pL de la muestra de cada uno se adicioné 500 pL de folin y 400 pL
de carbonato de sodio, se homogenizaron y dejaron reposar por 30 min y se realizé
la lectura. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido
galico por 100 mililitros (mg EAG/100 mL).

7.5 Capacidad antioxidante por ABTS

El ABTS es un radical libre que reacciona con compuestos hidréfilos y lipofilos, su
actividad esta fundamentada en su decoloracion ante un agente antioxidante
(Quintanar y Calderdn, 2009). La determinacion se realizé6 de acuerdo con Kuskoski
et al. (2005). El ABTS es un radical que presenta un color azul-verde, cuando este

catidn es reducido por un antioxidante presenta una pérdida de color.

Se preparo la solucion de ABTS al 7 mM (76.8 mg en 20 mL de agua destilada), se
agrego persulfato de potasio al 2.45 mM (6.6 mg en 10 mL de agua destilada), y se
dejo reposar por 16 horas, se realizé una dilucion en agua destilada hasta obtener
una lectura de absorbancia de 0.7£0.1 a 754 nm. Se elabord una curva estandar en
concentraciones 0, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 pymol/l con una solucién de acido ascorbico
(3 mg en 10 mL de agua destilada). Para su lectura espectrofotométrica se utilizara
un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA)

utilizando como blanco agua destilada.
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Las muestras analizadas fueron las extracciones con agua y la fraccidon bioaccesible;
se tomaron 20 mL de la muestra y 980 uL de ABTS, se dejé reposar por 7 min, se
realizo la lectura en el lector de microplacas a una longitud de onda de 754 nm y se
expres6 como miligramos equivalentes de acido ascérbico por 100 mililitros (mg
EAA/100 mL).

7.6 Capacidad antioxidante por DPPH

Se evalud la capacidad antioxidante con el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
conocido como DPPH, es un método caracterizado por la cesion de un atomo de
hidrogeno proporcionado por el agente antioxidante, esta técnica principalmente
reacciona con antioxidantes liposolubles del fruto (Londofio, 2012).Se realizé segun
la metodologia reportada por Morales y Jiménez-Pérez (2001). El reactivo DPPH en
solucion etandlica presenta una coloracidén violeta y después de su reduccion

presenta una decoloracion que puede ir hasta amarillo.

Se prepard una solucién con 7.4 mg de DPPH aforando a 100 mL de etanol y se
elabordé una curva estandar con Trolox (3.75 mg en 50 mL de etanol) con las
concentraciones 0, 50, 100, 200 y 300 pymol ET/L, se realizé la lectura en un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA).

Las muestras analizadas fueron las extracciones con agua y la fracciéon bioaccesible,
se colocaron 100 uL de las muestras y 500 uL de la solucion DPPH, se dejo reposar
por 60 min y midié a una longitud de onda de 520 nm. La actividad antioxidante se

expreso en micromoles equivalentes de trolox en 100 mL (umol ET/100 mL).
7.7 Capacidad antioxidante por FRAP

El poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP) mide la habilidad de un compuesto
antioxidante para reducir el ion férrico (ferric?, 4, 6-tripyridyl-s-triazine [Fe (lll)-
(TPTZ)2]®) a complejo ferroso [Fe (lIl)-(TPTZ)2]?) a un pH de 3.6, desarrollando un
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color azul intenso (Garcia et al., 2011; Benzie y Strain, 1996; Mesa-Vanegas et al.,

2010) se realizé mediante la metodologia descrita por Thaipong et al. (2006).

El procedimiento se inicid¢ preparando el reactivo de FRAP en una concentracion
10:1:1 con 100 mL de solucion de amortiguador (0.3 M a pH 3.6), 10 mL de TPTZ (10
Mm en HCI) y 10 mL de FeCls (20 mM en agua destilada). Se elaboré una curva
estandar de sulfato ferroso con las siguientes concentraciones de Fe (ll): 0, 20, 30,
40 y 50 pM Fe (I

Las muestras analizadas fueron las extracciones con agua y la fraccidén bioaccesible;
para realizar la técnica se colocaron en viales 30 uL de las muestras y 90 uL de agua
destilada y 900 yL de FRAP, las muestras se pasaron por un vortex y se dejaron en
un bafo de agua (Thermo electron corporation presision, modelo 2837, EUA) a 37°C
durante 10 min, transcurrido el tiempo se leyeron las absorbancias en un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) a una longitud de
onda de 593 nm. La actividad antioxidante se expresé en milimoles de Fe (ll)
equivalentes en 100 mL (mM E Fe (II) /100 mL).

7.8 Andlisis estadistico

Se elaboraron tres lotes de cada yogurt y a cada uno se le realizaron las
determinaciones por triplicado (n=9). Los valores de las variables (pH, acidez
titulable, viscosidad, CRA, color, analisis microbioldgico, antioxidantes y capacidad
antioxidante) entre las muestras se compararon y se analizaron mediante el analisis
de varianza (ANOVA) de una via con el paquete estadistico SPSS versién 12.0.1,
para Windows (SPSS Inc. Chicago, llinois) y se aplico el test de Duncan con un nivel

de significancia del 95% (p<0.05) para identificar ladiferencia significativa.

39
/a/m Larate [tiana



8. Resultados y discusién

8.1 Andlisis fisicoquimico

El yogurt es el resultado de la fermentacion de la leche por medio de la accion de
microorganismos, que dan como resultado la disminucion del pH debido a la
formacion de acido lactico (Ramirez et al., 2011) asimismo este parametro se ve
modificado por los productos que se le puedan agregar, mientras que la acidez
titulable se comporta inversamente al pH, ambos parametros son importantes porque
la acidez favorece la hidratacion de las proteinas y un pH mayor influye
desfavorablemente en la consistencia, mientras que un pH menor favorece la
sinéresis del producto (Parra-Huertas y Medina-Vargas, 2012). Los promedios
obtenidos de estas propiedades fisicoquimicas en el presente estudio se observan
en la tabla 7, las muestras tuvieron valores de pH entre 4.16 a 4.44, comparando las
muestras el yogurt comercial (YCO) fue significativamente menor (4.16), estos
resultados coinciden con lo establecido en la NMX-F-444-1983, la cual menciona que
el yogurt debe tener un pH menor a 4.5, mientras que en un estudio con yogurt
adicionado con pulpa de palmira a diferentes concentraciones sus resultados fueron
de 4.01 a 4.45 (Pagthinathan et al., 2016), iguales a los observados en este estudio y
en unos adicionados con extracto de arandanos se reportaron valores mayores (4.93
a 5.15) (Ju et al., 2013).

La NOM-181-SCFI-2010 indica que el porcentaje de acidez titulable debe ser de
minimo 0.5%, en el presente estudio los yogures mostraron resultados de 0.60 a
0.84% cumpliendo con lo establecido por la normativa correspondiente, cabe
mencionar que el YCL fue menor (p<0.05) con 0.60%, respecto a las demas
muestras. Los valores de acidez titulable del presente estudio fueron iguales que un
yogurt adicionado con mango (Singh y Muthukumarappan, 2007), y mayores a los
reportados en un yogurt bebible con fibra de avena (0.50-0.57%) (Guler-Akin et al.,
2016). La acidez titulable se atribuye a la actividad de las bacterias acido lacticas que
producen acido lactico durante la fermentacion (Diaz-Jiménez et al., 2004).
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Tabla 7. pHy acidez titulable de 4 formulaciones distintas de yogurt

Determinacioén YJC YJU YCL YCO

pH 4.40+0.102 4.44+0.092 4.34+0.162  4.16+0.08°

% Acidez titulable  0.82+0.082 0.84+0.082 0.60+0.04> 0.81%0.072

YJC: Yogurt/jugo control liofilizado; YJU: Yogurt/jugo ultrasonicado liofilizado; YCL:
Yogurt/colorante; YCO: Yogurt comercial. ° Diferentes letras indican diferencia significativa
(p<0.05) entre las muestras.

8.1.1 Color

Cada alimento tiene un color que es unico y lo define distinguiéndolo de cualquier
otro, siendo un atributo importante de calidad que determina la aceptabilidad de un
producto alimenticio por el consumidor de acuerdo con la impresidn que este genera
en él (Sahin y Gulum, 2006; Bayarri et al., 2001) y sea mas o menos atractivo a la

vista.

En la figura 6B se muestra el color de las muestras de forma fisica y percepcion del
ojo humano, los yogures adicionados con tuna purpura presentaron colores violeta
debido al color caracteristico del fruto atribuido a sus betalainas presentes, mientras
que el yogurt con colorantes presentd un color violeta con menor intensidad definido
por los colorantes afnadidos, sin embargo el color de las anteriores muestras no
reflejaron similitud con el producto comercial el cual tiene una tonalidad rosa poco

intensa.

Los parametros que se analizaron en el presente estudio fueron las coordenadas L,
a*, b*, croma y hue, cada uno de ellos indica las caracteristicas colorimétricas
del yogurt, en la tabla 8 se observan los valores de las coordenadas que definen el

color de las muestras con respecto a los resultados del colorimetro digital

Los resultados obtenidos de luminosidad (L) indican que el valor mas alto

significativamente fue el YCO (63.26) con respecto a las demas, mientras que las
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muestras el YJC fue menor (30.56). En lo que respecta a los resultados de la
coordenada a* (verde-rojo) el YJC y el YJU fueron significativamente mayores en
comparacion con las demas, por el contrario en el eje b* (azul-amarillo) el YCO fue
mayor (p<0.05). En la figura 6A se localizaron los yogurt de acuerdo a los valores de
los ejes a* y b*, donde las muestras del YJC y del YJU se encontraron en el

cuadrante rojo (a+) azul (b-), el YCO y el YCL estan en el rojo (a+) amarillo (b+)

La disminucion en la luminosidad y los parametros de a* y b*, en los yogurt con jugo
(YJC e YJU) se vieron modificados otorgandole un color mas obscuro propio del
fruto, este mismo comportamiento se observd en un yogurt con uva Isabel donde
estas coordenadas fueron menores por la adicion del fruto (Araujo et al., 2017). Por
otro lado, los cambios que se observaron en el YJU en L, a* y b* se atribuyen a que
el ultrasonido por medio de la cavitacion contribuye a cambios en el color, asi como
las reacciones de oxidacion que ocurren en la interaccion de los radicales libres con

los compuestos del jugo (Tiwari et al., 2008; Cheng et al., 2007).

De acuerdo al parametro de Croma comparando las muestras, el YJC y el YJU
fueron significativamente mayores, con respecto a hue todos los yogures mostraron

diferencia (p<0.05) entre ellos, siendo el mayor el YCO y el YJU el menor.

En un estudio realizado por Tseng y Zhao (2013) en un yogurt control fortificado con
residuo de uva para vino se encontré un valor de hue de -1.26 similares a lo

encontrado en el presente estudio en las muestras del YJC, del YJU y del YCL.
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Figura 6.Diagrama de las coordenadas de color de 4 formulaciones
distintas de yogurt. YJC: Yogurt/jugo control liofilizado; YJU: Yogurt/jugo
ultrasonicado liofilizado; YCL: Yogurt/colorante; YCO: Yogurt comercial. A)
Diagrama espectral con la ubicacion de los ejes a* y b*. B) Color visual de las
muestras de yogurt.
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Tabla 8. Caracteristicas colorimétricas de 4 formulaciones distintas de

yogurt
Coordenadas YJC YJU YCL YCO
L 30.56+1.08¢ 38.52+0.89°¢ 41.68+3.34° 63.26+3.29°2
a* 29.55+2.26° 28.42+0.57° 20.89+1.63 10.07+0.34°
b* -1.76+0.03° -3.91+0.324 1.36+0.09° 3.38+0.122
Croma 29.61+2.25°2 28.68+0.552 20.93+1.63° 10.63+0.32°
Hue -3.42+0.21° -7.84+0.72¢ -3.75+0.37° 18.56+0.95 @
YJC: Yogurt/jugo control liofilizado; YJU: Yogurt/jugo ultrasonicado liofilizado; YCL:

Yogurt/colorante; YCO: Yogurt comercial; L: luminosidad, a*: rojo-verde y b*: amarillo-azul. 2¢
Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

8.1.2 Viscosidad

La viscosidad es un atributo fundamental para determinar la calidad de un producto
ya que define la aceptacion del consumidor (Bourne, 2002), esta propiedad esta
relacionada con la composicién del alimento, en el caso del yogurt depende de los
estabilizantes que se usan en la industria como las pectinas (Castillo et al., 2004) y
las caracteristicas del fruto anadido al producto lacteo como sus polisacaridos
presentes, principalmente fibras solubles como pectinas, hemicelulosas y gomas
(Dongowski et al., 2005). En el presente estudio el YJC y el YJU tuvieron mayor
viscosidad (340.55 y 327.22 cP) sin presentar diferencia entre ellos, siendo
significativamente mayores al YCL (47.88 cP) y el YCO (259 cP) (figura 7).
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Figura 7. Viscosidad de 4 formulaciones distintas de yogurt. YJC: Yogurt/jugo
control liofilizado; YJU: Yogurt/jugo ultrasonicado liofilizado; YCL: Yogurt/colorante; YCO:
Yogurt comercial. 2¢ Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las
muestras.

El YCL fue el menos viscoso debido a que el sustrato anadido en esta muestra
consistié en colorante comercial, Isanga y Zhang (2008) reportaron que la viscosidad
se comporta en relacion al contenido de solidos totales afadidos al yogurt, cuando
estos son mas altos la viscosidad sera mayor, de igual manera la composicién del
sustrato modifica este parametro como lo reportado en un yogurt adicionado con
zanahoria, que debido a la fibra dietética soluble es mayor su viscosidad (Shin et al.,

2015), ese comportamiento se observo en los yogures evaluados en este estudio.

La viscosidad del YJC, fue ligeramente mayor al YJU, este jugo de tuna purpura fue
ultrasonicado el cual provoca cambios estructurales que generan la cavitacion y
cizallamiento por medio de las microburbujas de las ondas que rompen el tejido
vegetativo (Delgado y Sun, 2011; Zinoviadou et al., 2015), lo que resulto en un

producto menos viscoso.

Los resultados analizados en el presente estudio tuvieron el mismo comportamiento

en un estudio por Sun-Young et al. (2011) en unos yogures adicionados con extracto
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en polvo de hame (Dioscorea opposita Thunb.) a diferentes concentraciones (0, 1, 3,
5y 7%) refiriendo que los resultados de viscosidad se comportaron de acuerdo a la
cantidad de polvo anadido, de igual manera en un yogurt liquido-semi-descremado
con goma de Enterolobium cyclocarpum donde se observO que a mayor
concentracion de la planta su viscosidad incremento (Rincén et al., 2005), por lo
anterior reportado y lo observado en el presente estudio se dice que la viscosidad es
un parametro que se ve modificado como consecuencia del sustrato afiadido a la

matriz del yogur.

8.1.3 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA) en el yogurt, segun Gunasekaran et al.
(2007) esta relacionada con la capacidad que tienen las proteinas de mantener el
agua en su estructura, asimismo los globulos de grasa contribuyen con esta
propiedad, otros de los compuestos son los carbohidratos presentes en el fruto
principalmente la fibra soluble como la pectina (Maki-Diaz et al., 2015). En la figura 8,
se aprecian los resultados de las muestras analizadas en el presente estudio,
mostrando valores de 44.98% a 17.27%, cabe destacar que el YCO fue
significativamente mayor (44.98%), y el YCL menor (17.27%) en relaciéon a las demas
muestras. Por otro lado, las muestras de YJC y de YJU no mostraron diferencia
(=37.57%) indicando que el proceso de ultrasonido en el jugo de tuna purpura no
afecta esta propiedad en la matriz del yogurt. Ranadheera et al. (2012) establece que
los yogures naturales tiene mayor CRA en comparacion con los de fruta, debido a la
disminucién de proteina disponible ocasionado por la adiciéon del compuesto, lo cual

coincide con las muestras de YJC y de YJU en este trabajo.

En unos yogures elaborados con vegetales, otros con copos fermentados de avena y
de tuna amarilla la CRA (81-95.6%, 48-67% y 60.02-64.22% respectivamente) (Coda
et al., 2012; Nionelli, 2014; Amal et al., 2016) fueron mayores a lo encontrado en este

estudio.
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Se observd una relacion de CRA con la viscosidad donde los dos parametros
aumentaron como consecuencia del mayor contenido de solidos, este mismo
comportamiento se reportd en un yogurt adicionado con fibra de avena (Galer-Akin et
al., 2016) y con harina de maracuya (Vieira et al., 2014) a diferentes porcentajes.

50 a
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Figura 8. Capacidad de retencion de agua de 4 formulaciones distintas de

yogurt. YJC: Yogurt/jugo control liofilizado; YJU: Yogurt/jugo ultrasonicado liofilizado; YCL:
Yogurt/colorante; YCO: Yogurt comercial. ¢ Diferentes letras indican diferencia significativa
(p<0.05) entre las muestras.

8.2 Contenido microbioldgico

Las caracteristicas microbiolégicas son importantes en un yogurt, ya que define su
calidad e inocuidad con la que se elaboro, en este trabajo se determiné recuento de
mesofilos aerobios, enterobacterias, y la sobrevivencia de las bacterias acido

lacticas, los cuales se observan en la tabla 9.
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Tabla 9. Cuantificacién microbiologica de 4 formulaciones distintas de
yogurt

Determinacién/Muestra YJC YJU YCL YCO

Mesodfilos aerobios Log™® 6.08+0.362 6.35+0.312  6.34+0.142  6.22+0.152
UFC/mL

Bacterias acido lacticas 7.77t0.212 8.18+0.632 8.11+0.742 6.85+0.49°
Log' UFC/mL

YJC: Yogurt / jugo control liofilizado; YJU: Yogurt / jugo ultrasonicado liofilizado; YCL: Yogurt /
colorante; YCO: Yogurt comercial; UFC: Unidad formadora de colonia. @ Diferentes letras
indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

8.2.1 Mesofilos aerobios

El conteo de mesdfilos aerobios corresponde al crecimiento de bacterias, mohos y
levaduras, como las inoculadas en este estudio las cuales crecen en estas
condiciones y agar. Los resultados no mostraron diferencia significativa entre las
muestras presentando en promedio 6.24 log'® UFC/mL, lo cual demuestra que el
YJC, el YJU y el YCL cuentan con la misma calidad microbioldgica a nivel comercial.
Los resultados en este estudio fueron menores a lo reportado por Gundogdu et al.
(2009), en un yogurt adicionado con ajo (7.57 a 7.88 log UFC/g) y otro con vegetales
(9 a 9.4 log UFC/g) (Coda, 2012).

8.2.2 Enterobacterias

La técnica de enterobacterias se utiliza como indicador de contaminacion fecal y
como uno de los indicadores de buenas practicas de fabricacion, en el presente
estudio estas bacterias no se detectaron en los yogures analizados, cumpliendo con
los estandares de calidad que indican maximo 10 UFC/mL (NMX-F-444-1983). Estos

resultados coinciden con lo encontrado por Coda (2012) en un yogurt de cereales.
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Los resultados encontrados en el presente estudio se atribuyen a que en la
elaboracion de los yogures se hizo uso de buenas practicas de higiene y
almacenamiento durante todo el proceso, de igual manera el pH del producto lacteo

no es el dptimo para el crecimiento de estos microorganismos (Parra, 2010).

Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos utilizados
principalmente para la fermentacién de alimentos como la leche, carne etc., para
obtener productos como yogurt, ademas de contribuir en la biopreservacion de los
alimentos mejorando las caracteristicas sensoriales (Ramirez et al., 2011). Para su
reproduccion las BAL requieren de carbohidratos como glucosa y lactosa, ademas de
aminoacidos, vitaminas y otros factores para su crecimiento como la temperatura.
(Vazquez et al., 2009). Las BAL utilizadas para elaborar un yogurt proveen sabor,
gusto suave y delicado, promueven la cuajada y mejoran la digestion (Ramirez et al.,
2011). A continuacion se describen los resultados de las BAL del presente estudio, el
YCO fue significativamente menor (6.85 Log'® UFC/mL) con respecto a las demas
muestras; el YJC, el YJU y el YCL tuvieron de 7.77 a 8.18 Log'® UFC/mL, estos datos
son mayores a los encontrados en un yogurt con aronia a distintas cantidades (6.45 a
6.46 log UFC/mL) (Linh y Eun-Sun, 2016) y menores en un yogurt adicionado con
filame en polvo a diferentes concentraciones (=9.48 log UFC/g) (Sun-Young et al.,
2011).

Por otro lado el contenido de BAL en el yogurt con jugo ultrasonicado fue ligeramente
mayor que en el YJC debido a una mayor cantidad de glucosa y fructuosa libre del
fruto (Zenteno-Ramirez et al., 2018) siendo los azucares mas accesibles para ser
utilizados como alimento por las BAL encargadas de la fermentacion del yogurt,
(Pescuma et al., 2008; Parra-Huertas, 2009), esta liberacion es ocasionada por los
movimientos que genera el ultrasonido en la pulpa, Delgado (2011) menciona que
esta tecnologia genera la disminucion del grosor de las paredes vegetativas
provocando el rompimiento y liberacion de compuestos, en unos estudios realizados

en jugo de zarzamora y zumo de fruta de la pasion se observo que los sélidos
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solubles totales (°Brix) aumentaron por el proceso de ultrasonido (Cervantes-

Elizarraras et al., 2017; Gémez-Lopez et al., 2018 respectivamente).

El yogurt es una alternativa mas facil de digerir que la leche, porque contienen
menos lactosa debido a la presencia de BAL productoras de lactasa, este efecto es
ocasionado por la actividad de la enzima [3-galactosidasa (Sanders et al., 1996). La
accion de la lactasa producida por las BAL no solo es durante la fermentacion, si no
que en el tracto digestivo mediante la accidn de las sales biliares sobre el
rompimiento de la pared celular aumenta la interaccion B-gactosidasa / lactosa
(Labayen et al., 2001). Otro de los beneficios al consumir BAL es que con su
digestion se forman bacteriocinas, polisacaridos y algunos péptidos; una de las
bacteriocinas mas conocidas es la nisina, por lo anterior, el consumo de yogurt es
muy beneficioso para la salud principalmente gastrointestinal debido a su contenido

de BAL contenidas en las muestras evaluadas en el presente estudio.

8.3 Contenido antioxidante
8.3.1 Acido ascérbico

El acido ascorbico es una vitamina hidrosoluble presente principalmente en las frutas
de forma natural y es un nutrimento esencial en la dieta (Block et al., 2001; John et
al., 2002; Gutiérrez et al., 2007) una de sus funciones es la fijacion de radicales libres
y control de pardeamiento en los alimentos (Roig et al., 1993). En la figura 9 se
observan los resultados obtenidos sobre el contenido de acido ascorbico de las

muestras de yogurt evaluadas en el presente estudio.
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Figura 9. Contenido de acido ascorbico de la muestra original y fraccién

bioaccesible de 4 formulaciones distintas de yogurt. YJC: Yogurt/jugo control
liofilizado; YJU: Yogurt/jugo ultrasonicado liofilizado; YCL: Yogurt/colorante; YCO: Yogurt
comercial. @< Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras
originales. %2 Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las fracciones
bioaccesibles.

Los valores obtenidos de las muestras de yogurt fueron de entre 36.46 a 129.83 mg
EAA/100 mL, donde el mayor contenido significativamente fue el YJC con 129.83 mg
EAA/100 mL. Estudios han reportado que la adicion de pulpa de fruta en un yogurt
adicionado con mora (Sigdel et al., 2018), otro con pulpa de tuna amarilla y otro con
papaya (Amal et al., 2016) aumenta la concentracion de acido ascérbico, ademas en
otro estudio presentaron que la adicion del jarabe de espino amarillo (Hippophae
rhamnoides) tuvo concentraciones mayores de &cido ascorbico que en unos
comerciales de uva y de pifa (Selvamuthukumaran y Farhath, 2014), este
comportamiento coincide con lo encontrado en las muestras adicionadas con pulpa

de tuna (YJC e YJU) en comparacion con el yogurt comercial (YCO).
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Estudios han indicado que la adicion de la vitamina C en productos lacteos conducen
a la mejora en su calidad nutritiva y aumenta la aceptabilidad (Gahruie et al., 2015),
igualmente su adicidn mejoraria la actividad antioxidante del yogurt (Coisson et al.,
2005) debido a su eficacia y menor toxicidad (Gironés-Vilaplana et al., 2014), por lo
anterior es importante conocer su fraccidn bioaccesible para hacer una
recomendacion sobre la ingesta diaria de este nutrimento con mas exactitud (De
Ancos et al., 2017).

Después las muestras fueron sometidas al proceso de bioaccesibilidad in vitro para
conocer la porcion del acido ascorbico que puede ser potencialmente absorbido por
el sistema digestivo, hubo un aumento en la concentracion de acido ascorbico en la
fraccidon dializada para todos los yogures, sin embargo el YJC y el YJU tuvieron los
resultados mas altos mientras que el YCL y el YCO fueron los menores; el YJC
presentd concentraciones mayores (p<0.05) con un valor de 172.59 mg EAA/100 mL
con respecto a las demas muestras. En la porcion bioaccesible de las muestras con
respecto a la muestra original se observé que el YJU fue mayor 2.8 veces mas que el

YJC (1.4 veces mas) y menor que el YCL con 4.1 veces mas.

Actualmente no se han encontrado estudios sobre la bioaccesibilidad de &acido
ascorbico en un yogurt, pero en un estudio sobre la adicidn de un jugo a base de
citricos en leche y leche de soya, reportan que la concentracion de acido ascorbico
después de la bioaccesibilidad in vitro fue menor con respecto a antes de ella
(Rodriguez-Roque et al., 2013), lo anterior indica que los yogures del presente
estudio adicionados con pulpa de tuna purpura (YJC e YJU) presentaron mayor
bioaccesibilidad de acido ascorbico, siendo el yogurt una mejor alternativa que en

leche y leche de soya.

Los resultados anteriores muestran que el YJC e YJU tienen mayor contenido de
acido ascorbico en la muestra original y fraccién bioaccesible, esto es importante ya
que podria ser utilizado como un aditivo natural en beneficio del consumidor debido a

que acido ascorbico participa en actividades bioldgicas importantes como sintesis de
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colageno, neurotransmisores, es responsable de la conversion de colesterol en
acidos biliares, ademas su ingesta se ha relacionado con la reduccion de cancer y
enfermedades cardiovasculares (Gironés-Vilaplana, et al., 2014; Gonzalez-Molina et
al., 2010).

8.3.2 Contenido de fenoles totales

Los fenoles son un grupo de compuestos organicos que representan un grupo
numeroso en la naturaleza, se encuentran principalmente en frutos y vegetales, estos
poseen una estructura quimica que ejerce accion antioxidante captando radicales
libres y especies reactivas de oxigeno e iones metalicos quelantes (Nava, 2007). Los
resultados del contenido de fenoles totales antes y después de bioaccesibilidad se

observan en la figura 10.
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Figura 10. Contenido de fenoles totales dela muestra original y fraccion
bioaccesible de 4 formulaciones distintas de yogurt. YJC: Yogurtjugo control
liofilizado; YJU: Yogurt/jugo ultrasonicado liofilizado; YCL: Yogurt/colorante; YCO: Yogurt comercial.
ad Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras originales. %Y
Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las fracciones bioaccesibles.
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El YJC y el YJU tuvieron alto contenido de fenoles mientras que el YCL y el YCO
presentaron valores menores en las muestras originales. La muestra de YJC fue
mayor significativamente (26.64 mg EAG/100 mL) con respecto a las demas

muestras.

Los valores obtenidos en el presente estudio en el YJC fueron similares a lo
reportado en un yogurt adicionado con jugo de granada (24.14 mg EAG/100 mL)
(Trigueros et al., 2014) y mayores a los encontrados por Karaaslan et al. (2011) en
yogures con extractos de diferentes clases de uva (=7.47 mg EAG/100 mL), en pifia-
naranja, ciruela y albaricoque (=18.5 mg EAG/100 mL), con herbal de tulsi (Ocimum
sanctum) (=6.95 mg EAG/100 mL) (Anand et al., 2018) y con jengibre (Zingiber
officinalis) (16.53 mg EAG/100 mL) (Felfoul et al., 2017); mientras que fue menor
comparado con un yogurt elaborado con cerezas el cual presenté 28 mg EAG/100
mL (Citta et al., 2017) y otro adicionado con diferentes concentraciones de jugo de
pimiento verde (=59 mg EAG/100 mL) (Halah y Mehanna, 2011).Selvamuthukumaran
y Farhath (2014) reportaron mayor contenido de fenoles en un yogurt elaborado con
jarabe de espino amarillo (Hippophae rhamnoides) en comparacion con dos
comerciales de pifia y uva, un comportamiento similar se observo en el presente

estudio.

Es conocido que el ultrasonido genera la liberacién de acidos fendlicos, esto se ha
reportado en diferentes estudios como en un jugo de tuna purpura (Opuntia ficus-
indica) (Zafra-Rojas et al., 2013), en un jugo de manzana (Malus domestica) (Abid et
al., 2013) y en un jugo de uvilla (Ordofiez-Santos et al., 2017), mientras que en otros
estudios reportan lo contrario como en un jugo de pera (Pyrus bretschneideri Read.)
(Saeeduddin et al., 2015) y en jugo de meldn cantalupo (Cucumis melo) (Fonteles et
al., 2012). Los reportes anteriores cuantifican este contenido de fenoles posterior al
tratamiento de ultrasonido, sin embargo en el presente trabajo, el jugo ultrasonicado
y liofilizado fue adicionado a un yogurt, y este fue posteriormente cuantificado, los
resultados obtenidos presentaron que éste tuvo menor contenido que la muestra
control, este comportamiento fue similar en un yogurt adicionado con residuo de uva
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para vino tinto ultrasonicado (Tseng y Zhao, 2013). Los estudios anteriores se
atribuyen a que el ultrasonido genera la reduccion de la particulas haciéndolas mas
pequefias y liberando sus compuestos (Pasquel et al., 2014), estos se encuentran de
forma libre y al adicionarlo a una matriz como el yogurt se crea una red de proteinas
que se puede unir a ellos (Xiao et al., 2011), ya que las proteinas son vehiculos
naturales afines para bioactivos pequenos (Livney, 2010), ocasionando una
disminucién de la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos del jugo de tuna

purpura.

La fraccidon bioaccesible, del YJU y del YCL, fueron mayores (p<0.05) (21.24 y 22.42
mg EAG/100 mL, respectivamente) en relacion a los demas (Fig. 10). Si se compara
el contenido de fenoles en la muestra original y posterior a su bioaccesibilidad, la
fraccion bioaccesible del contenido total de fenoles estuvo aumentado 10 veces mas
enel YCO,y7masenel YCL.

Los altos valores obtenidos en el YCL y del YCO, fueron debido a que la industria
hace uso de colorantes y conservadores antioxidantes que principalmente son
compuestos de estructuras fendlicas (Velioglu et al., 1998), y que algunos son
absorbidos durante la digestion como lo reportado por Abbruzzese et al. (2005)
indicando que el colorante indigotina sufre una modificacion al haber ingresado al
higado, se convierte en una molécula altamente soluble en solventes organicos,
modificacion que resulta de su probable conjugacién con los fosfolipidos del tejido
hepatico. Se sabe que los colorantes son aditivos importantes en la industria para
mejorar el atractivo del producto, sin embargo algunas sustancias y sus metabolitos
plantean riesgos potenciales para la salud, ya que pueden ser cancerigenos (Robens
et al., 1980), por ejemplo las aminas aromaticas (Xu et al., 2007), también pueden
ser alérgenos desencadenando una reaccién asmatica (Zou et al., 2013), ya que
llegan a dafar el ADN mediante roturas monocatenarias, sitios alcalinos-labiles,
enlaces cruzados y sitios incompletos de reparacion por escision (Sasaki et al., 2002;

Singh et al., 1988; Fairbairn et al., 1995), la informacion anterior indica que las
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muestras de YCL y de YCO no presentan la seguridad alimentaria necesaria para

garantizar un estado de salud bueno.

En lo que respecta a las muestras adicionadas con tuna purpura (YJC e YJU), el YJU
tuvo mayor concentracion de fenoles totales después de la digestion in vitro con
respecto a el YJC, el incremento se atribuye a que al ser sometidos al proceso de
bioaccesibilidad in vitro la red de proteinas es hidrolizada con ayuda de las enzimas
digestivas (Ledn, 2005), ya que las proteinas del yogurt actian como vehiculos y
tienen la facilidad de formar complejos con otras moléculas generando la capacidad
de blindaje, protegiendo compuestos sensibles como los fenoles, y asi poder
controlar la bioaccesibilidad del compuesto bioactivo para promover su
biodisponibilidad (Livney, 2010).

A pesar de que los yogures con tuna presentaron menor bioaccesibilidad que los
otros, se ha reportado que la fraccion que no se absorbe en intestino delgado, pasa
al intestino grueso (Sengul et al., 2014), y esto es importante ya que en el intestino
grueso con ayuda de la microbiota intestinal, los fenoles podrian ser absorbidos,
donde sus metabolitos y compuestos generados daran proteccion al colon (Rein et
al., 2013; Williamson y Clifford, 2010). Un estudio realizado en ratas demostré que el
consumo de diferentes clases de frijol reporté una disminucion de tumores
cancerigenos en el colon, indicando que este alimento contiene compuestos
fendlicos (Reynoso et al., 2007), mismos que fueron encontrados en las muestras de

yogurt principalmente el YJC y el YJU los cuales tienen un origen mas natural.

El consumo del jugo de tuna purpura en el yogurt aumentaria el consumo de
compuestos fendlicos, los cuales han tenido una utilizacibn por la industria
alimentaria, no solo por las caracteristicas organolépticas que le confieren a las
frutas y verduras, sino que retardan la oxidacion de los lipidos y mejoran la calidad
nutricional de los alimentos (Mufioz y Ramos, 2007). Los compuestos fendlicos
naturales presentan propiedades antioxidantes y una amplia gama de actividades

bioldgicas; dentro de los antioxidantes y encontrandose a bajas concentraciones en
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los alimentos pueden prevenir procesos implicados en el desarrollo de cancer y
enfermedades cardiovasculares (Brusselmans et al., 2005; Quirds et al., 2011), de
igual manera actuan protegiendo la oxidacion de ADN e inhibiendo el dafio oxidativo
del colesterol LDL ( Denny y Buttriss, 2007); en lo que respecta a las actividades
biolégicas tiene efectos antiinflamatorios, antihipertensivos, antivirales,
antibacterianos, antitrombaoticos y acciones vasodilatadoras, generando un menor
riesgo de desarrollar enfermedades cronicas (Mufioz y Ramos, 2007; Kris-Etherton et
al., 2004; Di Carlo et al., 1999); y algunos de los beneficios adicionales al consumo
de estos compuestos son una reduccion del riesgo de obesidad y mejor control de
diabetes mellitus (Vincent et al., 2010). Debido a su complejidad y que aun no se
conoce detalladamente su mecanismo de accidn no existe con exactitud una ingesta

diaria recomendada (Yao et al., 2004).

8.4 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante esta medida por la capacidad que tienen los antioxidantes
de inhibir o retardar la oxidacion de otras moléculas, deteniendo la iniciacién y/o
propagacion de las reacciones en cadena de los radicales libres (Mufioz y Gutiérrez,
2009). En las muestras de yogurt, esta protagonizada por los antioxidantes
enddgenos principalmente del fruto y los propios del yogurt. El yogurt posee potencial
antioxidante ya que contiene péptidos bioactivos derivados de la actividad proteolitica
de las caseinas y de las proteinas del suero, sistemas enzimaticos (superoxido
dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa) entre otros (lactoferrina, urato, coenzima
Q10, vitamina C, vitamina E, B-carotenos) (Chen et al.,, 2003; Lindmark-Manson y
Akesson, 2000; Pihlanto, 2006; Won-Young et al., 2017; Trigueros et al., 2014). Sin
embargo, estudios han informado que la interaccion proteina-fenoles afecta la
capacidad antioxidante, ya que la proteina bloquea el grupo 3-hidroxilo del anillo B
del flavonoide (Heijnen et al., 2001; Lopez et al., 2003), este fendbmeno disminuye la
actividad antioxidante del fruto al ser afiadido al yogurt (Villano et al., 2005),
posteriormente durante la digestién hay una liberacién de péptidos antioxidantes y

aminoacidos encriptados en las secuencias de proteinas de la leche (Tagliazucchi et

57
/a/m Larate [tiana



al., 2016) al mismo tiempo quedando de forma libre los compuestos bioactivos del

fruto, estos quedaran biodisponibles para ser utilizados por el organismo

Existen diversos métodos para medir la capacidad antioxidante entre los mas
utilizados estan el método por ABTS y DPPH, los cuales se emplearon en el presente

estudio junto con el método de FRAP, a continuacion se describen los resultados

obtenidos de estas pruebas (figura 11).

Figura 11. Actividad antioxidante de la muestra original y fraccion
bioaccesible de 4 formulaciones distintas de yogurt. YJC: Yogurt/jugo control; YJU:
Yogurt/jugo ultrasonicado; YCL: Yogurt/colorante; YCO: Yogurt comercial.”™ Diferentes letras

indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras originales. "~ Diferentes letras indican
diferencia significativa (p<0.05) entre las fracciones bioaccesibles.
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Los valores obtenidos de la capacidad antioxidante de las muestras fueron de 1.24 —
6.41 mg EAA/100 mL para ABTS, siendo el YJU mayor significativamente con 6.41
mg EAA/100 mL en relacion con los demas yogures. La actividad antioxidante de los
compuestos bioactivos medida por el método DPPH presentd rangos de 5.59 pmol —
38.37 uymol ET/100 mL, y el yogurt que fue mayor significativamente fue el YJU con
38.37 umol ET/100 mL. Mientras que para el método de FRAP los valores
encontrados fueron de 0.96 a 7.20 ymol Fe (I1) /100 mL, comparando las muestras el
YJC fue mayor significativamente en su actividad para reducir hierro (7.20 umol Fe
(1) /100 mL).

En un estudio sobre un yogurt adicionado con puré de bayas se encontraron valores
de ABTS de 185.38 pmol ET/100 mL en su muestra original (Citta et al., 2017)
mayores a los reportados en el presente trabajo. Las muestras de YJC y de YJU
presentaron comportamientos similares para ABTS a un yogurt simbiético adicionado
con aceite de tulsi (Ocimum sanctum) (Anand et al., 2018) y para DPPH en yogures
adicionados a diferentes concentraciones con pulpa de cereza amarga, con
diferentes clases de uva y uno bebible con jugo de granada (Sengul et al., 2012;
Karaaslan et al., 2011; y Nikmaran et al., 2015; respectivamente), los anteriores
autores mencionan que la capacidad antioxidante aumenta sobre la adicion de un

fruto o compuesto al yogurt en comparacion a los no adicionados.

Coisson et al., (2005) reportd una menor actividad antioxidante por DPPH en un
yogurt adicionado con acai al compararlo con uno comercial, comportamiento que
difiere con el presente estudio, estos resultados lo atribuyen al tipo de método
utilizado, menciona que la comparacion con otra prueba como ABTS podria ser
valiosa debido a que algunos ensayos son mejores para matrices con alto contenido

de grasa.

Los valores de FRAP en el YJC y el YJU del presente estudio presentaron valores
mayores que los reportados por Muniandy et al. (2016) en yogures adicionados con
extractos de té verde (2.7 ymol Fe (1) /100 mL), té blanco (2.2 ymol Fe (I1) /100 mL) y
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té negro (1.8 ymol Fe (Il) /100 mL). En un yogurt adicionado con zanahoria se
encontraron valores de 173.3 pmol Fe (1) /100 mL (Najgebauer-Lejko et al., 2014)

los cuales fueron mayores a los de este estudio.

Las muestras de YJC y de YJU fueron las que presentaron los valores mas altos en
los tres métodos debido a la adicion de tuna purpura, la cual contiene antioxidantes
naturales de buena calidad, como: fenoles, acido ascorbico, betalainas, entre otros.
Asi mismo el ultrasonido logré la liberacion de estos compuestos bioactivos en el
jugo de tuna ocasionando una mejor actividad antioxidante en el yogurt, en
comparacion con las muestras comerciales que contienen compuestos de colorantes

con origen artificial los cuales presentan estructuras fendlicas.

Las células estan constantemente expuestas a una variedad de agentes oxidantes,
algunos de los cuales son necesarios para la vida, estos agentes estan en el aire, en
los alimentos o pueden ser producidos por las actividades metabdlicas de las células
(Figuera et al., 2013). El factor clave es mantener el equilibrio entre oxidantes y
antioxidantes para mantener condiciones fisioldgicas 6ptimas del cuerpo (Liu y
Hotchkiss, 1995). El contenido antioxidante de las frutas y verduras pueden ayudar a
proteger los sistemas celulares contra el dafno oxidativo y reducir el riesgo de

enfermedades cronicas (Liu, 2003).

Por otro lado, después del proceso de digestion in vitro se encontr6 una mayor
actividad antioxidante en todas las muestras para los tres métodos analizados, los
valores de ABTS mas altos significativamente se encontraron en el YCL con 23.49
mg EAA/100 mL con respecto a las demas muestras y la bioaccesibilidad fue
diferente en cada una, siendo el YJU 2.66 veces mayor que el YJC (1.85) y menores
que el YCO con 11.57 veces mas. Con respecto a DPPH los valores fueron de 35.01
—145.21 ymol ET/100 mL, siendo las muestras de YJC y de YJU las que presentaron
los valores mas altos (p<0.05) con 139.62 y 14521 pmol ET/100 mL,
respectivamente. La fraccion bioaccesible de la muestra de YJC fue 4.6 veces mas

que el YJU (3.3 veces mas) y menores que el YCO (6.4 veces mayor) respecto a la
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muestra original. Para el método de FRAP comparando las muestras el YJC fue el
que mayor capacidad (p<0.05) tuvo (5.51 umol Fe (ll) /100 mL) en la porcidon
bioaccesible, las muestras del YCL y del YCO presentaron una fraccién bioaccesible
considerable que conlleva a una actividad antioxidante mayor siendo 3.40 y 4.16

veces mas su actividad para reducir hierro, respectivamente.

En la fraccion bioaccesible de un yogurt adicionado con un extracto de canela Helal y
Tagliazucchi (2018) reportaron un aumento sobre la actividad antioxidante (ABTS y
DPPH), este mismo comportamiento fue encontrado en el presente estudio en todas
las muestras debido a la actividad enzimatica de la digestion in vitro; mientras que en
otro elaborado con un extracto de algas (Ascophyllum nodosum) (O’Sullivan et al.,
2016) se reportd una diminucion de la capacidad de eliminacién de radicales por
DPPH, siendo mayores los valores de esta actividad antioxidante de la fraccion
bioaccesible en las muestras adicionadas con jugo de tuna del presente trabajo,
debido a que los fenoles de la tuna se encontraron mas disponibles para su

absorcion.

Se puede observar que la actividad antioxidante de las muestras del YJC y del YJU
en el presente estudio por los métodos ABTS y DPPH aumentaron después de la
bioaccesibilidad in vitro en comparacion con FRAP que disminuyeron, este mismo
comportamiento se reporté en un yogurt adicionado con un extracto de canela (Helal
y Tagliazucchi, 2018) mientras que en otro adicionado con un extracto de algas
(Ascophyllum nodosum) se observd una diminucion de la capacidad de eliminacion
de radicales por DPPH (O "Sullivan et al., 2016).

Las determinaciones de actividad antioxidante por ABTS y DPPH son las técnicas
mas Optimas para evaluar la fraccién digerida de una muestra debido a su pH neutro,
el método empleado para determinar la actividad antioxidante de una muestra
digerida podria afectar la evaluacion, ya que las modificaciones del pH pueden
alterar la estructura de los compuestos fendlicos que estan relacionados con la

actividad antioxidante (Arenas y Trinidad, 2017; Bouayed et al., 2011; Guldiken et al.,
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2016). Ademas, la reduccion o el aumento observado de la actividad antioxidante
podria significar la presencia de otras sustancias no analizadas, como los péptidos,
que podrian estar implicados (Pavan et al., 2014), por el contrario el método FRAP
se ve disminuido en las digestiones intestinales ya que este tiene una mejor funcion
en digestiones gastricas, debido a su tapén de acetato a un pH de 3.6 (Bouayed et
al., 2011; Guldiken et al., 2016). Mientras que la actividad antioxidante se comporta
diferente en cada método utilizado y en la fraccion del procedimiento analizada, la
actividad antioxidante reportada esta medida por los metabolitos presentes en las

muestras.

Una parte de los componentes antioxidantes tienen funciones protectoras potenciales
para combatir a los radicales libres formados durante el proceso digestivo (Arenas y
Trinidad, 2017), cada vez hay mas pruebas de que el consumo de una variedad de
compuestos fendlicos presentes en los alimentos naturales puede reducir el riesgo
de trastornos de salud graves debido a su actividad antioxidante (Shahidi y
Ambigaipalan, 2015).
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9. Conclusiones

e Las muestras de yogurt analizadas en el presente estudio presentan en promedio
un pH de 4.33 y una acidez de 0.76% los cuales cumplen con la normativa
actual, mientras que el fruto les confiere un color violeta intenso, el cual lo aleja
de la similitud al producto comercial que presenta tonalidades claras. La
viscosidad en los yogures con jugo de tuna purpura liofilizado es mayor, teniendo
una relacién con la capacidad de retencion de agua, donde el YCO tiene mejores

resultados.

e El conteo microbioldgico realizado en las muestras de yogurt, no se detectaron
enterobacterias, el recuento de mesdfilos es igual en todas las muestras (6.24
Log10 UFC/mL) cumpliendo con la normas y en lo que respecta a las BAL el

yogurt YJU tiene los valores mas altos (8.18 Log10 UFC/mL).

e Los yogures YJC e YJU presentaron mayor cantidad de acido ascorbico y
fenoles totales, debido a la adicién del jugo de una purpura, mientras que las

muestras comerciales tuvieron menor contenido de estos antioxidantes.

e EnelYJCyel YJU se observa una alta actividad antioxidante por los métodos
de ABTS, DPPH y FRAP, debido a los compuestos bioactivos agregados por el

fruto.

e En la fraccion bioaccesible se observa un aumento sobre la concentracién de
acido ascorbico y fenoles totales en todas las muestras, siendo el YJC y el YJU
los que presentan mas cantidad de acido ascorbico. En cuanto al contenido total
de fenoles, el YJU y el YCL son mayores significativamente. La actividad
antioxidante medida por el método de ABTS se observa un aumento en todas las

muestras, donde el YCL es el que mayor actividad presenta. Para los métodos
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por DPPH y FRAP, el YJC y el YJU son los que mayor capacidad antioxidante

presentan.

e El contenido de compuestos bioactivos resultante en la muestra de yogurt
adicionado con pulpa de tuna purpura ultrasonicada vy liofilizada, no es la mejor
en todos los casos, sin embargo muestra una alta bioaccesibilidad, siendo el YCL
y el YCO las que presentaron la fraccion bioaccesible mas alta, debido a que hay
mas liberacion y biodisponibilidad de estos compuestos durante la digestion, pero
cabe destacar que el uso de colorantes o conservadores pueden generar

consecuencias a largo plazo como el cancer.

e La utilizacion del jugo de tuna purpura como aditivo al yogurt permite obtener un
alimento de alto valor biolégico, con propiedades en beneficio a la salud, debido
a los compuestos antioxidantes del fruto principalmente vitaminas y polifenoles.
Asimismo el uso del ultrasonido como método de extraccion permite mayor
disponibilidad de los compuestos bioactivos y la liofilizacion como técnica de
conservacion ayuda a una mejor incorporacion del jugo al yogurt. La alta
actividad antioxidante es una caracteristica deseable que puede mejorar el valor
terapéutico del yogur y podra contribuir a disminuir el riesgo de algunas
enfermedades no transmisibles, ademas el origen natural del fruto permite evitar

el consumo de aditivos.
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