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RESUMEN

La zarzamora es un fruto con alto contenido de compuestos fendlicos, durante su
procesamiento se generan gran cantidad de residuos ricos en antioxidantes que
pueden ser utilizados como ingredientes funcionales en la industria alimentaria,
incluyendo el sector lacteo. Por otra parte, con la aplicacion del ultrasonido, es
posible mejorar la extracciébn de compuestos bioactivos en los residuos, manteniendo
la calidad y caracteristicas originales de un producto. Por otro lado, para conocer la
absorciéon de antioxidantes, los modelos de digestidn in vitro resultan factibles debido
a que son simples, baratos y reproducibles. El objetivo de este estudio fue evaluar
las propiedades fisicoquimicas, microbiolégicas y bioaccesibilidad in vitro de
antioxidantes de un yogurt para beber, adicionado con residuo de zarzamora
ultrasonicado (RZU) (90% de amplitud por 15 minutos), comparandolo con un yogurt
con residuo de zarzamora (RZ), un yogurt con colorante (COL) un yogurt comercial
(COM) y un yogurt natural (NAT) utilizado como muestra como control. La adicion del
residuo de zarzamora (RZ) y el residuo de zarzamora ultrasonicado (RZU) a los
yogures, no afecto el valor de pH y acidez, manteniéndose dentro de lo establecido
por la normativa oficial (<4.5 y >0.5%, respectivamente), incrementé la capacidad de
retencion de agua y la viscosidad, proporcionando un atractivo color violeta en
comparacién con las muestras NAT, con COL y COM. Se encontrd bajo recuento de
mesofilos aerobios y las bacterias acido lacticas cumplen con la Norma Oficial
Mexicana. El yogurt con RZ fue el Gnico con presencia de enterobacterias, mientras
que el residuo ultrasonicado (RZU) demostré completa inactivacion. El yogurt con
RZU presentd alto contenido de fenoles totales (CFT), antocianinas y actividad
antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) comparado con las otras muestras. Finalmente,
en la fraccién bioaccesible, el yogurt con RZU fue mayor en antocianinas, ABTS y
FRAP, pero el yogurt con RZ fue mayor para CFT y DPPH. Estos resultados sugieren
que el residuo de zarzamora ultrasonicado podria ser utilizado como aditivo en la
industria lactea como una opcion para la reduccion de aditivos artificiales afiadidos.
Palabras clave: Ultrasonido, Zarzamora, Yogurt, Bioaccesibilidad, Propiedad

Antioxidante.




SUMMARY

The blackberry is a fruit with a high content of phenolic compounds, during its
processing is generated a large amount of residues rich in antioxidants, which can be
used as functional ingredients in the food industry, including the dairy sector. On the
other hand, with applying of an emerging technology, such as ultrasound, is possible
to improve the extraction of bioactive compounds in foods, maintaining the quality and
original characteristics of the product. On the other hand, to know the absorption of
antioxidants, models of in vitro digestion are feasible because they are simple, cheap
and reproducible. The objective of this study was to evaluate the physicochemical,
microbiological and in vitro bioaccessibility of antioxidants properties from yogurt to
drink, added with ultrasonicated blackberry residues (RZU) (90% amplitude for 15
minutes) in comparison with a yogurt with blackberry residues (RZ), yogurt with food
coloring (COL), commercial yogurt (COM) and natural yogurt (NAT) used as control
sample. The addition of the blackberry residue (RZ) and the ultrasonicated blackberry
residue (RZU) to the yoghurts, did not affect the pH value and the acidity, complying
within the established by the official regulations (<4.5 and >0.5%, respectively). In
addition, it contributed to the increase in the water retention capacity and the viscosity
of the yogurt, providing an attractive violet color in comparison with the NAT, COL
and COM samples. A low load of counts of aerobic mesophiles was found and lactic
acid bacteria comply with the established of the Official Mexican Norm. The yogurt
with RZ was the only one with presence of enterobacteria, while the ultrasonicated
residue (RZU) was effective in the total elimination of this microorganism. The yogurt
with RZU presented high values in content of total phenols (CFT), anthocyanins and
antioxidant activity (ABTS, DPPH and FRAP) in comparison with other samples.
Finally, in the bioaccessible fraction, the yogurt with RZU was significantly higher in
anthocyanins, ABTS and FRAP, but the yogurt with RZ was higher for CFT and
DPPH. These results suggest that the ultrasonicated blackberry residue could be
used as an additive in the dairy industry as an option for the reduction of added
artificial additives.

Keywords: Ultrasound, Blackberry, Yogurt, Bioaccessibility, Antioxidant property.
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|. MARCO TEORICO

1.1 Ultrasonido

La industria alimentaria ha optado por el desarrollo y uso de nuevas tecnologias para
mejorar la calidad en los procesos de elaboracion de productos alimenticios (Chemat
et al. 2017). Un ejemplo de estas tecnologias emergentes es el ultrasonido, cuyo uso
resulta barato, sencillo, confiable y respetuoso con el medio ambiente (Tiwari et al.
2009), ya que consume menos energia como la obtenida del carbén, petréleo, o gas
natural y permite la reduccion de disolventes, generando productos puros y de mayor
rendimiento (Chemat et al. 2017).

1.1.1 Fundamento

El ultrasonido es una forma de energia generada por ondas sonoras demasiado altas
para ser detectadas por el oido humano (>16 kHz) (Tiwari, 2015). Durante el proceso
de ultrasonicado en productos liquidos o semiliquidos se generan ondas
longitudinales que provocan regiones de compresion y expansion, lo que forman
cavidades llenas de vapor; fendmeno conocido como cavitacion, haciendo las
particulas mas pequefias, como se observa en la Figura 1 (Dolatowski et al. 2007;
Abdullah y Ling, 2014; Tiwari, 2015; Chemat et al. 2017).
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Figura 1. Representacion esquematica del fendmeno de cavitacion. (a) Formacién de
ondas de sonido que genera microburbujas en el liquido; (b) burbujas de cavitacion en su
tamafio maximo; (c) microburbujas colapsando y dispersion de las particulas. Modificada de
Abdullah y Ling, 2014.




En los microorganismos, cuando estas burbujas alcanzan un tamafio critico colapsan
generando condiciones locales de presion y temperaturas extremas (1,000 atm y
5,000 K respectivamente), provocando la muerte del microorganismo (Figura 2)
(Soria y Villamiel, 2010; Chemat et al. 2011).
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Figura 2. Dafio celular inducido por ultrasonido. Modificada de Chemat et al. 2011.

De acuerdo con la intensidad, el ultrasonido es clasificado en ultrasonido de baja y
alta energia (Soria y Villamiel, 2010). El ultrasonido de baja energia (baja potencia,
baja intensidad), maneja niveles menores a 1 Wem™ y frecuencias de mas de 100
kHz, y es utilizado en mediciones analiticas no destructivas, con fines de control de
calidad y monitoreo de la composicion de los alimentos durante su procesamiento y
almacenamiento (Dolatowski et al. 2007; Abdullah y Ling, 2014).

Por otro lado, el ultrasonido de alta energia (alta potencia y alta intensidad), tiene
niveles superiores a 1 Wem2 y un rango de frecuencia de 16 a 100 kHz (Soria y
Villamiel, 2010). Este tipo de ultrasonido es util en aplicaciones invasivas, que
generan cambios en las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de los alimentos
procesados (Dolatowski et al. 2007; Majid et al. 2015).

En el alimento, dependiendo de la frecuencia y la amplitud de ondas sonoras
utilizadas, se pueden observar diferentes efectos fisicos, quimicos y bioquimicos
(Dolatowski et al. 2007; Tiwari, 2015). Los efectos fisicos incluyen la reduccion del
tamafo de particula, estrés local por cizallamiento y destruccion de la molécula en el
alimento (Chemat et al. 2017); mientras que los efectos quimicos incluyen la

generacion de radicales libres, debido a la hidrolisis de agua dentro de las burbujas,

e
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lo que conduce a la formacion de radicales libres H* y "OH (Majid et al. 2015). Estos
son los efectos por los cuales el ultrasonido es utilizado para minimizar la carga
bacteriana y facilitar la liberacion de compuestos bioactivos de un producto, mientras
que mantiene la calidad y las caracteristicas originales del producto (Chemat et al.
2017).

Los productos alimenticios poseen nutrientes, aromas, pigmentos y antioxidantes
altamente sensibles a cambios quimicos, fisicos y microbioldgicos, por lo que
métodos comunes de procesamiento pueden generar la pérdida de algunos
compuestos (Chemat et al. 2011; Citta et al. 2017).

El ultrasonido ha sido utilizado para la extracciéon de compuestos antioxidantes (Soria
y Villamiel, 2010), que genera fenbmenos fisicos y quimicos que permiten maximizar
el rendimiento de la extraccion y la actividad antioxidante mejorando la migracion de
estos compuestos al medio liquido (Romero y Yépez, 2015), al mismo tiempo que
reduce el consumo de energia y el tiempo de extraccion, generando extractos libres
de solventes o contaminantes residuales, en comparaciéon con los métodos
convencionales, los cuales utilizan disolventes (Chemat et al. 2017). Frutas como la
zarzamora, son una fuente rica de compuestos antioxidantes (Romero y Yépez,
2015), distribuidos en el jugo, pulpa, cascara y semillas (Abdullah y Ling, 2014), los
cuales pueden ser mejor aprovechados al aplicarse un método de extraccién como el

del ultrasonido, el cual mejora la disponibilidad de los compuestos antioxidantes.

1.2 Zarzamora

1.2.1 Morfologia

Rubus fructicosus L., mejor conocida como zarzamora (Figura 3), proviene de un
arbusto espinoso semi erecto, de una altura aproximada de 150 a 200 cm y una
anchura de 100 a 150 cm; al madurar la hoja, su follaje es de un tono verde oscuro
(Pérez y Vazquez, 2004; Hummer y Janick, 2007). El didmetro de su flor es
aproximadamente de 2 a 3 cm; tiene 5 pétalos rosados o blancos palidos y multiples
estambres en su flor (Zia-Ul-Haq et al. 2014). Después de la caida de los pétalos, la
fruta se desarrolla en agregados llamados polidrupas, cuyo peso es de

aproximadamente 3 a 12 g, dependiendo de la variedad (Kaume et al. 2012). Al
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principio, las frutas son verdes y con la maduracion se tornan de un color de rojo a
negro (Hummer y Janick, 2007; Zia-Ul-Haq et al. 2014).

Figura 3. Representacion gréafica de la zarzamora. a) Fruto; b) Flores, Hojas y Ramas.
Modificada de Samano, 1986.

Esta fruta se produce durante dos estaciones del afio: la primera entre marzo y julio;
y la segunda en los dos ultimos meses del afio (Hummer y Janick, 2007; FIRA,
2016). La planta se desarrolla en lugares frescos y frios, su recoleccion se puede
realizar de forma manual o mecanica justo cuando el fruto se encuentre casi maduro,

cuando tiene un color rojo 0 empieza a tornarse oscuro (Pérez y Vazquez, 2004).

1.2.2 Produccién y Consumo

Debido a la alta demanda de frutos del bosque en diferentes paises y a las
caracteristicas climaticas optimas, calidad de suelo y oportunidad de periodos
estacionales, México se ha convertido en el quinto productor de zarzamoras del
mundo, antecedido por China, Estados Unidos, Rusia y Polonia (FIRA, 2016).




En México, para el 2017 se reporté una produccién de 12,561.05 toneladas de
zarzamora (SIAP, 2017), destacandose cuatro estados en la produccién y cosecha
de zarzamora (Figura 4): Michoacan (11,782.75 toneladas), donde se concentré la
mayor produccion del pais; Jalisco (536.5 toneladas), Colima (136 toneladas) y Baja
California (56 toneladas) (FIRA, 2016; SIAP, 2017).

Durante el 2017, en Hidalgo se reportdé una produccion de 1 tonelada de esta fruta,

siendo Atotonilco El Grande el lugar con mayor superficie cosechada (SIAP, 2017).

>1000 ha
100 - 1000 ha
10 - 100 ha
1-10ha

<1 ha

Figura 4. Estados de mayor produccion de zarzamora en México durante el afio
2017. Fuente: SIAP, 2017.

La composicion quimica de la zarzamora depende de muchos factores, como el
cultivar analizado, las practicas agrondmicas del cultivo, la etapa de maduracion, y
las condiciones geologicas y climéaticas del area donde es recolectada, ademas de
las condiciones de almacenamiento, la actividad enzimética y la contaminacion
microbiana (Yilmaz et al. 2009).

Normalmente estas frutas se consumen frescas, sin embargo, este tipo de producto
contiene enzimas (como la polifenol oxidasa y la peroxidasa) que contribuyen a su
deterioro, generando pérdida de textura, formacion de pigmento marrén y destruccion
de fitoquimicos que, en conjunto, afectan su aceptabilidad (Kaume et al. 2012). Por




ello, el procesamiento y transformacion de la zarzamora aumenta su vida util,
pudiendo consumirse en productos como mermelada, vino, té, helado, postres, jaleas

sin semillas y productos de panaderia (Zia-Ul-Haq et al. 2014).

1.2.3 Contenido nutrimental

Como se observa en la Tabla 1, la zarzamora es buena fuente de hidratos de
carbono, fibra (como celulosa y pectina), minerales (potasio, calcio y magnesio), y
vitaminas (A, K y C, asi como de complejo B, principalmente niacina, tiamina y
riboflavina) (Turemis et al. 2003; Kaume et al. 2012; Zia-Ul-Haq et al. 2014; USDA,
2018).

Tabla 1. Composicion nutrimental de la zarzamora en 100 g de peso fresco

Composicién Cantidad Zinc (Zn) 0.53 mg
Energia 43 kcal
Agua 88.15¢g Composicion Cantidad
Proteina 1.39¢ Vitaminas
Lipidos Totales 0.49¢ Vitamina A 214 Ul
Carbohidratos 9.61¢ Tiamina (B1) 0.020 mg
Fibra Total 5309 Riboflavina (B2) 0.026 mg
Azlcares Totales 4.88 ¢ Niacina (B3) 0.646 mg
Minerales Piridoxina (B6) 0.030 mg
Calcio (Ca) 29 mg Acido Fdlico (B9) 25 ug
Hierro (Fe) 0.62 mg Vitamina C (Total Acido 21 mg
Magnesio (Mg) 20 mg Ascorbico)
Fosforo (P) 22 mg Vitamina E (a-tocoferol) 1.17 mg
Potasio (K) 162 mg Vitamina K
: o 19.8 ug
Sodio (Na) 1 mg (Filoquinona)

Modificada de USDA, 2018.

1.2.4 Residuo de la zarzamora
Durante el procesamiento de este fruto se obtiene alrededor del 20% de residuos,

involucrando piel y semillas principalmente, que normalmente no son aprovechados




por el consumidor y terminan siendo desechados, sin embargo, contienen altas
cantidades de fibra dietética y compuestos fendlicos, (Tseng y Zhao, 2013) como
acidos fendlicos, taninos, flavonoides y antocianinas, que contribuyen a su alta
capacidad antioxidante (Kaume et al. 2012). Estos usualmente son pigmentos que
han sido utilizados como colorantes naturales en productos horneados, jaleas,
chicles, vinos de frutas y bebidas (Turemis et al. 2003).

Un estudio realizado por Zafra, et al. 2018 demostré que el residuo de zarzamora es
una buena fuente de minerales, acidos organicos y fibra, ademas de presentar

cantidades elevadas de compuestos fendlicos y antocianinas (Tabla 2).

Tabla 2. Composicion nutrimental del residuo de la zarzamora en 100 g de peso fresco

Composicion Cantidad Composicion Cantidad
Humedad 74.83£0.76 Acidos organicos (mg/100 g bs)
Proteina 2.60+0.11 Acido Oxalico 59.51 +8.18
Lipidos 1.84 +0.03 Acido Malico 5706.37 £ 123.38
Hidratos de carbono totales 9.07 £ 0.80 Acido Citrico 125.54 + 0.61
Fibra dietética total 11.12+0.22 Acido Fumérico 230.25 + 2.47
Cenizas 0.54 +0.02 Acido Ascorbico 6.00 + 1.00
Minerales (%) Acido Palmitico (C16:0) 1.68 £ 0.40
Carbén (C) 48.02 £ 4.69 Acido Linolenico (C18:3n-3) 0.43 £ 0.07
Nitrégeno (N) 7.54 +0.43 Acido Araquidénico (C20:0) 7.68 +1.88
Oxigeno (O) 43.04 + 4.16 Acido Eicosanéico (C20:1) 0.20 + 0.00
Fosforo (P) 0.19 £ 0.08 Antioxidantes
Sodio (Na) 0.01+0.01 Compuestos fendlicos
Magnesio (Mg) 0.11 +0.05 totales (mg EAG/100 g db) 401643 % 13.44
Potasio (K) 0.81+0.17 Antocianinas (mg/100 g db) 364.53 +7.36
Calcio (Ca) 0.08 £ 0.04 Capacidad antioxidante
Hierro (Fe) 0.03+0.05 ABTS (mg EAA/100 g bs)  5422.38 + 71.50
Azufre (S) 0.05+0.01 DPPH (umol ET/100 g bs)  13656.27 + 532.66
Silicio (Si) 0.02+0.04 FRAP (umol Fe(l1)/100 g bs) 12511.44 + 147.39
Cloro (Cl) 0.06 + 0.05 Fibra dietética

Fibra dietética total (%) 44.26 + 0.09
Fibra soluble (%) 5.90 + 0.52
Fibra insoluble (%) 38.35+0.39

Modificada de Zafra et al, 2018.




1.2.5 Compuestos fendlicos
Los fenoles o compuestos fendlicos (Figura 5), son un grupo de antioxidantes
considerados como metabolitos secundarios de las plantas, cuya estructura quimica

tiene de uno 0 mas grupos fendlicos (Tsao, 2010; Carbonell et al. 2014).

OH

Figura 5. Estructura quimica del grupo fenol

Las frutas, verduras, cereales integrales y bebidas como el té, el chocolate y el vino
son fuentes ricas de polifenoles (Tsao, 2010). La cantidad de los compuestos
fendlicos totales en las zarzamoras varian de 114 a 1056 mg /100 g, dependiendo de
la genética y la madurez de la fruta (Kaume et al. 2012).

Los polifenoles, ademéas de poseer efectos analgésicos, antiinflamatorios vy
citotdxicos (Leon et al. 2015), son antioxidantes capaces de neutralizar los radicales
libres donando un electrén o un atomo de hidrégeno, inhibiendo asi la formacion de
las especies reactivas y los precursores de radicales libres (Muniandy et al. 2016).
Ademas, los polifenoles también son conocidos por su actividad quelante de metales
(Tsao, 2010). Dependiendo de su estructura quimica, los compuestos fendlicos
pueden ser divididos en compuestos no flavonoides, como acidos fendlicos,
diarilheptanoides, estilbenos, arilcananonas, antraquinonas, cumarinas y fenoles
simples; y en flavonoides, que incluyen flavonoles, flavonoles, flavonoides,
flavanonas, isoflavonas, chalconas y antocianinas (Tsao, 2010; Ledn et al. 2015),
considerandose estos Ultimos constituyentes principales de las zarzamoras (Zia-Ul-
Haq et al. 2014). Las antocianinas son glucidos flavonoides solubles en agua, con un
anillo - A beinzoil y un anillo - B hidroxicinamoil, conocidos como los pigmentos rojos,
azules y morados de la mayoria de los pétalos de flores, frutas y verduras, y ciertas
variedades especiales de granos. Su color y tipo de antocianina depende del tipo de
radical (R1 y R2) (Tabla 3) unido al anillo fenol, como se puede ver en la Figura 6
(Giusti y Wrolstad, 2003; Wu et al. 2006; Tsao, 2010).
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Figura 6. Estructura quimica de las antocianinas

Tabla 3. Antocianinas mas comunes

Antocianina R1 R2 A max (nm) visible/color

Pelargonidina H H 494 nm / naranja
Cianidina OH H 506 nm / naranja-rojo
Peonidina OMe H 506 nm / naranja-rojo
Delfinidina OH OH 508 nm / rojo
Petunidina OMe OH 508 nm / rojo
Malvidina OMe OMe 510 nm / azul-rojo

A) Anillo benzoil; B) Anillo hidroxicinamoil; Ri: Radical 1; Rz: Radical 2. OMe: Metoxil.
Modificada de Giusti y Wrolstad, 2003.

Las antocianinas se sintetizan durante la maduracion de la zarzamora, aumentando a
medida que la fruta va madurando, desde las etapas rosa/rojo claro a purpura-
azulado oscuro (Kaume et al. 2012); el color de las frutas también depende del pH
del alimento, siendo méas estables en soluciones acidas (pH>3), cuyo color es rojo;
en condiciones basicas el color es azul (Fang y Bhandari, 2011). Otros factores como
el grado de hidroxilacién, o el patron de metilaciéon de los anillos aromaticos, y el
patrén de glicosilacion, también pueden afectar el color de las antocianinas (Tsao,
2010), asi como la humedad y el oxigeno (Fang y Bhandari, 2011).

Las antocianinas encontradas en la zarzamora son derivados de cianidina unidos a
restos de glucosa, rutinosa, xilosa y arabinosa, algunos ejemplos son cianidina 3-
glucdsido, que es el principal tipo de antocianina encontrado en esta fruta; cianidina
3-galactosido, cianidina 3-xilosido, cianidina 3-dioxalil-glucésido, cianidina 3-
rutinosido, perlargonidina 3-glucosido, cianidina 3- (3-malonil) glucésido y cianidina 3-
(6-malonil) glucoésido, entre otros (Kaume et al. 2012).
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La actividad antioxidante de las antocianinas estd asociada con el numero de
hidroxilos libres alrededor del anillo de pirona: cuanto mayor es el niumero de
hidroxilos, mayor es la actividad antioxidante (Genskowsky et al. 2016).

1.3 Yogurt

Se le conoce como yogurt, yogur, yoghurt, yoghurth o yogurth al producto obtenido
de la fermentacion de leche (NOM-181-SCFI-2010), estandarizada o no, entera,
parcial o totalmente descremada, enriquecida en extractos secos, tratada
térmicamente y coagulada biolégicamente por medio de la accion de
microorganismos Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp.
Bulgaricus (NOM-181-SCFI-2010; NMX-F-444-1983).

Durante la fermentacion de la leche por los microorganismos, se realiza la conversién
de lactosa en &cido lactico, la hidrdlisis de caseinas en péptidos y aminoacidos libres
y de la grasa lactea en acidos grasos libres (Lee y Lucey, 2010). Estas reacciones
conducen a la produccion de diversos metabolitos que dan como resultado una
disminucién del pH, la formacion de una textura semisélida y un sabor distintivo del
yogurt (Settachaimongkon et al. 2014). Este producto puede clasificarse por sus
componentes en simple (o natural) y en saborizado (o con fruta), para ello puede
contener hasta 50% (m/m) de ingredientes no lacteos, como por ejemplo
edulcorantes, frutas, verduras, jugos, purés, pastas, preparados y conservadores
derivados de otros alimentos aromatizantes naturales e inocuos y/o sabores (NOM-
181-SCFI-2010). El yogurt natural es normalmente de color blanco, de aroma y sabor
ligeramente acidos, caracteristicos del producto, y de consistencia firme (NMX-F-
444-1983). La leche usada para yogurt se tiene que estandarizar a un nivel menor de
grasa y mayores contenidos de lactosa, proteinas, minerales y vitaminas; para eso
se pueden afiadir sélidos lacteos no grasos (leche deshidratada descremada, suero
de leche, etcétera); y a partir de la obtencion del yogurt se pueden afadir algunos
aditivos como colorantes, gelificantes, estabilizantes, saborizantes y edulcorantes
(Badui, 2006).

12



1.3.1 Aditivos en el yogurt

En la industria alimentaria, los aditivos son utilizados para mejorar las caracteristicas
y propiedades de los productos procesados, los cuales incluyen conservantes,
colorantes, aromatizantes, texturizantes y diversos agentes con propiedades
nutricionales (Caleja et al. 2016), algunas de sus funciones se enuncian
acontinuacion:

+ Colorantes y pigmentos: sustancia que tiene la propiedad de impartir color al
medio que lo contiene, obtenido de una fuente animal, vegetal o mineral.

% Edulcorantes: sustancia natural o sintética que puede sustituir parcial o
totalmente el dulzor del azucar.

« Emulsificantes, emulsivos, estabilizadores, espesantes Yy gelificantes:
sustancia o mezcla de sustancias que mantiene homogéneos a los productos
constituidos por dos o mas fases inmiscibles, impidiendo su separacion.

% Saborizantes: todos los agentes, naturales y sintéticos, que se emplean para
proporcionar un determinado sabor a los alimentos (Badui, 2006).

El abuso de los aditivos sintéticos resulta peligroso para la salud humana, debido a
los efectos adversos relacionados a su consumo excesivo (Muniandy et al. 2016), los
cuales incluyen problemas gastrointestinales (intolerancias), dermatoldgicos
(urticaria), respiratorios (asma) y neurolégicos (Caleja et al. 2016). Diversos estudios
mencionan la combinacién de un derivado lacteo, yogurt, con un alimento de origen
vegetal (Giusti y Wrolstad, 2003; Gonzalez et al. 2011; Tseng y Zhao 2013; Gad et al.
2015; Sung et al. 2015; Oliveira et al. 2015; Muniandy et al. 2016; Bakirci et al. 2017;
Cassani et al. 2017). Esta combinacion demostr6 mejorar las caracteristicas
fisicoquimicas del yogurt, aumentando la capacidad de retencion de agua,
viscosidad, entre otros (Gad et al. 2015; Bakirci et al. 2017); y mejorando la
capacidad antioxidante de las muestras (Oliveira et al. 2015; Muniandy et al. 2016).
Al ser estos aditivos de origen natural, disminuyen las reacciones adversas que los
aditivos de origen sintético pudieran generar en quien los consume (Caleja et al.
2016)
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1.3.2 Beneficios del yogurt asociados a la salud

El yogurt es rico en nutrientes (Tabla 4), como lipidos, proteinas, potasio, calcio y

vitaminas del complejo B (Harish y Varghese, 2006; USDA, 2018). El principal

carbohidrato en el yogurt es la lactosa, sin embargo, resulta bien tolerada por

individuos sensibles a este disacarido debido a la presencia de bacterias acido

lacticas (Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus)

(Fernandez y Marette, 2017), que a su vez mejoran la funcion intestinal y previenen

episodios de diarrea, gracias a su accion sobre la lactosa (Harish y Varghese, 2006;
Parra, 2012; Muniandy et al. 2016).

Tabla 4. Composicion nutrimental del yogurt en 100 g

Composicién Cantidad Composicién Cantidad
Energia 61 kcal Vitaminas
Agua 87.90¢g Vitamina A 99 Ul
Proteina 34749 Tiamina (B1) 0.029 mg
Lipidos Totales 3.25¢ Riboflavina (B2) 0.142 mg
Carbohidratos 4669 Niacina (B3) 0.075 mg
Fibra Total 0.0g Piridoxina (B6) 0.032 mg
Azlcares Totales 4.66 g Acido Fdlico (B9) 7 ug
Minerales Cobalamina (B12) 0.37 ug
Calcio (Ca) 121 mg Vitamina C (Total Acido Ascorbico) 0.5 mg
Hierro (Fe) 0.05 mg Vitamina D 2UI
Magnesio (Mg) 12 mg Vitamina E (a-tocoferol) 0.06 mg
Fosforo (P) 95 mg Vitamina K (Filoquinona) 0.2 ug
Potasio (K) 155 mg Lipidos
Sodio (Na) 46 mg Saturados 2.096 g
Zinc (Zn) 0.59 mg Monoinsaturados 0.893 ¢
Poliinsaturados 0.092 g
Colesterol 13 mg

Modificada de USDA, 2018.

Durante el proceso de fermentacion del yogurt aumenta la biodisponibilidad de

ciertos nutrientes de la leche, como la vitamina B12, calcio, magnesio, entre otros,

asi como de proteinas y péptidos, lo que lo hace ideal para las poblaciones con,




como nifios y ancianos que son vulnerable a presentar déficit de nutrientes, que
necesitan desarrollar o mantener su masa muscular (Fernandez y Marette, 2017). El
yogurt también actia en la prevencion de enfermedades urogenitales, control de
enfermedades inflamatorias del intestino y actia en el control, prevencion, y
tratamiento de Ulcera gastrica causada por Helicobacter pylori (Harish y Varghese,
2006; Parra, 2012). Otros beneficios a la salud incluyen la produccién de enzimas,
estabilizacion de la microbiota intestinal, asi como su posible accién en la prevencion
de cancer de estdmago y colon (Parra, 2012), en el control de la presion arterial y
sobre el dafio hepético producido por una alta ingesta de alcohol (Nardone y Rocco,
2004). El yogurt a pesar de ser un alimento rico en hidratos de carbono, lipidos y
proteinas, posee limitado contenido de compuestos bioactivos, por lo que el
adicionarlos con frutas o residuos de estos pueden mejorar su formulacion,
sustituyendo el uso de aditivos sintéticos que pudieran generar reacciones adversas
en quien los consume (Caleja et al. 2016 Bakirci et al. 2017). Sin embargo, las
propiedades bioldgicas de los antioxidantes de la dieta dependen de su absorcién en

el intestino (Saura, et al. 2007).

1.4 Bioaccesibilidad intestinal e interacciones alimenticias

La bioaccesibilidad se define como la cantidad de un componente alimenticio que
esta presente en el intestino, como consecuencia de su liberacion desde matriz
alimenticia sélida, y que puede pasar a través de la barrera intestinal (Saura, et al.
2007). Los métodos de simulacion intestinal in vitro resultan rapidos, reproducibles,
seguros y no tienen las mismas restricciones bioéticas como los métodos in vivo
(Sengul et al. 2014). Un ejemplo de simulacion in vitro, es el modelo de dialisis, que
que corresponde la fraccion dializable (parte de la muestra que atraviesa la
membrana semipermeable y estad disponible para la absorcion), y la fraccibn no
absorbible (la fraccion de la muestra que queda fuera de la membrana de dialisis)
(Van de Velde et al. 2018). La absorcion intestinal y metabolismo de los polifenoles,
entre ellos las antocianinas, depende principalmente de sus caracteristicas

fisicoquimicas y de su interaccibn con otros macronutrientes en los productos
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alimenticios que los rodean (lipidos, proteinas e hidratos de carbono) (Carbonell et al.
2014; Jakobek, 2015).

1.4.1. Interacciones con lipidos

Los complejos generados entre los lipidos y los polifenoles son debido a los grupos
hidroxilo presentes de los fenoles. Dichas interacciones tienen solo una pequeiia
influencia en la accesibilidad de absorcion del polifenol, pero los lipidos pueden
proteger a los compuestos fendlicos en su paso a través de la digestion, pudiendo
estos llegar a las partes mas bajas del tracto gastrointestinal (Jakobek, 2015).

1.4.2. Interacciones con proteinas

Estas interacciones son principalmente hidrofébicas no covalentes, que son uniones
reversibles, dependiendo del pH, temperatura y la concentracién de la proteina o
flavonoide (Trigueros et al. 2014; Jakobek, 2015). La asociacion entre los polifenoles
y las proteinas puede disminuir la actividad antioxidante de los polifenoles (Arts et al.
2002), sin embargo, esto puede resultar beneficioso, ya que esta union protege a los
polifenoles contra la degradacion oxidativa a través de su paso por el tracto
gastrointestinal, sin verse afectada la bioeficacia del antioxidante (Trigueros et al.
2014).

1.4.3. Interacciones con hidratos de carbono

Los grupos hidroxilo de los polifenoles forman enlaces con los atomos de oxigeno de
los polisacaridos (Jakobek, 2015). La fibra dietética, constituida principalmente de
polisacéaridos, puede actuar como una matriz que retiene polifenoles, lo que puede
permitir que hasta el 50% de los antioxidantes del alimento lleguen a colon (Saura, et
al. 2011), ahi pueden estimular el crecimiento de bacterias beneficiosas e inhibir el

crecimiento de bacterias patégenas (Palafox et al. 2011).
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Il. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Comunmente la parte mas utilizada de la zarzamora es el jugo, obteniéndose una
gran cantidad de residuo, el cual estd compuesto por cascara, pulpa y semillas que
son usualmente desechados, pero esta parte posee un alto contenido en nutrientes,
fibora y antioxidantes. Por otro lado, el yogurt es un producto lacteo altamente
consumido y con alto valor nutrimental con beneficios a la salud, sin embargo, posee
bajo contenido en antioxidantes, y durante su procesamiento se agregan aditivos
como endulzantes, aromatizantes, colorantes y estabilizantes, cuyo consumo
excesivo puede resultar dafiino para la salud. La industria alimentaria ha buscado
formas de extraer los compuestos antioxidantes en las frutas como aditivo natural,
pero los métodos convencionales mas utilizadas para extraerlos necesitan el empleo
de disolventes, los cuales resultan perjudiciales en la salud o el medio ambiente. Por
lo anterior el elaborar un yogurt adicionado con residuo de zarzamora podria sustituir

al uso de aditivos dafinos e incrementa su actividad antioxidante.
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I1l. JUSTIFICACION

Actualmente resulta casi imposible consumir alimentos en fresco, la mayoria son
procesados y contienen alto contenido de aditivos los cuales pueden ser perjudiciales
para la salud. Como se menciond anteriormente, existe un 20% de residuos a partir
de frutos procesados que no son utilizados, un ejemplo de ellos es la zarzamora, el
cual tiene alto contenido en antioxidantes. Por otro lado, es conocido que el
ultrasonido es una tecnologia no toxica durante la extraccion de compuestos, por lo
qgue adicionar un residuo de zarzamora ultrasonicado a un yogurt como un aditivo
natural, puede ser una alternativa de uso del residuo, evitando asi su deshecho, y a
la vez mejorar las propiedades fisicoquimicas del yogurt, incrementando asi la
ingesta de antioxidantes en el consumidor. Ademas, el consumo de este producto
podria prevenir o disminuir la posibilidad de padecer enfermedades cronicas no

transmisibles como cancer, diabetes o trastornos cardiovasculares, entre otros.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicoquimicas, microbiolégicas y bioaccesibilidad in vitro de

antioxidantes de un yogurt bebible adicionado con residuo ultrasonicado de

zarzamora (Rubus fructicosus L.), para establecer su posible uso como aditivo en un

producto lacteo.

4.2 Objetivos especificos

7
0’0

L X4

L X4

Analizar las propiedades fisicoquimicas de las muestras de yogurt mediante
técnicas de pH, acidez, capacidad de retencion de agua, viscosidad y color
para conocer el comportamiento del residuo de zarzamora en el yogurt.
Evaluar la calidad microbiolégica de las muestras a través de recuento de
mesofilos aerobios enterobacterias y bacterias acido lacticas para evaluar si el
producto elaborado cumple con lo establecido dentro de las normas oficiales
para el yogurt.

Calcular el contenido de compuestos fendlicos totales, antocianinas y
capacidad antioxidante mediante los métodos de ABTS, DPPH y FRAP de las
muestras de yogurt para determinar la cantidad de antioxidantes del residuo
de zarzamora presentes en el yogurt.

Medir en la fraccion bioaccesible, el contenido de compuestos fendlicos
totales, antocianinas y capacidad antioxidante mediante los métodos de
ABTS, DPPH y FRAP para conocer la cantidad de antioxidantes liberados de
los yogures durante las bioaccesibilidad in vitro.
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V. METODOLOGIA

Se analizaron cinco tipos diferentes de yogurt y fueron evaluadas las siguientes
variables (Figura 7): propiedades fisicoquimicas (pH, acidez titulable, capacidad de
retencion de agua, viscosidad y color), recuento microbiolégico (mesofilos aerobios,
enterobacterias y bacterias acido lacticas) y actividad antioxidante (compuestos
fendlicos totales, antocianinas, ABTS, DPPH y FRAP) de las muestras y su fraccion

bioaccesible.
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Elaboracion de yogurt

(cultivo 0.1%, S. thermophilus y L. delbrueckii ssp. bulgaricus, SACCO, lyofast)

Yogurt natural (NAT):
75% yogurt p/v
25% agua p/v

Yogurt con colorante (COL):
75% yogurt p/v
25% agua con colorante p/v
(0.257% fresa cremosa,
0.01% rojo #40
0.0086% azul #1)

Yogurt con residuo de
zarzamora (RZ):
75% yogurt p/v
25% agua con RZ
(10% p/v)

Yogurt con residuo
de zarzamora
ultrasonicado (RZU):
75% yogurt p/v
25% RZU plv

Yogurt comercial (COM):
yogurt de fresa para beber
con 19% de dulce de fresa

Anadlisis fisicoquimico:
. pH
e  Acidez titulable
. Capacidad de
retencion de agua
Viscosidad
. Color

Andlisis microbiologico:

Mesofilos aerobios
Bacterias acido lacticas
Enterobacterias

Cuantificacion de Capacidad
antioxidantes: antioxidante:
. Compuestos fendlicos e ABTS
totales . DPPH
s  Antocianinas . FRAP
| ]

Bioaccesibilidad intestinal in vitro

Analisis estadistico: Analisis de varianza (ANOVA), n=9,
test Duncan (p<0.05). Paquete estadistico SPSS version 15.0

Figura 7. Diagrama del disefio metodoldgico y especificaciones de la elaboracién de las muestras de yogurt
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5.1 Obtencién del residuo de zarzamora

El residuo fue obtenido a partir de la metodologia descrita por Zafra et al. (2018), con
algunas modificaciones. La zarzamora (Rubus fructicosus) fue adquirida de forma
local en el mercado de Atotonilco el Grande, Hidalgo, en mayo de 2017. El fruto fue
seleccionado, lavado y posteriormente desinfectado, utilizando agua adicionada con
un producto desinfectante a base de plata ionizada estable, durante 10 minutos;
posteriormente la fruta fue congelada hasta su utilizacion. La zarzamora fue molida
en una licuadora industrial (38BL52 LBC10, Waring Comercial, Torrington, CT, USA)
y filtrada con ayuda de un colador, para separarla del bagazo y las semillas.
Posteriormente, el jugo fue centrifugado (Allegra 25™, Beckman Coulter, Palo Alto,
CA, USA) a 10,000 rpm durante 30 minutos a 4°C, obteniendo de esta forma un
precipitado y un sobrenadante. El residuo de zarzamora (RZ), conformado por
bagazo, semillas y precipitado fue liofilizado (7753020, Labconco, Kansas City, MO,
USA), molido y tamizado a un tamafio de particula de 500 um. El RZ se mantuvo en
congelacion en bolsas plasticas a -30°C, hasta su utilizacion. Para la elaboracion del
residuo de zarzamora ultrasonicado (RzZU), se siguié la metodologia utilizada por
Zafra (2015), con algunas modificaciones. Se mezclé 4% (p/v) del residuo de
zarzamora liofilizado con agua potable (400 mL). Posteriormente el liquido fue
ultrasonicado usando un procesador de ultrasonido (VCX - 1500 HV, Sonics y
Materials Inc. Newtown, EE. UU) a 1500 W en una frecuencia constante de 20 kHz a
90% de amplitud durante 15 minutos. El pulso tuvo una duracién de 4 segundos

encendido y 2 segundos apagado.

5.2 Elaboracién del yogurt

Para la elaboracion del yogurt natural (NAT), utilizado como muestra control y para la
elaboracion de los otros yogures: con colorante (COL), residuo de zarzamora (RZ) y
residuo de zarzamora ultrasonicado (RzZU), se utilizd leche descremada
pasteurizada, la cual fue calentada a una temperatura de 45°C. Posteriormente se
adicion6é 1.8% de un endulzante bajo en calorias (a base de esteviol al 2.5% y

sacarosa), y 30% de leche entera en polvo, evitando la formacién de grumos en la
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mezcla. Después se adicion6 el 0.01% de cultivo lactico (Raff, S.A. de C.V. SACCO
LYOFAST Y 4.50 B Jalisco, México), mezcla de Streptococcus thermophilus y

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, previamente revivificado en 30 mL de leche

a 45°C durante 20 minutos; finalmente el producto fue dividido en cuatro recipientes

previamente esterilizados. El yogurt fue incubado durante 4 horas, a una temperatura

de 45°C. Una vez alcanzado el pH deseado (<4.5), se dejo reposar el yogurt durante

16 horas a una temperatura de 8°C. Para las muestras NAT, con COL y con RZ fue

adicionado ademas 25% de agua simple potable (Tabla 5).

Tabla 5. Especificaciones de las muestras de estudio

Clave Tipo de muestra Composicion
NAT Yogurt Natural Yogurt + 25% p/v agua
Yogurt + 0.257% concentrado “fresa cremosa”,
COL Yogurt con Colorante 0.01% rojo #40 y 0.0086% azul #1 en 25% plv
agua
COM Yogurt Comercial Yogurt bebible adicionado con19% de dulce de
fresa
RZ Yogurt con Residuo de Yogurt + 10% p/v de residuo de zarzamora
Zarzamora liofilizado en 25% de agua
RZU Yogurt con Residuo de Yogurt + 25% residuo de zarzamora
Zarzamora Ultrasonicado ultrasonicado

X/
°

X/
°

Para el yogurt con colorante (COL), la muestra fue elaborada a partir de yogurt
natural mas una mezcla de concentrado artificial liquido para alimentos “fresa
cremosa” marca DEIMAN (0.257% p/v) y colorantes Bodia Spices Inc. P. O.
Box 226497, Doral, FL 33222-6497 rojo FDyC RED #40 (0.01% p/v) y azul
FDyC Blue #1 (0.0086% p/v).

El yogurt con residuo de zarzamora fue elaborado a partir de yogurt natural
mas RZ liofilizado (10% p/v).

El yogurt con RZU fue preparado a partir de yogurt natural adicionado con
25% (p/v) de residuo de zarzamora ultrasonicado.

El yogurt comercial (COM), fue un yogurt para beber de fresa obtenido en el

mercado local, seleccionado como control por sus caracteristicas similares a
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las del producto elaborado. Dentro de su formulacion incluye leche
parcialmente descremada pasteurizada, 19% de dulce de fresa (azlcar, fresa,
lactato de calcio, pectina, almidon modificado, saborizante artificial y colorante

natural) y cultivos lacticos.

5.3 Determinacion de pH y acidez titulable en el yogurt

El pH se define como el logaritmo negativo (base 10) de la concentracion de iones de
hidrogeno, el cual puede ser medido con un potenciometro, que es un dispositivo
compuesto de dos electrodos que miden el voltaje relacionado con la concentracion
i6nica de la solucion medida (Tyl y Sadler, 2017). La medicion de pH de las muestras
de yogurt se realizé con un potencidmetro (Hanna Instruments, 210, EUA) en 30 mL
de yogurt (AOAC, 2005). La acidez titulable mide la concentracion total de acido en
un alimento, que es neutralizada mediante la titulacion exhaustiva con una base
estandar (Briones, 2005). La acidez titulable fue determinada de acuerdo con lo
sefialado por AOAC (2005). La prueba se llevo a cabo en 1 mL de muestra disuelto
en 9 mL de agua, mas 5 gotas de fenolftaleina en un matraz Erlenmeyer,
posteriormente se tituld con solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N hasta que

la muestra adquirid un ligero color rosa. La acidez se calculd mediante la siguiente

ecuacion.
Ecuacion 1
L. o V = N % Peq
% de 4cido lactico = — * 100
Donde:

V = Volumen de solucién de hidroxido de sodio 0.1 N gastado en la titulacion de la
muestra, en cm?3

N = Normalidad de la solucion de NaOH (0.1)

Peq = Peso equivalente del acido lactico (0.09)

M= Volumen de la muestra, en cm?®

Los resultados fueron reportados como porcentaje (%) de acido lactico.
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5.4 Determinacion de la capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencion de agua (CRA), es la habilidad de los alimentos de
conservar agua en condiciones especificas de temperatura, duracion y velocidad de
centrifugacion (Mudgil y Barak, 2013). La CRA de las muestras de yogurt se midio
por el método de centrifugacion, descrito por Parnell et al. (1986), con algunas
modificaciones. En un tubo de centrifuga se pesaron 10 gr de muestra y se dejo
reposar durante 16 horas, posteriormente fue centrifugado (Hamilton Bell
HealthSmart, V6500, EUA) a 3500 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante fue
decantado y se peso el precipitado, posteriormente se realizo la diferencia de pesos
para obtener el peso del sobrenadante y fue calculado mediante la siguiente
ecuacion:

Ecuacion 2
% CRA 74 100
= — %
¢ PM

Donde:
PS = peso del sobrenadante después de la centrifugacién
PM = peso de la muestra de yogurt

Los resultados se reportaron en % de capacidad de retencion de agua.

5.5 Determinacion de viscosidad

La viscosidad es definida como la resistencia al flujo, derivada de la falta de
deslizamiento en un liquido (Joyner y Daubert 2017). Esta fue medida siguiendo el
método descrito por Gad et al. (2015) con algunas modificaciones. En tubos de
centrifuga de 50 mL se afadieron 35 mL de cada muestra y se dejo en reposo
durante 6 horas. La viscosidad fue medida a 60 rpm a temperatura ambiente usando
un viscosimetro (Brookfield, DV lll, Stoughton Mass, USA) con una aguja cilindrica
de precision (LV3). Los resultados fueron expresados en centipoises (cP).
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5.6 Determinacién de color

El color es el primer atributo que los consumidores evallan en los alimentos (Giusti y
Wrolstad, 2003). Los pardmetros de color fueron medidos mediante la metodologia
empleada por Sah et al. (2016). La prueba se realiz6 en 10 mL de muestra usando
un colorimetro portatil (Minolta CM-80, 500SM - 508D, Japon), en el cual se
obtuvieron valores segun la escala CIE Lab, donde L* indica luminosidad de un
alimento, es decir, el grado de oscuridad o brillo del producto, y varia de 0 (negro) a
100 (blanco); a* indica el eje de cromaticidad entre el verde (-) y el rojo (+), y b* el eje
entre el azul (-) y el amarillo (+). Los valores numéricos de a* y b* fueron utilizados
para obtener la cromaticidad (C) (Ecuacién 3), que es la saturacion de color. El
angulo de color, o grados Hue (°h), (Ecuacién 4) que mide la tonalidad del producto
(Mathias y Ah, 2014).

Ecuacion 3

L= [@® 455\

Ecuacioén 4

=y o

5.7 Analisis microbiologico

Los microrganismos son entidades vivas de tamafio microscopico; entre ellos,
algunos mohos, levaduras, bacterias y virus la cuales tienen funciones deseables e
indeseables en la comida (Ray y Bhunia, 2008). El analisis microbioldgico se realizé
mediante la técnica de microgota (Polanco et al. 1996), usando agua peptonada
esterilizada para las diluciones del yogurt. El recuento de mesofilos aerobios (MA) se
realiz6 en agar para métodos estandar (PCA); para la determinacion de bacterias
acido lacticas se realizo en Agar MRS, ambas fueron incubadas a 30°C (LSI-3016A,
LabTech®, Korea) durante 48 horas. El recuento de enterobacterias fue determinado
en Agar Bilis Rojo-Violeta Glucosado (VRBG), incubado a 37°C (LSI-3016A,
LabTech®, Korea) durante 24 horas. Los resultados fueron expresados como
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logaritmo en base 10 de unidades formadoras de colonias por gramo de muestra
(Log®® UFC/g).

5.8 Preparacion de los extractos

Previo a las determinaciones de contenido y actividad antioxidante se realizaron
extracciones en las muestras de yogurt. Los compuestos antioxidantes fueron
extraidos del yogurt utilizando el método descrito por Muniandy et al. (2016), con
algunas modificaciones. En tubos de centrifuga de 50 mL fueron pesados 10 g de
muestra, estos fueron mezclados con 25 mL de agua desionizada y homogenizados
con ayuda de un vortex. El pH de la muestra se acidifico a 4.0 con ayuda de Acido
Clorhidrico (HCI) al 0.1 M. Los tubos fueron incubados a bafio de agua (45°C)
durante 10 minutos y posteriormente centrifugados (Allegra 25™, Beckman Coulter,
USA) a 10,000 rpm por 30 minutos a 4°C. El sobrenadante fue decantado y llevado a
un pH de 7 con hidréxido de sodio (NaOH) al 0.1 M. La muestra fue nuevamente
centrifugada a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue mantenido en
congelacion hasta su utilizacion en las determinaciones de contenido de fenoles

totales, antocianinas y actividad antioxidante.

5.8.1 Bioaccesibilidad intestinal in vitro

La bioaccesibilidad se define como la cantidad de un componente alimenticio que
esta presente en el intestino, como consecuencia de su liberaciébn de la matriz
alimenticia y que puede pasar a través de la barrera intestinal (Tagliazucchi et al.
2010; Palafox et al. 2011) y se evalta mediante una simulacién de digestion géastrica
y del intestino delgado (Carbonell et al. 2014). Esta determinacion se basa en un
modelo gastrointestinal in vitro, que incluye un tratamiento enzimatico digestivo para
aislar los compuestos no digeribles de los alimentos (Saura et al. 2007).

La obtencion de la fraccion bioaccesible de los antioxidantes presentes en el yogurt
se realiz6 por el método de digestion in vitro seguido por dialisis tomado de Miller et
al. (1981). En tubos de centrifuga se afiadieron 20 mL de cada yogurt y se ajusto a
pH 2, utilizando HCI 6 M. Posteriormente se adicionaron 120 pL de solucion de
pepsina (40 mg en 1mL de HCI 0.1 M), los tubos fueron incubados a 37°C durante 2
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horas con agitacion constante de 40 rpm/min, después se adicion6 1.5 mL de
solucion pancreatina/bilis (0.5 mg de pancreatina y 25 mg de extracto de bilis en 1
mL de 0.1 mol/L de bicarbonato de sodio [NaCOH3]), se colocé la mezcla en una
bolsa de dialisis de 15 cm (previamente se lavo en agua destilada). Se procedié a
una dialisis por 14 horas en 200 mL de NaHCO3 pH 7.5 a temperatura ambiente con
agitacion de 40 rpm/min (LSI-3016A, LabTech®, Korea). A la fraccion bioaccesible
obtenida se le realiz6 las determinaciones de CFT y antocianinas, asi como actividad

antioxidante.

5.9 Determinacion de compuestos fendlicos totales

El contenido de fenoles totales fue determinado mediante el procedimiento de Folin —
Ciocalteu, que es un método colorimétrico basado en las reacciones de transferencia
de electrones entre el reactivo de Folin-Ciocalteu y los compuestos fendlicos
(Cassani et al. 2018). El reactivo de Folin - Ciocalteu contiene molibdato y tungstato
sbédico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico - fosfotungstico (Peterson, 1979). La transferencia de electrones a pH
basico reduce los complejos fosfomolibdico - fosfotlingstico en éxidos, cromdgenos
de color azul intenso, de tungsteno (WsO23) y molibdeno (MosOz23), siendo
proporcional este color al niumero de grupos hidroxilo de la molécula (Julkunen,
1985). Para este estudio, fue empleado el método descrito por Rimpapa, et al.
(2007), con algunas modificaciones. Se prepararon las soluciones: Folin (1:10),
Carbonato de Sodio (7.5 g en 100 mL de agua desionizada) y Acido Galico (15 mg
en 50 mL de agua). Para la elaboracién de la curva de calibracion de acido gélico se
prepararon las siguientes concentraciones: 0, 100, 200 y 300 mg/L (acido galico/agua
desionizada) y se tomaron 100 yuL de cada concentracidn; posteriormente fueron
agregados 400 pL de la solucién de carbonato de sodio y 500 uL de Folin, la mezcla
se reposd a temperatura ambiente durante 30 minutos. En una microplaca se
vertieron 200 pL de cada concentracion, y fueron leidos a 765 nm usando un lector
de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) utilizando
agua como blanco. Con los resultados obtenidos de esta lectura se realizé una curva

estandar con una R? cercana a 1. Para la lectura de las muestras se tomaron 100 pL
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de muestra de extracto de yogurt o de la fraccion bioaccesible, se agregaron 400 pL
de la solucién de carbonato de sodio y 500 pL de Folin, la mezcla reposo durante 30
minutos y fue leida usando agua como blanco.

El contenido de fenoles totales fue expresado como miligramos equivalentes de

acido galico por 100 gramos (mg EAG/100 g).

5.10 Determinacion de antocianinas

El Cyanidin-3-glucésido es un tipo de antocianina que se encuentra
predominantemente en la naturaleza y generalmente se utiliza como un estandar en
el célculo del contenido de antocianinas. Esta medicion fue realizada por el método
descrito por Wallace y Giusti (2008). Se tomaron 500 puL de extracto de yogurt o la
fraccion bioaccesible, y se diluyé usando 4.5 mL de solucién buffer de cloruro de
potasio al 0.025 M (0.466g de cloruro de potasio en 250 mL de agua desionizada),
ajustando a pH de 1.0 y otra muestra de yogur (500 pL de extracto de yogurt o la
fraccion bioaccesible) fue diluida con 4.5 mL de solucién buffer de acetato de sodio al
0.4 M (8.203 g de acetato de sodio en 250 mL de agua desionizada), ajustando a pH
4.5 con HCI. Posteriormente, este preparado de buffer con los extractos de la
muestra fue dejado en oscuridad durante 15 minutos a temperatura ambiente (25°C).
En una microplaca se vertieron 200 uL de cada buffer adicionado con la muestra, y
fueron leidos a 510 nm y 700 nm usando un lector de microplacas (Power Wave XS
UV-Biotek, software KC Junior, USA), utilizando agua destilada como blanco. Mas
tarde, el contenido de antocianinas fue calculado mediante la siguiente ecuacion.

Ecuacion 5

mg  AxPMx*FD 100

100g) B ExTp

Contenido de antocianinas (

Donde:
A = Absorbancia de la resta entre los valores de cloruro de potasio (510 nm — 700
nm) menos la absorbancia de la resta de los valores de acetato de sodio (510 nm
— 700 nm).
PM = Peso molecular de Cyanidin — 3 — Glucésido (449.3 g/mol).
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FD= Factor de dilucién (1:10).

E = Absorcién molar (26900 L mol? cm™).

Tp = Tamafo de diametro del pocito de la microplaca (0.52 cm).
El contenido de antocianinas fue expresado como miligramos de Cyanidin — 3 —
Glucosido por 100 g (mg Cy-3-GI/100 g).

5.11 Determinacion de actividad antioxidante por ABTSe+

Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracién del radical ABTS™ (2,2'-
azinobis [acido 3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico]), debido a la interaccidon con
especies donantes de hidrégeno o de electrones (Re et al. 1999). El radical catidnico
ABTS™ es un cromoforo azul-verde, generado por una reaccion de oxidacion del
radical ABTS con persulfato de potasio. Cuando este catién radical es reducido por
un antioxidante, ya sea de tipo lipofilico o hidrofilico, presenta una decoloracion
detectado a una longitud de onda de 734 nm (Kuskoski et al. 2005). El cation radical
(ABTS™) fue formado por la reacciéon de ABTS™ al 7 mmol/L con 2.45 mmol/L de
persulfato de potasio bajo condiciones de oscuridad y temperatura ambiente durante
16 horas antes de su uso. Para la determinacion, se diluyo la solucién de ABTS con
agua desionizada (relaciéon 1:15) hasta obtener una absorbancia de 0.70 £ 0.10 a
734 nm. Para la curva patron, se prepararon soluciones de 0, 60, 120, 180, 240 y 300
pmol/L de acido ascoérbico (3 mg en 10 mL de agua), tomandose 20 pL de cada
concentracion y agregando 980 pL de ABTS™, se dejé reposar por 7 minutos.
Después de transcurrido este tiempo, se vertieron en una microplaca 200 yL de cada
concentracion por triplicado, y fueron leidos a 734 nm, utilizando un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) realizandose una
curva estandar con una R? cercana a 1. La lectura de las muestras se realizd
tomando 20 pL de muestra de extracto de yogurt o de la fraccion bioaccesible; se
agregaron 980 uL de ABTS'™, se dej6 reposar por 7 minutos. y fueron leidos usando
agua como blanco. La actividad antioxidante fue expresada como pmol de

equivalentes de acido ascorbico por 100 g (umol EAA/100 Q).
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5.12 Determinacion de actividad antioxidante por DPPH*

DPPHe- (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) es un radical con un electron desapareado. En
condiciones normales, este radical presenta color azul-violeta, y se torna amarillo
palido en presencia de una sustancia antioxidante (Chavez, 2004).

Para esta determinacion se pesaron 7.4 mg del reactivo de DPPH y se diluyeron en
100 mL de etanol grado analitico. Como antioxidante de referencia se utilizé Trolox
(relacién 1:30). Con la solucién de Trolox se prepararon concentraciones de 0, 50,
100, 200 y 300 umol ET/L para la elaboracién de una curva control cuya R? fue
cercana a 1. De estas diluciones se tomaron 100 puL y se agregaron 500 pL de
DPPH*, se dejo reposar durante 1 hora. En una microplaca se vertieron 200 uL de
cada concentracion por triplicado, y fueron leidos a 520 nm, usando un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA. Una vez obtenida
la curva. Para la lectura de las muestras se tomaron 100 pL de muestra de extracto
de yogurt o de la fraccion bioaccesible y se agregaron 500 uL de DPPH*, se dejo
reposar durante 1 hora y fue leida usando etanol como blanco. La actividad
antioxidante fue expresada como pmol de equivalentes de trolox por 100 g (umol
ET/100 g).

5.13 Determinacion de actividad antioxidante por FRAP

Este método de poder antioxidante reductor de hierro, conocido por sus siglas en
inglés como FRAP, evalla la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo con
su capacidad para reducir el hierro férrico (Fe*3) presente en un complejo con la 2, 4,
6 - tri (2-piridil) -s- triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?) (Benzie y Strain,
1996).

El reactivo de FRAP fue preparado con acetato de sodio, TPTZ y FeCl® en una
relacion de 10:1:1 del acetato, el TPTZ y el FeCI® respectivamente. Fue utilizado
Sulfato Ferroso (FeSOa4) como sustancia reductora de referencia (13.9 mg de FeSOa4
en 10 mL del preparado de HCI). Para la curva control, cuya linealidad fue cercana a
1 se prepararon las siguientes concentraciones de FeSOa: 0, 10, 20, 30, 40 y 50
pmol Fe(ll)/L, tomando 30 uL de cada concentracion, y adicionando 900 pyL de FRAP

y 90 pyL de agua destilada, la mezcla reposé 10 minutos en un bafio de agua de
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37°C. En una microplaca se vertieron 200 yL de cada concentracion, utilizando
cuatro pozos de la microplaca por triplicado, y fueron leidos a 593 nm usando un
lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA)
utilizando agua como blanco. La lectura de las muestras se realiz6 mezclando 30 pL
de muestra de extracto de yogurt o de la fraccion bioaccesible; se adicionaron 900 pL
de FRAP y 90 pL de agua destilada. La mezcla reposé 10 minutos en un bafio de
agua de 37°C. fueron leidos usando agua como blanco. La actividad antioxidante fue

expresada en micromoles de hierro (II) por 100 gramos (umol Fe (11)/100 g).

5.14 Analisis estadistico

Todas las muestras se realizaron en tres lotes independientes, y las determinaciones
fueron evaluadas por triplicado (n=9). Los resultados se expresaron como media *
desviacion estandar (DE), y se analizaron mediante el modelo unidireccional de
varianza (ANOVA por sus siglas en inglés). Las diferencias entre las medias se
compararon utilizando una prueba Duncan, con un nivel de significancia de p<0.05,
usando el paquete estadistico SPSS version 15.0 (SPSS® para Windows™,

Chicago, lllinois).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Propiedades fisicoquimicas

6.1.1 pH y acidez titulable

Los acidos alimentarios mas comunes son los acidos organicos, como el acido
malico, acido lactico, entre otros, los cuales conforman la acidez en un alimento (Tyl
y Sadler, 2017) y juega un papel importante en la acidez en productos fermentados
como el yogurt (Lee y Lucey, 2010), ya que propiedades fisicas como sabor, color,
estabilidad microbiana y calidad de conservacion del alimento dependen
enteramente de la fermentacién lactica durante la elaboracion del yogurt (Tyl y
Sadler, 2017). Los resultados de la prueba de pH y acidez titulable se muestran en la
Tabla 6.

Tabla 6. Valores de pH y acidez titulable de las muestras de yogurt

Muestras pH AT (%)
NAT 4.16 £ 0.01°¢ 0.87 £ 0.052
COL 4.41 + 0.042 0.63 + 0.00°

RZ 4.32 +0.09° 0.54 + 0.00¢
RzZU 4.36 +0.112 0.60 = 0.05¢
COM 4.19 + 0.05¢ 0.63 + 0.00°

ad | etras superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre las
muestras. AT: Acidez Titulable. NAT: Yogurt Natural. COL: Yogurt con Colorante. RZ: Yogurt
con Residuo de Zarzamora. RZU: Yogurt con Residuo de Zarzamora Ultrasonicado. COM:
Yogurt Comercial.

Todas las muestras se mantuvieron dentro de los parametros establecidos por las
normas oficiales para pH (<4.5) (NMX-F-444-1983) y acidez (>0.5%) (NOM-181-
SCFI-2010), presentando en pH un promedio de 4.28, siendo la muestra con COL
(4.41) la que mostré el mayor valor significativamente con respecto al yogurt NAT,
COM y con RZ. En la acidez titulable se obtuvieron porcentajes de 0.54 a 0.87%; en
este pardmetro el yogurt NAT tuvo el valor mas alto (p<0.05) comparado con las
otras muestras. Gonzalez et al. (2011) reporté altos valores para pH y acidez titulable

en muestras de yogurt natural elaboradas con leche descremada, estos
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disminuyeron al combinar el yogurt con un fruto, similar a lo obtenido en el yogurt
NAT al adicionar el RZ. Dicho resultado podria estar relacionado a cantidades
ligeramente mas altas de proteina lactea en el yogurt natural, en comparacion con

las muestras adicionadas con fruta.

6.1.2 Capacidad de retencion de agua y viscosidad

La industria alimentaria ha optado por el empleo de gomas (polisacaridos) como
aditivo, debido a sus propiedades funcionales como estabilizante, espesante, por su
habilidad de retencion de agua y como emulsificador. En la Tabla 7 se pueden
observar los resultados obtenidos de la capacidad de retencion de agua y la

viscosidad de las muestras de yogurt.

Tabla 7. Capacidad de retencion de agua y viscosidad de las muestras de yogurt

Muestras CRA (%) Viscosidad (cP)
NAT 22.87 £ 0.57¢ 120.00 + 0.00¢
COL 17.52 +0.83¢ 77.78 £ 6.67¢

RZ 23.71 £ 0.52¢ 143.33 + 15.81¢
RzU 27.97 + 0.44° 200.00 + 8.66°
COM 45.88 + 3.802 305.56 + 18.10°

ad | etras superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre las
muestras. CRA: Capacidad de Retencién de Agua. NAT: Yogurt Natural. COL: Yogurt con
Colorante. RZ: Yogurt con Residuo de Zarzamora. RZU: Yogurt con Residuo de Zarzamora
Ultrasonicado. COM: Yogurt Comercial.

La muestra COM fue significativamente mayor en CRA y viscosidad comparado con
las otras muestras, seguido por el yogurt con RZU. Se observa que al adicionar el
residuo de zarzamora en los yogures también incrementa la CRA vy la viscosidad, ya
que las muestras con RZU y con RZ presentaron valores altos con respecto a las
muestras con COL y NAT. Un comportamiento similar fue observado en un yogurt
adicionado a diferentes concentraciones con fibra de calabaza, presentando mayor
viscosidad y retencién de agua al aumentar la cantidad de fibra de calabaza afiadida

(Bakirci et al. 2017). Se vio aumento en la CRA vy viscosidad del yogurt con RZU en
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comparacion con la muestra con RZ. Esto pudo deberse al tratamiento de
ultrasonido, que pudo generar la ruptura y la liberacion de material celular, como fibra
soluble, debido a la accién de las burbujas de cavitacion (Li et al. 2014), los cuales
pudieron aumentar la capacidad de hidratacion del alimento (Toma et al. 2001). Los
altos valores de CRA vy viscosidad en el yogurt COM pudieron deberse a la adicion
directa de pectina a la formulacion de este yogurt, ya que La pectina es un tipo de
fibra soluble presente en frutas y es utilizada en la industria alimentaria como
gelificante, espesante, emulsificante y por su capacidad de retencién de agua, para
evitar la formacion de sinéresis en ciertos alimentos, como en el yogurt (Elleuch et al.
2011), aumentado también la viscosidad en el alimento al que sea afiadido (Gad et
al. 2015; Bakirci et al. 2017). En un estudio de residuo de zarzamora mencionan que
el residuo de zarzamora ultrasonicado presenta un 44.26% de fibra total, de los
cuales 38.35% es fibra insoluble y 5.90% fibra soluble (Zafra, et al. 2018), por lo que
la adicion del RZ puede mejorar las propiedades tecnoldgicas y nutricionales del
yogurt, sin necesidad de utilizar aditivos estabilizantes, como la pectina.

La combinacion del residuo de zarzamora con el yogurt, puede aumentar el consumo
de fibra, que a su vez podria contribuir en la prevencién de trastornos del intestino
grueso como estreflimiento, diverticulitis y cancer de colon (Mudgil y Barak, 2013).
Venancio et al. (2018) menciona que pacientes con estrefiimiento cronico mejoraron
su estado en frecuencia de evacuaciones, consistencia y forma de las heces tras
consumir 5 g de fibra, mostrado que un mayor consumo de fibra esta asociado a una
menor incidencia en enfermedades cronicas como enfermedad cardiovascular,

diabetes tipo 2, e incluso tiene efecto sobre el peso corporal (Dahl, y Stewart, 2015).

6.1.3 Color

El color es el primer atributo que los consumidores evallan en los alimentos, ya que
se encuentra estrechamente relacionado con factores de calidad como frescura,
madurez, variedad y seguridad alimentaria, asi como con la parte visual (Giusti y
Wrolstad, 2003; Wu et al. 2013).

35



En la Figura 8 se puede observar el color de las muestras de yogurt. El color del
yogurt natural fue blanco; las muestras con COL, con RZ y con RZU fueron de color

morado, mientras que la muestra COM se observo rosa palido.

NAT CcoL com
RZ RZU

Figura 8. Colores de las muestras de yogurt. NAT: Yogurt Natural. COL: Yogurt con
Colorante. COM: Yogurt Comercial. RZ: Yogurt con Residuo de Zarzamora. RZU: Yogurt con
Residuo de Zarzamora Ultrasonicado.

Los valores obtenidos de coordenadas de Luminosidad (L), verde (-), rojo (+) (a*),
azul (-), amarillo (+) (b*), cromaticidad (C) y grados hue (°h), que indican las
caracteristicas colorimétricas de los alimentos analizados, se pueden observan en la
Tabla 8.

Tabla 8. Parametros de color de las muestras de yogurt

Muestras L* ar b* C h°

NAT 67.93+0.692 -1.65+0.05¢ 5.54+0.032 5.76+0.07¢ -73.42+0.50°
COL 38.01 +2.33¢ 15.85+1.362 -5.77 £0.55° 16.81 +1.522 -20.01+ 0.52¢
RZ 45.67 £1.649 942+0.41° 0.14+0.02> 9.43+0.41° 0.86 +£0.132
RZU 49.26 +1.08° 8.59+0.74°> -1.48+0.149 8.87 +0.65° -9.76 + 1.30°

COM 61.57 £0.28> 8.67+0.96° -0.61+0.09° 8.66+0.92> -1.37+0.17°

@¢ |etras superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre las
muestras. NAT: Yogurt Natural. COL: Yogurt con Colorante. RZ: Yogurt con Residuo
de Zarzamora. RZU: Yogurt con Residuo de Zarzamora Ultrasonicado. COM: Yogurt
Comercial.
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El yogurt NAT presentd un valor para luminosidad (negro-blanco) de 67.93 (Tabla 8),
gue comparando con las otras muestras de yogurt fue alto significativamente y se
puede apreciar en la Figura 9, donde se observa que esta muestra es la mas cercana
a 100, comparada con las otras muestras; esto es debido a que no contiene ningun
fruto o colorante afadido. Tseng y Zhao (2013) mencionan que los valores de
luminosidad del yogurt natural disminuyen al adicionar mayor porcentaje de pulpa de
uva al yogurt debido al color de la pulpa, lo que concuerda con lo obtenido en este
estudio. El color de la muestra NAT puede ser atribuido al color de la leche, que es
generado por los glébulos de grasa, las micelas de caseina y el fosfato de calcio
coloidal, responsables de la dispersion de la luz y de la blancura de la leche y sus
subproductos (Mathias y Ah, 2014).
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Figura 9. Diagrama de las coordenadas de color de las muestras de yogurt. NAT:
Yogurt Natural. COL: Yogurt con Colorante. RZ: Yogurt con Residuo de Zarzamora. RZU:
Yogurt con Residuo de Zarzamora Ultrasonicado. COM: Yogurt Comercial.

En la coordenada a* (Figura 9), el yogurt con COL fue mayor significativamente con

respecto a las otras muestras, mientras que en la coordenada b* fue el yogurt NAT
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(Tabla 8). El color de las muestras con COL y COM pudo ser debido a los colorantes
artificiales afladidos; mientras que los yogures adicionados con residuo de zarzamora
obtuvieron este color a la presencia de los pigmentos naturales de la fruta
(antocianinas). El tratamiento de ultrasonido aplicado al residuo de zarzamora, pudo
generar mayor liberaciéon de compuestos de antocianina (Tiwari et al. 2009), lo cual
podria relacionarse a la tendencia del color azul que presenta la muestra (Figura 9),
ya gque las antocianinas son azul - violeta cuando los valores de pH en el alimento
son mayores a 3 (Fang y Bhandari, 2011) y, como se observa en la Tabla 6 las
muestras adicionadas con residuo de zarzamora presentaron valores de pH de 4.
Para el nivel de cromaticidad (C), las muestras presentaron valores entre 5.76 y
16.81, siendo el méas alto (p< 0.05) el yogurt con COL entre las muestras (Tabla 8).
En un estudio realizado por Cevallos y Cisneros (2004), mencionan que la adicién de
los colorantes rojo (FDyC Red No. 40 [allura red]) y azul (FDyC Blue No. 1 [brillant
blue]) aumentan la saturacion de color en los alimentos, comportamiento similar a la
muestra con COL.

En cuanto a la tonalidad o grados hue (h°) todas las muestras presentaron valores
negativos (-73.42 a -1.37), con excepcion del yogurt con RZ (0.86), que tuvo valores
altos significativamente (Tabla 8). El residuo de zarzamora es rico en antocianinas y
puede ser una opcion natural de color para algunos alimentos ya que son pigmentos
naturales encontrados en plantas y frutas que han sido consumidos durante siglos
como colorantes en alimentos o como medicina alternativa por su actividad
antiinflamatoria, antidiabética, antimicrobiana y anticancerigena, sin mostrar efectos
adversos de su consumo sobre la salud (Genskowsky et al. 2016). Mientras que los
colorantes sintéticos adicionados a los alimentos son compuestos organicos de
estructura quimica compleja, cuya digestion puede derivar en la liberacién de aminas
aromaticas al organismo, que pueden causar efectos secundarios como dolores de

cabeza e hiperactividad (Siqueira et al. 2015).
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6.2 Calidad microbioldgica

Durante la elaboracion del yogurt, se produce un pH bajo, la liberacion de acidos
organicos, dioxido de carbono, peréxido de hidrégeno, bacteriocinas, etanol y
diacetilo; el agotamiento de los nutrientes; y la competencia por espacio habitable
disponible, que limitan el crecimiento de microorganismos patégenos (Adolfsson et
al. 2004), por ende, hacen de este un alimento con bajo riesgo de contaminacion
(Marco et al. 2017). Los resultados de las pruebas de microbiologia (mesofilos
aerobios, enterobacterias y bacterias acido lacticas) de las muestras de yogurt se
aprecian en la Tabla 9.

Tabla 9. Microbiologia de las muestras de yogurt

MA BAL EB
Muestras
(Log!® UFC/mL) (Log®® UFC/mL) (Log!® UFC/mL)
NAT 6.88 £ 0.052 6.59 + 0.06° ND
COL 6.60 + 0.09bc 6.53 +0.11P ND
RZ 6.57 £ 0.14¢ 6.57 +0.32P 1.83+£0.16

RzU 6.68 + 0.07° 6.86 = 0.072 ND
COM 6.40 +0.174 6.26 = 0.20¢ ND

a¢ |etras superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre las
muestras. MA: Mesofilos Aerobios. BAL: Bacterias Acido Lécticas. EB: Enterobacterias.
NAT: Yogurt Natural. COL: Yogurt con Colorante. RZ: Yogurt con Residuo de Zarzamora.
RZU: Yogurt con Residuo de Zarzamora Ultrasonicado. COM: Yogurt Comercial. ND: No
Detectado.

Las mediciones de mesofilos aerobios y bacterias acido lacticas de todas las
muestras dieron como resultado valores de 6.40 a 6.88 y 6.26 a 6.86 Log'® UFC/g
respectivamente, mostrando altos valores significativamente el yogurt NAT para
mesdfilos aerobios y el yogurt con RZU para bacterias acido lacticas.

El recuento de mesdfilos aerobios puede usarse como referente a las condiciones

higiénico sanitarias de algunos alimentos (Ray y Bhunia, 2008), sin embargo, los
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resultados obtenidos de mesdéfilos aerobios, pueden ser atribuidos a la presencia de
los cultivos lacticos utilizados para la elaboracion de las muestras de yogurt, porque
en el analisis de mesofilos aerobios también cuantifica microorganismos como el S.
thermophilus (Sfakianakis y Tzia, 2014). Por lo que los valores obtenidos de
mesofilos aerobios podrian representar totalmente bacterias acido lacticas, ya que
estas presentaron valores similares con respecto a recuento de mesdfilos aerobios.
De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-181-SCFI-2010), el yogurt debe
contener como minimo 2.03 Log'® UFC/g de cultivos lacticos viables, por lo que todas
las muestras cumplen con lo establecido por esta legislacion.

En un estudio realizado de un yogurt con melaza de uva, éste presenté un contenido
de bacterias mesoéfilas aerobias de 5.87 log® UFC/g (Tarakgl y Kicikoner, 2003),
mientras que otro adicionado con fruta de espino, tuvo 5.7 log'® UFC/g de S.
thermophilus (Selvamuthukumaran y Farhath et al. 2014), valores menores a lo
obtenido en el presente trabajo en las muestras adicionadas con residuo de
zarzamora. Estos resultados podrian estar relacionados a la cantidad de azlcares
disponibles en el yogurt (Fernandez y Marette, 2017). Por otro lado, Bakirci et al.
(2017) obtuvo un aumento de bacterias acido lacticas al incrementar la cantidad de
fibra de calabaza (de 8.25 a 8.39 Log'® UFC/g), y fue atribuido a los componentes
prebioticos presentes en la fibra dietética no digerible del alimento (Ozcan y Kurtuldu,
2014).

Como se menciond anteriormente, el yogurt con RZU fue la muestra que tuvo los
mas altos valores de BAL, este resultado pudo estar relacionado a la disponibilidad
de algunos nutrientes en el residuo de zarzamora ultrasonicado, como hidratos de
carbono, ya que un estudio realizado por Sindhu et al. (2013), menciona que el
ultrasonido aumenta el area de superficie accesible rompiendo particulas, y los
hidratos de carbono complejos pueden ser hidrolizado mas facilmente por accion
enzimatica o microbiana. El yogurt con RZ fue la Unica muestra que tuvo presencia
de enterobacterias, con un valor de 1.83 Log'® UFC/g. Esto pudo deberse a la
contaminacion del residuo de zarzamora, por la manipulacién durante su proceso de

elaboracion (Ray y Bhunia, 2008). La NMX-F-444-1983 menciona que el yogurt debe
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contener menos de 1.0 Log'® UFC/g de organismos coliformes para su consumo, por
lo que la muestra con RZ no cumple con lo establecido por la norma.

Se observé que el tratamiento de ultrasonido aplicado al residuo de zarzamora antes
de su adicién al yogurt, resulté efectivo en la eliminacion de enterobacterias, ya que
en la muestra con RZU no se encontrd la presencia de dichos microorganismos. Esto
es consecuencia del tratamiento de ultrasonido, que es un método que inactiva
microorganismos en los alimentos (Juraga et al. 2011), debido al adelgazamiento de
las membranas celulares microbianas por el efecto de cavitacion (Tiwari, 2015;
Cassani et al. 2017). Como se menciond al principio, los alimentos fermentados
poseen bajo riesgo de contaminacion (Adolfsson et al. 2004) debido a ello no existio
presencia de microorganismos patégenos en el resto de las muestras. Tongtawee et
al. (2015) en la terapia para la erradicacion de Helicobacter pylori, encontré un valor
significativamente mayor de erradicacion en el grupo suplementado con yogurt
(90.8%) que en el grupo con placebo (84.3%). Por lo que se puede decir que el
consumo de yogurt, puede disminuir o evitar padecimientos intestinales, como Ulcera
péptica, gastritis cronica, adenocarcinoma gastrico y linfoma de tejido linfoide
asociado a la mucosa (Adolfsson et al. 2004), provocados por infeccion microbiana,

como la causada por Helicobacter pylori (Nair et al. 2016).

6.3 Capacidad antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas mas reactivas que el
oxigeno en su estado basal de triplete, que pueden ser las que se producen por la
ruptura del oxigeno (oxigeno atdémico, ozono, etc.) y las parcialmente reducidas
(anién superdéxido, peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo) (Cardenas y Pedraza,
2005). Los antioxidantes previenen que agente oxidante reaccione con las células o

con otras moléculas del cuerpo (Chemat et al. 2017).
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6.3.1 Contenido de fenoles totales y antocianinas

Los compuestos fendlicos (CFT) y las antocianinas pueden actuar como
antioxidantes debido a su habilidad para donar electrones (Oliveira et al. 2015;
Muniandy et al. 2016). Como se observa en la Figura 10a, el yogurt con RZU fue la
Gnica muestra con contenido fendlico (0.36 mg EAG/100g), lo cual pudo deberse al
tratamiento de ultrasonido que recibié el residuo de zarzamora antes de su adicién al
yogurt. Sin embargo, no se observaron diferencias en antocianinas, mostrando
valores de 0.10 y 0.11 mg Cy-3-Gl/100g para la muestra con RZ y con RZU,

respectivamente (Figura 10Db).
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Figura 10. Compuestos fendlicos totales y antocianinas en el yogurt y la fraccion
bioaccesible. a) Contenido de fenoles totales y b) contenido de antocianinas presentes en
las muestras de yogurt. @® Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) en
muestras de yogurt. #C Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) en las
muestras después de la digestion in vitro. mg EAG: miligramos equivalentes de &cido galico.
mg Cy — 3 — Gl: miligramos de Cyanidin — 3 — Glucésido. NAT: Yogurt Natural. COL: Yogurt
con Colorante. RZ: Yogurt con Residuo de Zarzamora. RZU: Yogurt con Residuo de
Zarzamora Ultrasonicado. COM: Yogurt Comercial. ND: No Detectado. BIO: Fraccion
bioaccesible.
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Cassani et al. (2018) menciona que aquellos compuestos fendlicos (entre ellos las
antocianinas) que no pueden ser detectados en la matriz del alimento, pueden
liberarse durante la digestion en el intestino delgado, lo cual pudo ser comprobado
después de la prueba de bioaccesibilidad in vitro, ya que existié contenido de fenoles
y antocianinas en todas las muestras.

Para CFT se presentaron valores de 0.15 a 2.68 mg EAG/100g, el yogurt con RZU
incrementd 6 veces su contenido (de 0.36 a 2.23 mg EAG/100g), sin embargo, el
yogurt con RZ (2.68 mg EAG/100g) fue el que tuvo el valor mayor significativamente
con respecto a las demas muestras. Este incremento de CFT en la muestra con RZ
pudo deberse a la liberacion de los compuestos fendlicos unidos a complejos de alto
peso molecular presentes en el residuo, mediante la hidrdlisis enzimética generada
por la accion de lipasa y pancreatina (Jenner et al. 2005; Bouayed et al. 2011;
Oliveira et al. 2015; Cassani et al. 2018).

En cuanto al yogurt con RZU, este pudo sufrir la oxidacion durante la digestion de
algunos compuestos fendlicos libres en el alimento (Scalbert et al. 2002), debido a
gue los antioxidantes mantienen el equilibrio de éxido reduccion de compuestos en el
tracto gastrointestinal, previniendo el estrés oxidativo causado por la generacion de
radicales libres durante los procesos de digestién (Bouayed et al. 2011).

No se observaron diferencias significativas en la prueba de compuestos fendlicos
después de la digestion in vitro entre la muestra con COL y con RZU, sin embargo,
como se menciond anteriormente, los colorantes artificiales pueden generar dafio a
la salud, por lo que el consumo de un yogurt adicionado con RZU, rico en
compuestos fendlicos y antocianinas, puede ser una mejor opcion que el yogurt
adicionado con colorantes artificiales.

Sélo las muestras RZ, RZU y COM presentaron valores para antocianinas antes de
la digestion in vitro, contenido que aumentd significativamente durante la digestion,
presentandose valores entre 0.44 y 5.29 mg CY-3GI/100g.Un comportamiento similar
se observdé en un yogurt adicionado con jugo de fresa, donde el contenido de
antocianinas aument6 después de la digestidén, debido a la acciéon de las enzimas

presentes en el intestino (Oliveira et al. 2015).
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El yogurt con RZU tuvo altos valores (p<0.05) con respecto a las otras muestras,
aumentando casi 50 veces respecto a su contenido original. El proceso de
ultrasonicado al que fue sometido el residuo de zarzamora resulté efectivo en la
liberacion de antocianinas, los cuales posiblemente se encontraba unidos a la fibra
dietética o proteinas del alimento (Bouayed et al. 2011).

Cabe mencionar que la fraccion no absorbida en intestino delgado puede llegar a
colon unida a otros metabolitos, como fibra dietética, ser metabolizados por la
microbiota intestinal y ser posteriormente absorbidos (Saura et al. 2011).

El consumo de compuestos fendlicos, como los presentes en el yogurt adicionado
con residuo de zarzamora y residuo de zarzamora ultrasonicado, al ser absorbidos
pueden contribuir en la reduccion del peso y el indice de masa corporal, la
circunferencia de cintura, la presion arterial, y los niveles de lipoproteinas de baja
densidad, colesterol y sustancias reactivas (Georgakouli et al. 2016), debido a que
todos los polifenoles son capaces de eliminar los radicales libres y proteger los
constituyentes celulares contra el dafio oxidativo, previniendo enfermedades
degenerativas, como cancer, enfermedades cardiovasculares (Scalbert et al. 2002).
Por ello, se recomienda un consumo de 1 g/dia para CFT (Scalbert et al. 2000) y 180

mg/dia de antocianinas (Cdisson et al. 2005).

6.3.2 Actividad antioxidante por inhibicion de los radicales ABTSe+, DPPH y
FRAP

Fueron utilizadas tres metodologias (ABTSe+, DPPH y FRAP) para determinar la
actividad antioxidante de las muestras de yogurt. Los datos obtenidos de la actividad
antioxidante por estos métodos antes y después de la bioaccesibilidad intestinal in

vitro de las muestras de yogurt se expresan en la Tabla 10.
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Tabla 10. Actividad antioxidante antes y después de la Bioaccesibilidad intestinal in vitro de las muestras de yogurt

Muestras

NAT

COL

Rz

RZU

COM

ABTS

(umol EAA/100q)

DPPH

(umol ET/1009)

FRAP
(umol FE[I]/ 1009)

Antes Después Antes Después Antes Después
0.59 + 0.05¢ 13.03 £ 0.38¢ 5.66 + 0.30¢ 165.33 + 84.85¢ 0.06 + 0.01¢ 0.13 + 0.00F
0.65 + 0.02°¢ 11.28 + 0.55P 6.68 + 0.68¢ 44.36 + 39.60F 0.06 + 0.00¢ 0.43 + 0.05¢
0.92 + 0.06° 13.60 £ 0.628 11.77 £ 0.51° 213.54 + 66.06* 0.24 + 0.00° 1.24 +£0.028
1.43 +0.082 19.45 + 0.06A 15.79 £ 0.532 196.18 + 83.458 0.26 £ 0.022 1.37 £ 0.067
0.60 + 0.06% 13.41 £ 0.298¢ ND 150.69 + 90.56° 0.09 + 0.00¢ 0.35+0.02°

ad | etras superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.5) en las muestras antes de la digestion in vitro. € Letras
superindices diferentes indican diferencias significativas (p<0.5) en las muestras después de la digestiéon in vitro. NAT: Yogurt
Natural. COL: Yogurt con Colorante. RZ: Yogurt con Residuo de Zarzamora. RZU: Yogurt con Residuo de Zarzamora. COM: Yogurt
Comercial. ND: No Detectado.
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Las muestras de yogurt presentaron valores de 0.59 a 1.43 pmol EAA/100g para
ABTS, 5.66 a 15.79 umol ET/100g para DPPH, y para FRAP 0.06 a 0.26 pmol Fe
[11]/100g, siendo la muestra con RZU significativamente mayor en las pruebas de
ABTS, DPPH y FRAP, comparado con las otras muestras. Este resultado pudo estar
relacionado al tratamiento de ultrasonido del residuo de zarzamora, ya que en un
estudio realizado por Romero y Yépez (2015) mostré una liberacién cuatro veces
mas de antioxidantes debido al tratamiento de ultrasonido, en comparacion a las
muestras no tratadas. Ademas, estudios mencionan que existe un aumento
significativo de la actividad antioxidante del yogurt al afiadir productos con alto
contenido en fenoles (Gad et al. 2015; Muniandy et al. 2016; Citta et al. 2017).

Las propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos estan vinculadas a su
estructura (Dudonné et al. 2009), ya que los fenoles estan compuestos por uno o
mas anillos aromaticos que llevan uno o mas grupos hidroxilo (Genskowsky et al.
2016), estos son capaces de estabilizar radicales libres, al atrapar especies de
oxigeno reactivo, reaccionan con radicales libres como los de ABTS, DPPH y FRAP,
con lo cual se forman radicales estables (Gad et al. 2015; Eghbaliferiz et al. 2016).
Ademas, los péptidos derivados de la caseina y las proteinas de suero presentes en
el yogurt, poseen propiedades antioxidantes, a través de eliminacion de radicales
libres, quelacién de metales preoxidantes y / o inactivacién de especies reactivas a
oxigenos (Yuan et al. 2018), que posiblemente también contribuyeron en la actividad
antioxidante de las muestras de yogurt.

Después de la digestion intestinal in vitro, todos los valores se vieron incrementados,
con valores de 11.28 a 19.45 umol EAA/100g para ABTS, 44.36 a 213.54 pumol
ET/100g para DPPH y 0.13 a 1.37 para FRAP. El yogurt RZU fue el mayor
significativamente para ABTS y FRAP, mientras que para DPPH, el mayor fue la
muestra con RZ. El aumento de la capacidad de eliminacion de radicales después de
la fase intestinal, es atribuido a los compuestos fendlicos presentes en el alimento, ya
gue la actividad secuestrante de radicales de los polifenoles aumenta debido al pH
alcalino del intestino, por la desprotonacion de los restos hidroxilo presentes en los
anillos aromaticos de estos compuestos (Tagliazucchi et al. 2010; Bouayed et al.
2011; Lamothe et al. 2014). Ramirez et al. (2017), midi6 la actividad antioxidante
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después de la digestion in vitro de un jugo de zarzamora tratado a diferentes
condiciones de amplitud y tiempo de ultrasonido, encontrando mayor actividad
antioxidante en las muestras ultrasonicadas que en la muestra control; pudiendo
deberse a la liberacion los atomos de hidrégeno presentes en los compuestos
fendlicos, los cuales pudieron contribuir con el aumento de su actividad antioxidante
(Roginsky vy Lissi, 2005), sin embargo, para DPPH, se encontr6 que la muestra con
RZ fue mayor con respecto a las demas, como se presentd en la prueba de
contenido de fenoles (Scalbert et al. 2002), por lo que se podria decir que los
resultados pudieron estar relacionados con la oxidacion de los fenoles libres del
alimento durante la digestion; esto es debido a que los antioxidantes mantienen el
equilibrio de éxido reduccion de compuestos en el tracto gastrointestinal, previniendo
el estrés oxidativo causado por la generacion de radicales libres durante los procesos
de digestion (Bouayed et al. 2011).

En el cuerpo humano, el equilibrio oxido-reduccion puede prevenir enfermedades del
tracto gastrointestinal relacionadas con la generacion de especies de oxigeno
reactivo (ROS) durante los procesos de digestion (Bouayed et al. 2011), evitando
situaciones de estrés metabolico (Prior et al. 2015) como accidentes
cerebrovasculares, diabetes y cancer (Kaume et al. 2012). Alimentos con alto
contenido en polifenoles, como la zarzamora, tienen impacto directo en la mucosa
intestinal, protegiéndola contra especies reactivas y contra la accion de algunos
carcindgenos (Scalbert et al. 2002). Por ejemplo, en un modelo de rata suplementada
con resveratrol redujo significativamente la incidencia de tumores de colon en las
ratas alimentadas con resveratrol en comparacibn con las ratas control
(Sengottuvelan y Nalini, 2006). Por lo anterior, el consumo de un yogurt adicionado
con compuestos antioxidantes, como el yogurt con RZ o con RZU, podrian ser una
opcion para el consumo de compuestos antioxidantes, pudiendo asi evitarse

situaciones de estrés metabolico que pudieran derivar en enfermedades.
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VIl. CONCLUSIONES

El residuo de zarzamora ultrasonicado podria ser utilizado como aditivo en la

industria lactea, pudiendo ser una opcién para la reduccion de aditivos artificiales

afiadidos a los productos.

>

D)

X/
L X4

La adicién del residuo de zarzamora (RZ y RZU) al yogurt no afect6 el valor de
pH (4.36) y acidez titulable (0.6%), manteniéndose dentro de lo establecido
por la normativa oficial. Ademas, contribuyé al incremento la capacidad de
retenciéon de agua y la viscosidad del yogurt, a la vez que les confiere un
agradable color violeta.

Las muestras de yogurt evaluadas presentaron buena calidad microbioldgica,
reportada en los recuentos de mesdfilos aerobios y de bacterias acido lacticas,
con excepcion del yogurt RZ, que fue el Unico con presencia de
enterobacterias. Sin embargo, el residuo ultrasonicado (RZU) demostré ser
efectivo en la eliminacién de estos microorganismos indeseables.

El yogurt con RZU presentd valores mayores en contenido de fenoles totales
(CFT), antocianinas y actividad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP)
comparado con las otras muestras evaluadas.

En la fraccion bioaccesible, el yogurt con RZU fue significativamente mayor en
antocianinas, ABTS y FRAP, pero el yogurt con RZ fue mayor para CFT y
DPPH.

Con lo anterior, el residuo de zarzamora podria ser una alternativa para disminuir el

uso de aditivos perjudiciales, y a la vez, proporcionar antioxidantes al yogurt como

valor agregado.
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