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Resumen

La zarzamora (Rubus fruticosus spp) es una fruta polidrupa que presenta una importante
actividad antioxidante ya que posee antocianinas y compuestos antioxidantes (flavonoles,
acidos fendlicos, acido elagico, vitamina C y E), sustancias con gran actividad bioldgica. El
uso de tratamientos térmicos, como la pasteurizacién para extender la vida de anaquel de
jugos degrada compuestos antioxidantes y nutricionales. Por lo que se requiere de
tecnologias emergentes como la termoultrasonicacién, técnica que asegura una disminucion
microbiana, asi como la liberacion de compuestos con propiedades antioxidantes. Al igual,
se permitiria obtener un valor agregado en el jugo de zarzamora, que conserve al producto
sin alterar sus caracteristicas fisicas, sensoriales y nutricionales. Los muestras de jugo de
zarzamora (control, pasteurizado y termoultrasonicado) fueron evaluadas en 3 etapas; 1)
Contenido de compuestos antioxidantes (&cido ascorbico, fenoles totales y antocianinas) y
actividad antioxidante (ABTS y DPPH); 2) Extraccion de compuestos por polaridad
utilizando diferentes disolventes (hexano, acetato de etilo y etanol); 3) Determinacion de la
bioaccesibilidad intestinal in vitro de los compuestos antioxidantes y actividad
antioxidante. El tratamiento por termoultrasonido presentd una mayor cantidad de
compuestos con capacidad antioxidante en el jugo; fenoles totales (1,011 mg EAGI/L),
antocianinas (118 mg A/L); y actividad antioxidante: ABTS (44 mg VC/L) y DPPH (2,665
umol ET/L), en comparaciéon con las muestras control y pasteurizada. El jugo
termoultrasonicado con extraccion por etanol presenté mayor rendimiento de solidos totales
(60.4%) en comparacion con las muestras control (56.8%) y pasteurizada (57.4%). El jugo
termoultrasonicado presentd una mayor fraccion bioaccesible in vitro de compuestos
fendlicos totales (710 mg EAG/L), antocianinas (82 mg A/L); y con mayor capacidad
antioxidante actividad antioxidante: ABTS (44 mg VC/L) y DPPH (2,360 umol ET/L), en
comparacion con las muestras control y pasteurizada. En conclusién, el tratamiento por
termoultrasonido puede ser una alternativa a tratamientos térmicos, ya que mantiene y

libera compuestos con mayor biodisponibilidad intestinal.

Palabras clave: zarzamora, compuestos antioxidantes, actividad antioxidante,

bioaccesibilidad intestinal in vitro.

Sanchez-Franco, J.A.



Abstract

Blackberry (Rubus fruticosus spp) is a fruit that has a significant antioxidant activity, this
because its content in anthocyanins and antioxidant compounds (flavonols, phenolic acids,
ellagic acid, vitamin C and E), substances with high biological activity. The use of heat
treatments such as pasteurization to extend the shelf life of juices, could degrade the
nutritional and antioxidant content. Emerging technologies are required such
thermoultrasound technique, that ensures microbial reduction and release of compounds
with antioxidant properties. With the use of this technology in blackberry juice it could be
preserved this product without altering their physical, sensory and nutritional
characteristics. The blackberry juice samples (control, pasteurized and thermoultrasound)
were evaluated in 3 stages: 1) antioxidants content (ascorbic acid, total phenols and
anthocyanins) and antioxidant activity (DPPH and ABTS); 2) removing polarity
compounds by using different solvents (hexane, ethyl acetate and ethanol); 3) determination
of in vitro intestinal bioaccessibility of the antioxidant compounds and antioxidant activity.
The thermoultrasounded juice had the highest amount of antioxidant compounds in the
juice; total phenols (EAG 1,011 mg/L), anthocyanins (118 mg/L); and antioxidant activity:
ABTS (44 mg VC/L) and DPPH (2,665 pmol TE/L), compared to the control and
pasteurized samples. The thermoultrasounded juice extraction with ethanol, yielded the best
total solids (60.4%) compared to control (56.8%) and pasteurized samples (57.4%). The
thermoultrasounded juice got the highest in vitro bioavailability of total phenolic
compounds (EAG 710 mg/L), anthocyanins (82 mg A/L); and antioxidant antioxidant
activity: ABTS (44 mg VC/L) and DPPH (2,360 pumol TE/L) compared with the control
and pasteurized samples. In conclusion, thermoultrasound treatment can be an alternative to

thermal treatments because it keeps and releases antioxidant bioavailable compounds.

Key words: blackberry, antioxidants content, antioxidant activity, in vitro intestinal
bioaccessibility.
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I. MARCO TEORICO

1.1 Rubus fruticosus

El término R. fruticosus no se refiere a una sola especie, pero se utiliza para englobar cerca
de 2,000 especies, subespecies, hibridos y variedades en referencia colectivamente como
taxones, en la seccion, subgénero y género Rubus (1).

Su nombre se basa en una mezcla de Rubus plicatus Weihe & Nees y Rubus ulmifolius
Schott. Muchas de las especies surgieron como resultado de la hibridacion y la apomixis
(reproduccién asexual, por semillas). Algunos de los taxones Rubus en este agregado
incluyen: Rubus anglocandicans A. Newton, Rubus cissburiensis WC Barton & Ridd.,
Rubus echinatus Lindl., Rubus erythrops Edees y A. Newton, Rubus laciniatus Willd.,
Rubus leightonii Lees ex Leight., Rubus leucostachys Schleich. ex Sm., Rubus phaeocarpus
W.C.R. Watson, Rubus polyanthemus Lindeb., Rubus riddelsdellii Rilstone, Rubus
rubritinctus W.C.R. Watson, Rubus ulmifolius Schott (incluyendo Rubus ulmifolius var.

Ulmifolius y Rubus ulmifolius var. Anoplothyrsus Sudre) y Rubus vestitus Weihe (2).

Las especies frutales de Rubus pertenecen a dos subgéneros: las Idaeobatus (frambuesas) y
las Rubus anteriormente Eubatus (zarzamoras). Los cultivos de frutas Rubus comerciales
incluyen el rojo (R. idaeus L.), negro (R. occidentalis L.) y frambuesas purpuras (hibrido

frambuesa), zarzamoras (especies e hibridos Rubus), zarzamoras y moras (R. chamaemorus

L) (3).

En general, existen tres tipos de zarzamora: tipo erecto (‘Navajo’, '‘Ouachita’); semi-erecto
(‘Chester' sin espinas, 'Loch Ness'); y rastrero (‘Marion’, '‘Boysen’). Todos los tipos de
zarzamora pueden ser cultivados para mercados como productos frescos y procesados,
aungue el tipo rastrero, por su pequefia semilla, tamafio, sabor y aroma, se consideran
superiores para los productos procesados. Los mayores paises productores de zarzamora
son México (Michoacan), Europa (Serbia), y los Estados Unidos (Oregon), donde los tipos

predominantes de cultivo son: erecto, semi-erecto y rastrero, respectivamente (4).
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1.2 Zarzamora

La planta zarzamora de nombre cientifico Rubus fruticosus pertenece al género Rubus y a la
familia de la Rosaceae, es un arbusto delgado y flexible de ramas lefiosas, arqueadas y
espinosas, con hojas compuestas de 3 6 5 hojas elipticas y de borde aserrado, dispuesto de
forma palmeada, llega a medir hasta 2 m de alto por 7 m de longitud. Sus flores crecen en
racimos compuestos con 5 sépalos y 5 pétalos blancos o rosados sobre un receptaculo

ensanchado, con numerosos estambres (5).

Su fruto es un agregado de numerosas drupas carnosas (polidrupa), cada una contiene una
semilla, las drupas presentan una forma en D, de base estrecha a punta amplia o en forma
triangular redondeada, mide de 2 a 3 mm de largo por 1.5a 2.8 mm de ancho y de 1 a 1.8
mm de espesor, con un peso entre 5y 10 g por frutilla. El fruto de la zarzamora es verde al
principio, pasa por tonalidades rojizas y finalmente es negra brillante cuando madura, como
se puede observar en la figura 1, la planta de zarzamora con frutos en diferentes grados de
maduracion (5, 6).

Figura 1. Fruto de la zarzamora.
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Las zarzamoras estan lindadas a climas templados, con una precipitacion anual de al menos
700 mm y en altitudes de hasta 1,950 m. Se cultiva en prados con precipitaciones inferiores
a lo largo de cursos de agua. Su desarrollo es mejor en suelos acidos a ligeramente &cidos,
ricos en materia organica. El fruto presenta mejor crecimiento a pleno sol, pero también se

cultiva en la sombra (5).

Existen factores pre y pos cosecha que influyen principalmente en el crecimiento,
rendimiento y calidad de frutos de zarzamora, en climas con cambios ambientales
estresantes como sequia, alta humedad, niveles altos de radiacion solar, temperaturas
extremas y el ataque de insectos y patdgenos (7, 8), asi como la cosecha manual en grandes
extensiones, la hora del dia en que se efectua la cosecha, el transporte y su procesamiento
(9), entre otras. Los principales meses de produccion y cosecha de la zarzamora en México
se encuentra entre los meses de agosto y octubre, sim embargo, las cosechas tipo perenne

generan mayor produccién de zarzamora (6, 10).

La zarzamora en México, es un cultivo de tipo erecto con moras firmes y con vida de
anaquel de 7 dias, el cual es un factor limitante en el almacenamiento prolongado (11). Lo
anterior debido al alto contenido de humedad del tejido que incrementa el grado de
perecibilidad y los cambios en las caracteristicas fisicas, que definen los estandares
comerciales y la apariencia externa, siendo estos los principales factores de rechazo del
producto en el mercado (8). Por lo tanto, para aumentar la vida util de esta fruta, es
necesario el seguimiento de parametros especificos relacionados con la infraestructura y de
almacenamiento para empacar, conservar y aumentar la vida util comercial de los frutos de
la zarzamora, como son la temperatura, humedad, entre otros factores mostrados en la tabla
1(12, 13).
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Tabla 1. Pardmetros de almacenamiento de zarzamoras.

Parametro

Punto de congelacion (°C) -1.7
Temperatura de almacenamiento (°C) -0.5-0
Humedad relativa (%) 90-95

Periodo practico de almacenamiento (dias) 2a3
Contenido de humedad (%) 84.8

Tasa de respiracion (0 °C) (mL COy/kg/h) 16a23

Fuente modificada: (12).

Diversos estudios (12, 13), han demostrado la necesidad de atemperar los frutos de la
zarzamora al medio ambiente inmediatamente después de su cosecha para su posterior
almacenamiento a 2 °C, con una humedad relativa de 90-95%. Después del
almacenamiento en refrigeracion, la zarzamora presenta 20% menor deterioro, sin cambios
perjudiciales en solidos totales, acidez titulable o antocianinas, que una fruta no refrigerada,
donde, la fruta se torna inaceptable al gusto debido al desarrollo de mal sabor. En otros
estudios (14, 15), se menciona que cuando la zarzamora se almacena a 2 °C en empaques
de 250 g, se puede conservar por poco mas de 10 dias, después de dicho tiempo, la fruta
comienza a deshidratarse y a presentar ataques por hongos, por lo que es de gran

importancia dar opciones de consumo Yy uso de la zarzamora.

En Meéxico, la zarzamora es una frutilla con alta produccidn, en especial en los estados de
Michoacan, Jalisco y Colima (Figura 2). En otros estados de la republica también se tienen
plantios con produccién menor que llegan a tener importancia comercial como Hidalgo y el
Estado de México (16).

14
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A
Superficie sembrada (Ha)
1.00 - 2,190,15
. 2,190.25 - 5,473.88

. 5,473.98 - 10,945,75

Min: 1.00 (Hidalgo)
Max: 10,946.75 (Michoacan)

Figura 2. Produccién de zarzamora en México.
Fuente: (16).

La produccion al 2013, fue de 11,889 hectareas con 128,976 toneladas de cosecha (16). De
esta produccién, se exportd el 90% principalmente a Estados Unidos y s6lo 10% se
consume en fresco de la obtencion total en el territorio mexicano (13). El bajo consumo de
este fruto pudiera ser a la escasa cantidad que queda en el pais, aunado a la poca difusion y
fomento al consumo de la zarzamora y ademas de que los pequefios productores no cuentan

con la infraestructura necesaria para su 6ptimo manejo y comercializacion (6).

La composicion nutrimental de zarzamoras en fresco (Rubus spp) por cada L de porcion
comestible fue reportado en el 2011 por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) (Tabla 2).
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Los frutos de zarzamora con madurez comercial, contienen un elevado porcentaje de agua,
azucares (sacarosa 0,07 g, glucosa 2,31 g, fructosa 2.40 g, maltosa 0,07 g, galactosa 0,03
g), solidos totales, entre otros (17, 18).

Ademas, las zarzamoras presentan un alto contenido de pigmentos (carotenoides y

antocianinas) y compuestos (&cido ascérbico y fenoles) que contribuyen a tener la actividad
antioxidante que les caracteriza a estos frutos (17, 19, 20).

Tabla 2. Propiedades nutricionales y fisicoquimicas de la zarzamora

Parametro (g/L)

Peso (g) 2.7
Humedad (%) (PF) 85-88
Cenizas (PS) 3.1
Energia (Kcal) 43
Proteina 1.39
Fibra dietética total 53
Hidratos de carbono 9.61
Lipidos totales 0.49
Azucares totales 4.88
pH 2.51
Solidos totales (PF) 7.7

PF: peso fresco; PS: peso seco; AM: acido mélico.
Fuente modificada:(17, 18).

Por lo tanto, la zarzamora se caracteriza como un fruto con propiedades antioxidantes de

gran importancia por los beneficios que pudiera ofrecer a la salud (21-23).
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1.3 Antioxidantes

Los efectos dafiinos de las especies reactivas del oxigeno (ERO) son balanceados por la
accion de antioxidantes, los cuales son moléculas que neutralizan a los radicales libres
aceptando o donando electrones para eliminar su condicion impar. Los antioxidantes actan
directamente con los radicales reactivos y los inhibe, con lo que estos se convierten en
nuevos radicales menos activos, con vida mas larga y menos reactivos que aquellos
radicales que neutralizaron. Estos al mismo tiempo pueden ser inhibidos por otros

antioxidantes u otros mecanismos para eliminar con su estado radical (24).

Los radicales libres son moléculas o fragmentos de moléculas con uno o mas electrones no
apareados en las orbitas de valencia (25, 26). Estas son moléculas muy inestables y muy
reactivas, ya que tienden a capturar un electron de otras moléculas generando asi su
oxidacion (27, 28). Cuando se hace reaccionar con otros radicales o moléculas, un radical
libre puede formar nuevos radicales. Los ERO contienen radicales libres y formas reactivas
de oxigeno. Los radicales libres son producidos por una transferencia de electrones que

requiere un alto consumo de energia (29).

El estrées oxidativo ha sido implicado en el desarrollo de enfermedades cronicas
degenerativas, asi, el exceso de produccion de ERO y otros radicales se relacionan como

inductores de dafio tisular en condiciones patoldgicas severas (30).

De la misma forma que los radicales libres, los antioxidantes pueden ser end6genos o
exogenos (31). Dentro de los antioxidantes enddgenos se encuentran: superdxido
dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa, que pueden contrarrestar ambientes oxidativos
mediante la quelacién de diversos perdxidos y superperéxidos. Siendo los antioxidantes
exogenos la vitamina E y C, coenzima Q, (3-caroteno y glutation, con capacidad de reprimir
la actividad de los ERO (32). Los antioxidantes exdgenos se consumen a través de la dieta,
lo cual indicaria que una dieta saludable ayudaria a contrarrestar los efectos dafiinos de los
radicales libres (32, 33).

En la actualidad existe un interés creciente en el estudio de la composicion quimica de las
plantas y frutos, debido precisamente a las propiedades de algunos componentes que

pueden estimular el sistema inmune, estabilizar concentraciones hormonales en el
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organismo, reducir la presion arterial asi como presentar cierta actividad antibacterial y
antiviral (34). Al igual, estos compuestos pueden inhibir, interrumpir o frenar los procesos
oxidativos y contrarrestar la actividad de los radicales libres (35, 36), un claro ejemplo de
ello, son sustancias como el &cido ascorbico distribuido en los tejidos del fruto, pero en
mayor concentracion en la piel o céscara (37, 38) y, los compuestos fendlicos contenidos

tanto en plantas como sus frutos.

Existen diversos estudios en los que se ha observado una disminucion en los indicadores de
estrés oxidativo y una mejora en indicadores de sindrome metabdlico con el consumo de
antioxidantes. Por ejemplo, se observé (39) una mejor funcidon pancreatica en ratas
diabéticas a las que se les administrd6 compuestos fendlicos, debido a su accién protectora

hacia las células beta del pancreas en caso de hipercolesterolemia y trigliceridemia

Otro autor (40), refiere que el consumo de fenoles se asociaba a un efecto protector
removiendo depositos vasculares de lipidos. Se pueden citar varios estudios con el consumo
de antioxidantes y la mejora de indicadores de estrés oxidativo, siendo este no Unico del
sindrome metabolico, sino también, se ha comprobado cierta recuperacion en casos de
carcinoma, tanto para su tratamiento (41, 42) como su prevencion (43-45) y enfermedades

neurodegenerativas (46, 47).

1.4 Compuestos fendlicos

Existen diversos tipos de polifenoles y cientos de ellos se encuentran en las plantas y sus
frutos. El tipo y contenido de polifenoles difiere de cada uno con diferentes porciones de
contenido en los alimentos antes mencionados. Los polifenoles se dividen en grupos
familiares en funcidn de su estructura quimica. Hay 10 o mas clases de polifenoles, pero las

cuatro principales clases son: los acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos (48).

Los flavonoides son referidos a un conjunto de compuestos, sin embargo, existen por lo
menos seis subclases con diferencias en su estructura quimica. Los flavonoles estan
presentes en una amplia variedad de frutas y verduras. La quercetina y kaempferol son los

flavonoles mas comunes en los alimentos (49). Estan presentes en forma monomeérica y
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pueden ser absorbidos facilmente cuando son conjugados (por ejemplo, glucésidos de
quercetina); sin embargo, tipicamente no se encuentran en cantidades abundantes en los
frutos. Por lo tanto, su ingesta es generalmente baja, incluso con una dieta saludable (50).
Esto puede ser un factor que contribuye a la popularidad de los suplementos alimenticios.

Diversos estudios han demostrado que dietas ricas en alimentos de origen vegetal ejercen
efectos protectores en contra de enfermedades degenerativas, como cancer y enfermedades
cardiovasculares, ademas, proporcionan fibra dietética, vitaminas, fitosteroles,
carotenoides, acidos organicos y compuestos fendélicos (51). De esta forma, el estudio de
diferentes plantas ha ganado un mayor interés en la investigacion cientifica, como resultado
de su contenido de antioxidantes naturales, que pueden proteger los componentes celulares
contra el dafio oxidativo y, por lo tanto, limitar el riesgo de diversas enfermedades

degenerativas asociadas con el estrés oxidativo (51-53).

Los beneficios de estos antioxidantes en la salud se miden por medio de la actividad celular
antioxidante, la capacidad de absorcion de radicales del oxigeno asi como de su capacidad

quelante (54). Esto gracias a los antioxidantes contenidos en polifenoles y flavonoides.

Los compuestos fenolicos, en su mayoria flavonoides (Figura 3) (55), son sustancias
fendlicas formadas en las plantas (56), a partir de aminoacidos como tirosina, fenilalanina y
malonato (57, 58). Estas sustancias exhiben actividades biologicas: inhiben el crecimiento
de células cancerosas (59, 60); reducen el estrés oxidativo, que es un aspecto fundamental
en la enfermedad de Alzheimer, ademas, pueden prevenir la aterosclerosis, que se inicia por

procesos de oxidacion de proteinas de baja densidad (61).
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Figura 3. Estructura quimica de algunos flavonoides.
a) Antocianina; b) Flavonol; c) Flavona; d) Isoflavona; e) Catequina.
Fuente modificada: (55).

Un estudio en el que cuantificaron los antioxidantes de diferentes moras, entre ellas
zarzamora, mora azul y fresa, se encontré que el fruto que presentéd la mayor actividad

antioxidante y cantidad de compuestos fendlicos, fue la zarzamora (62).

Por otra parte, se han realizado diversos estudios, en donde se identificaron compuestos
fendlicos con actividad antioxidante en diversos frutos, encontrando mayor concentracion
de estos compuestos en las hojas que en los tejidos carnosos o piel (63, 64), al igual, se han
determinado los compuestos fendlicos en jugos de frutas, como: granada (65, 66), noni
(67), ardndano (68), mora tropical (17) y zarzamora (19, 69, 70).

En el caso de la zarzamora (Rubus fruticosus), esta frutilla presenta alto contenido de
compuestos antioxidantes (Tabla 3) como antocianinas, flavonoles, acidos fendlicos,
vitamina C y E, y B-sitosterol, entre otros (17, 71). Las antocianinas han sido consideradas

como los antioxidantes naturales mas potente ya que han demostrado propiedades
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supresoras de radicales libres importantes (72), una de las principales razones de su

creciente popularidad en la dieta humana.

Tabla 3. Contenido de algunos compuestos antioxidantes en la zarzamora.

Antocianinas

Cianidin 3-glucésido (mg Cy-3-glc/g) 8.3+0.3
Cianidin 3-(6’malonil) glucésido (mg Cy-3-glc/g) 0.66 + 0.04
Flavonoles (mg quercetin/g) 0.137 £ 0.002
Acido elagico (mg AE/g) 0.202 + 0.004
Total (umol g)* 70+£0.3

Cy-3-glc= cianidin-3-glucésido; = suma de pmol de &cido elagico, quercetin y
cianidin-3-glucésico; AE= acido elagico.
Fuente modificada: (17).

Entre los beneficios que se le han adjudicado al consumo de zarzamora se encuentran:
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y propiedades quimiopreventivas, asi como la
actividad biologica contra cancer oral, de es6fago y de colon (22), hasta el mejoramiento de

la memoria en adultos mayores (73).

De igual forma, en estudios epidemiolégicos con animales, se ha establecido la disminucion
de nefropatia en ratas hipertensas debido a la disminucion del estrés oxidativo (74); la
proteccidn coronaria en ratas con dafio isquémico (75). En otros estudios, se observd la
disminucion de la inflamacién en ratas con sindrome metabolico (23, 76), entre otros
beneficios. Sin embargo, estos beneficios dependen de la cantidad de compuestos con

actividad antioxidante que se absorben.

Por el contenido de estos compuestos antioxidantes y fibra dietética, los productos
elaborados a base de zarzamora pueden ser considerados como alimento funcional. Un

alimento funcional se define como un producto que posee una apariencia a la de un
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alimento convencional, se consume como parte de una dieta normal y, ademas de su
funcidn nutritiva basica, presenta propiedades fisiologicas, beneficiosas y/o reduce el riesgo
de contraer enfermedades cronicas (77, 78).

Este concepto expone por primera vez la existencia de “alimentos con efecto especifico
sobre la salud” (Foods for Specified Health Use, FOSHU por sus siglas en inglés) y en
consecuencia, la poblacién se puede obtener beneficios a partir de su consumo.

El sistema regulatorio japonés, FOSHU, describe 11 categorias de ingredientes con

actividad fisioldgica entre los que se destacan para este estudio los siguientes:

e Alcoholes y fenoles.

e Fibras alimentarias (77).

El alimento ademés debe garantizar inocuidad, caracteristicas sensoriales y organolépticas
sin cambios durante el almacenamiento, ser econOmicamente viable y consumido

regularmente y en cantidades estimables por la poblacion (79).

Sin embargo, los jugos de frutas pueden proveer la mayor parte de los nutrientes de su
fuente natural, pero también tienen un alto contenido energético y con frecuencia presentan
alteraciones en el contenido de fibra, vitaminas y otros beneficios no nutritivos presentes en

la fruta entera antes de licuarla.

Los jugos de frutas se emplean cada vez en mayor cantidad en la industria como la bebida
para reemplazar bebidas con alto contenido energético como los refrescos (80). Muchos
jugos industrializados presentan la adicion de azlcares ajenos a los propios de las frutas, en
promedio, jugos de manzana, naranja y uva, contienen entre 88 y 128 Kcal por racion de
200 mL (81). De ello, es de suma importancia contemplar nuevas aplicaciones en ciertos
frutos para la creacion de bebidas que puedan contribuir beneficios a la salud, asi como,

conocer de dichos productos sus aportes energéticos y compuestos que contienen.
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1.5 Metabolismo de compuestos fendlicos

Los polifenoles ingeridos a traves de la dieta, se metabolizan en el tracto gastrointestinal.
Los glucésidos son hidrolizados a sus correspondientes agliconas para ser absorbidas, de
esta forma las agliconas con los polifenoles de bajo peso molecular son absorbidos
directamente (48, 82). Los polifenoles que no son absorbidos son transportados al colon
donde pueden ser hidrolizados por la microflora a compuestos méas simples y pueden ser
eliminados en las heces. Sin embargo, la fermentacion realizada en las agliconas por las
bacterias col6nicas pueden liberar estos polifenoles de la fibra permitiendo un metabolismo
similar al de estos gliconas (48).

Los polifenoles de alto peso molecular como los elagitatinos no pueden ser absorbidos
intactos a torrente sanguineo por lo que son hidrolizados a acido elagico y urolitinos para su
posterior absorcion. Posterior a su absorcion, estos son conjugados en el higado, donde
pueden ser excretados en la orina o bilis; o pueden ser almacenados en diferentes tejidos,
como en la prostata, colon y seno (83). De los compuestos excretados por la bilis pueden
ser reciclados, después de una desconjugacion por circulacién enterohepatica y asi ser

reabsorbido.

Estudios farmacocinéticos de absorcion y eliminacion de polifenoles indican que los
niveles maximos por lo general se encuentran a 2 horas después de la ingesta y la vida

media de este polifenol es de entre 5y 7 horas (84).

Estudios in vitro, han sefialado los efectos antioxidantes de los flavonoides que tienen la
capacidad de inhibir enzimas pro-oxidantes o para formar complejos con iones pro-
oxidantes tales como Fe?*, Fe** protector de Cu®*. Los flavonoides tienen una accién directa

sobre la captura de ERO por donacion directa de un atomo de hidrégeno (85).

Los mecanismos implicados en el proceso de digestion y absorcion de los compuestos
fendlicos en el lumen gastrointestinal son complejos. Segun estudios in vitro, se ha
encontrado que la interaccion de compuestos como el hierro en el lumen junto con
compuestos fendlicos durante la digestion, forman complejos quelantes (86), estos
provocan una disminucion en las concentraciones de los derivados de hidroxicinamina,

flavonas y flavonoles (87), ademas, el aumento de los polifenoles unidos a lipidos en
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plasma podria disminuir significativamente la peroxidacion lipidica en plasma como
resultado de la bioactividad de los polifenoles (88), disminucion del estrés oxidativo (45),

asi como, prevencion y tratamiento en presencia de carcinoma (42).

Diferentes estudios han demostrado una rapida absorcion de polifenoles, tales como
procianidinas, quercetina y flavonoles en plasma a partir del consumo de frutos, alcanzando

concentraciones plasmaticas maximas después de dos o tres horas de su ingesta (88, 89).

Los métodos in vitro sobre bioaccesibilidad, ofrecen una alternativa para el estudio en
humanos y en animales, ya que son simples, rapidos, de bajo costo y pueden predecir la
biodisponibilidad relativa en estudios del procesamiento en alimentos (90).

La aplicacion de modelos in vitro, consiste en una simulacion de la fase inicial de la
digestion intraluminal, seguido de una absorcion intestinal utilizando un modelo de dialisis
(91). Los compuestos fenolicos son extensamente metabolizados tanto en tejidos como en

el colon por la microflora (92).

En la figura 4, se muestra el proceso de absorcion, transporte y metabolismo hepatico e
intestinal de los compuestos polifendlicos. El proceso inicia con los polifenoles a partir de
la dieta y van a ser absorbidos en el intestino delgado para ser transportados a higado o
colon como metabolitos secundarios. De misma forma, los polifenoles pueden ser

excretados a través de las heces fecales u orina.
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Figura 4. Proceso de absorcion, transporte y metabolismo de compuestos

polifenolicos.
Fuente modificada: (92).

Los compuestos antioxidantes de la zarzamora son un buen objetivo de andlisis, por lo que
es importante estimar la liberacion de sus compuestos y bioaccesibilidad intestinal in vitro

después de la aplicacion de tratamientos como la pasteurizacion y termoultrasonido.

1.6 Bioaccesibilidad de compuestos fenolicos

El consumo de alimentos ricos en polifenoles puede variar considerablemente y puede
llegar a ser muy alto, pero el impacto nutricional y los efectos sistémicos subsecuentes
dependen del destino que tengan los polifenoles en el sistema digestivo. Las caracteristicas
fisico-quimicas de los polifenoles dictan que debe existir una absorcion y metabolismo
rapido (48, 93).
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La estructura, el grado de modificacion quimica, el tamafio molecular, el grado de
polimerizacion y la solubilidad, son factores importantes para conocer la bioaccesibilidad
de los compuestos fendlicos. Los polifenoles (Figura 5), cuentan con un peso molecular
pequefio, especialmente los &cidos fendlicos, como el acido galico y las Isoflavonas, los
cudles aparentemente son facilmente absorbidos por el intestino delgado, estos seguidos por

las catequinas, los flavononas y la quercitina glucosilada (48).

Polifenoles

¥ ¥

Acidos fenélicos Flavonoides

! !

N OH

OH OH O OH O

) Flavonol: quercetina Flavonona: naringenina
Acido hidroxicinamico

O
OH

OH

Acido hidroxibenzoico

Flavona: apigenina Antocianina: cianidin

Figura 5. Clasificacion y estructura quimica de polifenoles dietéticos mas comunes.
Fuente modificada: (84).
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Se ha estudiado la bioaccesibilidad de estos compuestos en roedores y se encontro que la

bioaccesibilidad estimada es en promedio del 10%, con un rango de 2% a 20% (94).

Datos acerca de bioaccesibilidad de polifenoles en humanos es limitado, ya que se
necesitan de poblaciones grandes, sin embargo, en un estudio (92), se evalud la
bioaccesibilidad de polifenoles, en dicho estudio se concluyd que por medio de
concentraciones plasmaticas de los metabolitos de los polifenoles, existia una
bioaccesibilidad del 0 — 4 pumol/L con un consumo de 50 mg equivalentes de aglicona y una
excrecion urinaria del 0.3% — 43% de la dosis ingerida, al igual se mencion6 que la
bioaccesibilidad varia dependiendo del polifenol estudiado.

La conservacion de productos conllevan a la utilizacion de tratamientos térmicos, procesos

que han sido relacionados con la degradacion de compuestos bioactivos importantes (95).

1.7 Tecnologias para el procesamiento de zarzamora

Una alternativa para la completa utilizaciéon de la produccion de la zarzamora es su
procesamiento. Segun la Food and Agriculture Organization (FAO, por sus siglas en
inglés), de este fruto se pueden obtener los siguientes productos industrializados: néctares y
jugos, pulpas congeladas, mermeladas y jaleas, concentrados y vinos, mismos que pueden

ser empleados para el mejor aprovechamiento de su produccion y cosecha (5, 6).

Durante el procesamiento de jugos de frutas, los tratamientos térmicos y otras condiciones
fisicas como la oxidacion, exposicion a luz, adicién de azUcares, cambios en el pH y
temperatura, reducen facilmente el contenido de compuestos antioxidantes y propiedades

nutricionales (95).

Desde hace tiempo, se han utilizado tratamientos térmicos como la pasteurizacion y la
ultra-pasteurizacion para extender la vida de anaquel de ciertos alimentos, procesos que
operan temperaturas mayores a los 100 °C en lapsos muy cortos de tiempo (segundos).
Estos sistemas térmicos son los Unicos que operan por inactivacion y se usan de forma

mayoritaria en la industria alimentaria, sin embargo, dichos procesos modifican el “flavor”
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y textura de los productos frescos, asi como la degradacion de compuestos con capacidad
antioxidante (96, 97).

En los dltimos afios, el consumidor demanda productos de alimentos de alta calidad,
microbiol6gicamente seguros y estables. De esta forma, se ha despertado un creciente
interés en las técnicas de conservacion no térmicas capaces de inactivar microorganismos y
enzimas, asegurando caracteristicas fisicas como el “flavor”, texturas mas naturales y los

compuestos con capacidad antioxidante (95, 98).

Actualmente existen tecnologias emergentes, como la ozonizacién, campo de pulsos
eléctricos, alta-presién, ultrasonido entre otros, que pueden ser utilizados en el proceso de
conservacion de la materia prima y de esta forma preservar sus propiedades nutricionales,
asi como prolongar su vida de anaquel sin que sus caracteristicas se vean modificadas (99,
100).

El ultrasonido es un proceso tecnoldgico no térmico que puede remplazar a tratamientos
térmicos convencionales como la pasteurizacion y lograr una seguridad microbiana en los
jugos de frutas. Esta tecnologia emergente ha sido utilizada desde hace mas de 30 afios en
la industria alimentaria, el cual consiste en someter a un alimento a ondas acusticas de

frecuencia superior a los 20 kHz (101).

Esta técnica ha tenido distintos propositos a través de los afios, como la limpieza de
material de laboratorio, extraccion de componentes alimentarios, pre-tratamiento de
cascaras 0 extraccion de aceites vegetales, ademas de la inactivacion microbiana y
enzimatica (102, 103).

En la ultrasonicacién existe un fendmeno complejo de cavitacion gaseosa, que explica la
generacion y evolucion de microburbujas en un medio liquido. La cavitacion se origina en
las regiones de un liquido que se someten a presiones de alta amplitud que alternan
rapidamente, como se puede observar en la figura 6. Durante el ciclo negativo de presion, el
liquido se encuentra sometido a un esfuerzo tensional y durante el ciclo positivo sufre una
compresion y tiene como resultado la formacién de microburbujas cuyo tamafio aumenta
miles de veces en la alternancia de los ciclos de presion. Las microburbujas que alcanzan

un tamafio critico colapsan violentamente para volver al tamafio original.(104),
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La implosion libera la energia acumulada, ocasionando incrementos de temperatura
instantaneos y focales, que se disipan sin que supongan una elevacion sustancial de la
temperatura del liquido tratado. La energia liberada, asi como el choque mecanico
asociadas al fendmeno de implosion, afectan tanto a estructuras celulares situadas en el
microentorno, como a microorganismos y en algunos casos, liberan compuestos

antioxidantes con actividad biolégica (105).
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Figura 6. Cavitacion del ultrasonido.
Fuente: (104).
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La ultrasonicacién ha sido probada en diversos jugos de frutas, como en bebidas de soya
(206), vino tinto (107), jugo de toronja (108), jugo de uva roja (109) jugo de tuna (101) y
en la zarzamora (110), en donde se han comprobado beneficios, como la conservacion de
propiedades fisicas (pH y grados Brix) y cualidades antioxidantes del jugo, al igual, se ha
logrado una liberacién de compuestos fendlicos asi como la disminucién de carga

bacteriana e inactivacion enzimética (101, 105).

El uso de la ultrasonicacién por si sola puede incrementar la temperatura del jugo tratado,
de ello, existen diversas publicaciones en las que se han incorporado temperaturas
controladas en conjunto con el ultrasonido obteniéndose resultados favorables. Aunado a
este fendmeno, se menciona que la combinacion de estas tecnologias, aumenta la vida de
anaquel de jugos por inactivacion enzimatica, asi como, la liberacion de compuestos con
actividad antioxidante como acido ascoérbico, polifenoles y licopenos, estos resultados han

sido probados en jugos de manzana y sandia (111, 112).

En un estudio (113), se determino la influencia del tratamiento de ultrasonido en la pulpa
del tomate, en donde, investigaron la bioaccesibilidad in vitro del licopeno, en este caso, la
ultrasonicacion fue responsable del aumento de las propiedades del tomate que la muestra
sin tratamiento, aunque la bioaccesibilidad in vitro del licopeno disminuyo, quiza debido a

la interaccion entre compuestos propios del tomate.

Al igual, en otro estudio se observé gue la aplicacion de sonicacion a un jugo de zarzamora,
retuvo significativamente el contenido de antocianinas, de esta forma, la sonicacion se
puede utilizar como una técnica de preservacion de antocianinas y en donde su retencion es

deseable en el procesamiento de la zarzamora (110).
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I1. JUSTIFICACION

Aungue en Meéxico existe una produccion anual importante de zarzamora (128,976
toneladas), el 90% de la produccion se exporta a E.U. y el 10% se consume como fruta en
fresco o de temporada. Durante el proceso pre y pos cosecha se presentan grandes pérdidas
del producto debido a que la infraestructura con la que se cuenta para la comercializacion
de la frutilla es inadecuada. Dicha infraestructura debe poseer requerimientos especificos
debido a la alta perecibilidad del fruto, ya que se necesitan ambientes controlados para

aprovechar al maximo la produccién y comercializacion de la zarzamora.

Tratamientos térmicos convencionales como la pasteurizacion se ha utilizado cominmente
para extender la vida comercial de alimentos con el objetivo de inactivar microorganismos
y enzimas. Sin embargo, la aplicacion de dichas tecnicas genera un alto consumo de
energia, tiempo y costos, por otra parte, ocasiona la degradacion de compuestos

nutricionales asi como la modificacion del sabor y color de los alimentos.

A fechas recientes, se han incorporado nuevas técnicas de preservacion de alimentos, como
la ultrasonicacion, tecnologia limpia que puede completarse en menor tiempo y con menor
temperatura, reduciendo de esta forma el costo del procesamiento, al igual, el producto no
sufre modificaciones organolépticas, razon por la que se podria omitir la adicion de

sustancias para conservar sus propiedades sensoriales.

Por estudios previos en diversos frutos, se ha encontrado que el ultrasonido en conjunto con
un tratamiento térmico con temperatura baja (termoultrasonido), pueden ser una alternativa
a utilizar que solo la aplicacion de tratamientos térmicos altos para incrementar la vida de
anaquel de jugos, ya que podria asegurar una disminucion importante de actividad
enzimatica y de carga microbiana, asi como, la liberacién de compuestos con propiedades
antioxidantes. Aunado a esto, se podrian ofrecer nuevas presentaciones de consumo, como
el jugo de zarzamora termoultrasonicado y por ende, se otorgaria un valor agregado a la

Zarzamora.
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I11. HIPOTESIS

El jugo de zarzamora (Rubus fruticosus spp.), con tratamiento de termoultrasonicacion y

evaluacion de la bioaccesibilidad intestinal in vitro posee un alto contenido de compuestos

fendlicos y capacidad antioxidante.

V. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Analizar la concentracion de compuestos antioxidantes, capacidad antioxidante, extraccion

de compuestos considerando su polaridad, evaluacion de la bioaccesibilidad intestinal in

vitro de estos compuestos de jugo de zarzamora (Rubus fruticosus spp.) con tratamiento de

termoultrasonicacion en comparacion con la pasteurizacion.

4.2 ESPECIFICOS

421

4.2.2

4.2.3

4.2.4

4.2.5

Obtener un jugo de zarzamora (CTL) y aplicar el tratamiento de o
termoultrasonicacion (TUS) y pasteurizacion (PAS) .

Cuantificar los compuestos antioxidantes y actividad antioxidante
(determinada por ABTS y DPPH) de los jugos de zarzamora CTL y sometidos
a tratamiento de TUS y PAS.

Extraer los compuestos bioactivos mayoritarios utilizando disolventes
(hexano, acetato de etilo y etanol) de los jugos de zarzamora CTL y con
tratamiento de TUS y PAS.

Cuantificar la actividad antioxidante de los compuestos bioactivos
mayoritarios presentes en los jugos de zarzamora con extraccién por
disolventes.

Evaluar y cuantificar la bioaccesibilidad intestinal in vitro de los compuestos
antioxidantes y actividad antioxidante presentes en los jugos de zarzamora
CTL, TUSy PAS.
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V. METODOLOGIA

ETAPA 1

Obtencidn de jugo de zarzamora

Control
(sin tratamiento)

Pasteurizacion
convencional
(70 °C, 30 min)

Termoultrasonicacion
(80%, 45 °C 15 min)

|

e Acido ascérbico
e Fenoles totales
e Antocianinas

e ABTS
e DPPH

Cuantificacién compuestos antioxidantes:

Cuantificacion actividad antioxidante:

Extraccion por disolventes

etilo

L

Hexano Acetato de Etanol

y

Extracto bioactivo
mayoritario: actividad
antioxidante

l

Separacion por
cromatografia de
columnay
cromatografia rapida

Figura 7. Disefio metodolégico.

%

Evaluacion de

bioaccesibilidad intestinal

ETAPA 2

in vitro

ETAPA3
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El disefio metodologico consté de 3 etapas, en I|a primera, se tomaron alicuotas de las
muestras control (CTL), tratamiento pasteurizado (PAS) y termoultrasonido (TUS) para ser
liofilizadas y almacenadas en congelacion. Se realiz6 la cuantificacion de compuestos
antioxidantes y actividad antioxidante. En la segunda etapa, se aplicd una extraccion de los
compuestos por disolventes de polaridad creciente (hexano, acetato de etilo y etanol) para
su separacion por medio de cromatografia rapida y cromatografia en columna. En la tercera
etapa, se realiz6 un ensayo de bioaccesibilidad intestinal in vitro y posteriormente se realizd
la cuantificacion de compuestos antioxidantes y la actividad antioxidante (Figura 7).

Etapa 1

5.1 Obtencidn de la materia prima y jugos de zarzamora.

Las zarzamoras (Rubus fruticosus spp) fueron proporcionadas por productores de la
localidad de Atotonilco, Hidalgo, México, durante los meses de diciembre del 2013 y enero

del 2014, se seleccionaron sélo las frutas sin dafios externos.

Las zarzamoras fueron homogeneizadas con una licuadora comercial (Hamilton Beach®
Health Smart® modelo 67900-MX) para obtener su jugo. Una vez obtenido el jugo, se filtré
dos veces con un colador comercial de plastico para eliminar residuos solidos y tejidos del

fruto.

Fueron utilizados tres jugos de zarzamora para realizar el presente trabajo. El primero sin
tratamiento (usado como control), el segundo sometido a tratamiento por pasteurizacion (70
°C, 30 min) y el tercero se someti6 a tratamiento por termoultrasonido (Ultrasonic
Processor VCX-1500, Sonics & Materials, Inc. Newtown, CT, USA), con las siguientes
condiciones: 45 °C de temperatura constante usando un bafio de agua (Cole-Parmer 12108-
10 U.S.A)), frecuencia constante de 20 kHz usando una celda con capacidad de 400 mL,
amplitud de 80% durante 15 min con duracién de pulso de 4 s encendido y 2 s apagado, las
caracteristicas anteriores fueron en base a un estudio de superficie respuesta.
Posteriormente, los jugos se sometieron a congelacion (-32 °C) para ser liofilizados
(Liofilizadora Labconco, FreeZone®, Kansas USA.) durante 4 dias a una temperatura

constante de -55 + 1 °C y vacio constante de 0.140 mbar.
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5.2 Actividad antioxidante
5.2.1 Determinacion de acido ascorbico

Para la determinacién de acido ascorbico (AA), se empled el método colorimétrico (114),
empleando el reactivo DCPI que tiene una coloracion azul-violeta y al reaccionar con el
AA ocurre una decoloracién a rosa tenue o incoloro. Se prepararon las siguientes
soluciones: DCPI, amortiguador de acetato al 1 M con pH de 6 y solucién de AA. Se
realiz6 una curva estandar, para ello, se efectuaron concentraciones a partir de la solucién
de AA: 0, 10, 20, 30, 40, y 50 mg/L, se tomaron 100 uL de cada concentracién para la

obtener la curva de referencia.

La técnica para la curva y para la muestra de estudio se realizo vertiendo 100 pL de la
muestra, 100 pL de amortiguador de acetatos y 800 pL de DCPI en viales Eppendor color
ambar con capacidad de 2 mL. Se determiné la absorbancia (Abs) a 520 nm (Lector de
microplacas Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) y se utilizé &cido
oxalico como blanco al 0.4%. Los resultados se expresaron como miligramos de acido

ascorbico por litro de muestra (mg AA/L).

5.2.2 Compuestos fendlicos totales

La determinacion de compuestos fenolicos totales (CFT) se realizd por medio del método
Folin-Ciocalteu (115). El Folin-Ciocalteu, es una mezcla de acido fosfotugstico y &cido
fosfomolbidico, los cuales son reducidos a 6xidos azules de tungsteno y molibdeno durante
la oxidacion fendlica, esta reduccion ocurre bajo condiciones alcalinas mediante la

presencia de carbonato de sodio.

Se realiz6 una curva estandar de la concentracion de compuestos fendlicos, para esto, se
prepard una solucién con 400 mg de acido galico por litro de agua desionizada. A partir de
esta solucion se prepararon las siguientes concentraciones: 0, 100, 200 y 300 mg/L, se

tomaron 100 pL de cada concentracién para la obtencion de la curva.

La técnica para la curva y para la muestra de estudio consistié en verter 100 pL de solucién

de Folin-Ciocalteu al 7% (1:10 en agua desionizada) y 400 pL de solucién de carbonato de
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sodio al 7.5% en viales Eppendor color ambar de 2 mL de capacidad. Las muestras se
agitaron en vortex y se reposaron a temperatura ambiente durante 30 min. Se realizé la
lectura de Abs a 765 nm (Lector de microplacas Power Wave XS UV-Biotek, software KC
Junior, USA) al finalizar dicho tiempo. Los resultados se reportaron como miligramos
equivalentes de acido gélico por litro de muestra (mg EAG/L).

5.2.3 Antocianinas

Para la determinacion de antocianinas se empled el método diferencial de pH (116). Los
pigmentos de antocianinas sufren transformaciones estructurales reversibles con un cambio
en el pH que se manifiesta por diferentes espectros de absorbancia. La forma de color
oxonio predomina a pH de 1.0 y la forma incolora hemicetal a pH de 4.5. El método
diferencial de pH, se basa en esta reaccion y permite la medicion precisa y rapida de
antocianinas totales, incluso en la presencia de pigmentos degradados polimerizados y otros

compuestos de interferencia.

Se prepararon reactivos de cloruro de potasio a 0.025 M (pH de 1.0) y acetato de sodio a
0.4 M (pH de 4.5). Se obtuvo el sobrenadante del jugo, del cual, se tomaron 500 pL y se
vertieron en tubos de plastico con capacidad de 15 mL con los reactivos; 4.5 mL de cloruro
de potasio y 4.5 mL de acetato de sodio, respectivamente en tubos separados.
Posteriormente se taparon los tubos y se agitaron en Vortex para reposarlos en bafio de
agua (PolyScience MX06S135-AA1B U.S.A.) a 25 °C durante 15 min. Concluido el
tiempo, se tomaron 200 pL de cada tubo para su lectura. La absorbancia se midid a 510 nm
y 700 nm (Lector de microplacas Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA)
para ambas placas, en donde se empled la siguiente formula para el calculo de antocianinas

totales:

Antocianinas totales (mg/L) = (A * MW * DF * 10,000) / (€ * Tc)

36
Sanchez-Franco, J.A.



En donde:

A = absorbancia de la resta entre valores (510 — 700) correspondiente a cloruro de potasio
menos la absorbancia de la resta de valores (510 — 700) de acetato de sodio.

MW = tamafio de la molécula de cyanidin-3-glucdsido (449.2 g/mol).

DF= factor de dilucion (1:100).

€= absorcion molar (26,900 L/cm/mg).

Tc=tamafio de la cubeta de la microplaca (0.52 cm).

Los resultados se reportaron como miligramos de cyanidin-3-glucésido por litro de muestra

(mg cyanidin-3-glucésido/L).

5.2.4 Determinacion de actividad antioxidante por ABTS®*

La determinacion de actividad antioxidante por ABTS se realizd de acuerdo al método
quimico para determinar actividad antioxidante (117). Se prepar6 una solucion de ABTS®*
al 7 mM/L con persulfato de potasio al 2.45 mM/L, se incubd durante 16 h en completa
oscuridad a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo, se diluyo en agua desionizada
(proporcion 1:15) hasta obtener una Abs de entre 0.7 y 0.9. Se realiz6 una curva estandar,
para esto se efectuaron concentraciones a partir de la solucion de etanol con acido
ascorbico: 0, 5, 10, 20, 30, 40, y 50 mg/L, se tomaron 20 uL de cada concentracion para la

obtencién de la curva de referencia.

La técnica para la curva y para la muestra de estudio se realizo vertiendo 20 pL de la
muestra en viales Eppendorf de 2 mL color &mbar, 980 uL de solucion ABTS previamente
diluida con agua desionizada, se agitd el vial por Vortex y se reposé durante 7 min,
posteriormente se determind la Abs a 754 nm (Lector de microplacas Power Wave XS UV-
Biotek, software KC Junior, USA). Se utilizd6 agua desionizada como blanco. Los

resultados se expresaron como miligramos de vitamina C por litro de muestra (mg VC/L).
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5.2.5 Determinacion de la actividad antirradical por el método DPPH

Para la determinacion de actividad antirradical se empled el método DPPH (118), el cual es
un radical libre estable que en una solucion etandlica, presenta una coloracion violeta
intenso, si a ésta solucion se le agrega una sustancia susceptible de atrapar radicales libres
(Trolox), el electron no apareado del DPPH se aparea e inmediatamente presenta una

decoloracion que puede ir hasta un tono amarillo

Se realiz6 una disolucién de DPPH al 0.07% en etanol y una curva estandar de Trolox
(molécula de referencia), con las siguientes concentraciones en etanol: 0, 50, 100, 200 y
300 pmol Trolox/L, para la obtencion de la curva estandar.

La técnica para la curva y para la muestra de estudio consistié en verter 100 uL de la
muestra diluida y 500 pL de la solucion de DPPH en viales Eppendorf color ambar de 2
mL, se agitaron en vortex y se reposaron a temperatura ambiente durante 60 min,
transcurrido el tiempo se centrifugaron (Centrifuga Beckman Coulter, Allegra™ 25R
California) a 10,000 rpm durante 5 min, a 4 °C y se midié la Abs del sobrenadante a 520
nm (Lector de microplacas Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). La
actividad antioxidante por DPPH se reporté en umol equivalente de Trolox por litro de

muestra (umol ET/L).

Etapa 2
5.4 Extraccion de compuestos por disolventes
5.4.1 Obtencidn de extractos

Se procedio a obtener los extractos del jugo liofilizado por hexano (C¢Ha4), acetato de etilo
(C4Hg0,) vy etanol (C,HeO), mediante la dilucién de 25 g de muestra en 250 mL del
disolvente, posteriormente se agitd y se sometio a filtrado (filtro de papel Whatman # 4,
110 mm) y concentrado en rotavapor (Ratavapor Buchi labortechnik, AG CH-9230 Suiza) a
45 °C.

38
Sanchez-Franco, J.A.



Etapa 3

5.3 Determinacion de la bioaccesibilidad intestinal in vitro de compuestos
antioxidantes y de la capacidad antioxidante

La bioaccesibilidad intestinal de los compuestos antioxidantes y capacidad antioxidante
fueron determinados mediante una fase inicial de simulacion de digestion intraluminal,
seguida por una fase de dialisis simulando la absorcion intestinal. Lo anterior se llevo a
cabo utilizando un modelo de digestion in vitro (119), con algunas modificaciones (120).
La bioaccesibilidad intestinal de los compuestos antioxidantes (compuestos fendlicos y
acido ascorbico) y de la capacidad antioxidante (ABTS y DPPH), fueron determinadas
como la diferencia de los parametros (compuestos antioxidantes y capacidad antioxidante)

en la muestra sin tratamiento y en la fraccion dializada aislada de la muestra.

Se tomaron 20 mL de cada jugo de zarzamora y una muestra blanco, se ajusto el pH a 2 con
HCI 6 M. La muestra fue incubada con 120 pyL de una disolucion de pepsina (40 mg
pepsina - Sigma Aldrich P-7000 por mL de HCL 0,1 M) en una incubadora (LabTech,
Shaking incubators, modelo LSI-306R, Nueva Delhi) con agitacion de 60 rpm a 37 °C por
2 h. Despues de la incubacion se agregaron 1,5 mL de una disolucion bilis-pancreatina (5
mg de enzima pancreatina P-1750 Sigma Aldrich - mas 25 mg bilis porcina B-8631 Sigma
Aldrich - por mL de NaHCO30,1 M).

Las muestras digeridas por las enzimas fueron depositadas en una bolsa de dialisis con
tamafo de corte de 12 KDa, y se sometieron a dialisis (transferencia de compuestos de bajo
peso molecular) en una solucion de bicarbonato de sodio (pH 7,5) durante 16 h en una
incubadora (LabTech, modelo LSI-306R, N Delhi) con agitacién de 60 rpm. Transcurrido

el tiempo, se obtuvieron dos fracciones: 1) la fraccion digerida y; 2) la fraccion no digerida.

Posteriormente, las fracciones digeridas o bioaccesibles se sometieron a congelacion (-32
°C) para ser liofilizadas (Liofilizadora Labconco, FreeZone®, Kansas USA.) durante 4 dias
a una temperatura constante de -55 + 1 °C y vacio constante de 0.140 mbar para obtener el

rendimiento de estas muestras (figura 8).
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20 mL de jugo y muestra
blanco

> . .,
l Determinacion de compuestos

antioxidantes (compuestos
fendlicos, antocianinas y acido
ascorbico) y capacidad

Digestion enzimatica in vitro antioxidante (ABTS y DPPH)

(pepsina, pH 2.0, 2 h, 60 rpm)

| :

Solucion bilis/pancreética

Liofilizacion de fraccion
Digestién en solucién de NaHCO; digerida 0 bioaccesible
(pH 7.5, 16 h, 60 rpm)

| *‘

\4

Fraccion no digerida. Fraccion digerida.
Fraccién no bioaccesible Bioaccesibilidad
intestinal

Figura 8. Esquema del método para la determinacion “in vitro” de la
bioaccesibilidad intestinal de compuestos antioxidantes y capacidad antioxidante.
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5.5 Anélisis estadistico

Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado. Se realiz6 un disefio experimental
cuantitativo con la aplicacion de un analisis de varianza (ANOVA) mediante modelo lineal
general multivariante y una comparacion de medias para determinar diferencias entre los
tratamientos mediante la prueba de Tukey utilizando el Software SPSS version 15.0 Las
diferencias en p< 0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas. Se realiz6 un
coeficiente de correlacion bivariante a nivel p<0.01 por Pearson (R’= 0.9 y R?=0.8) para la
actividad antioxidante. Las variables dependientes fueron: compuestos antioxidantes (&cido
ascorbico, fenoles totales y antocianinas totales) actividad antioxidante (determinacion por
ABTS y DPPH); las variables independientes fueron: tratamientos aplicados a las muestras
(control, pasteurizado y termoultrasonicado).
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa 1
6.1 Obtencidn de jugos de zarzamora

Se elaboraron los diferentes jugos de zarzamora; control (CTL), pasteurizado (PAS) y
termoultrasonicado (TUS), de los cuales, se obtuvo un rendimiento del 57 * 1%
correspondiente al jugo y 43 + 1% al residuo. En un estudio (121), se determind que el
procesamiento de la zarzamora genera un 20% de residuo. En el presente trabajo existié
menor cantidad de jugo, posiblemente a que el fruto fue sometido a pocos pulsos de licuado
para evitar homogeneizar las semillas y otros tejidos. La muestra obtenida fue colada dos
veces para recuperar solo el jugo clarificado de la zarzamora.

Las muestras presentaron un color rojo intenso caracteristico del fruto (Figura 9).
Posteriormente los jugos fueron sometidos a liofilizacion obteniendo 91 + 1% de humedad

total.

Figura 9. a) zarzamora, b) jugo de zarzamora y c) liofilizado de jugo.
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6.2 Actividad antioxidante

En la tabla 4, se muestran los resultados obtenidos del contenido de compuestos
antioxidantes y de la actividad antioxidante correspondiente a los jugos de zarzamora.

Tabla 4. Compuestos antioxidantes y actividad antioxidante de los jugos de zarzamora
control, pasteurizado y termoultrasonicado.

Jugo CTL Jugo PAS Jugo TUS
Acido ascorbico 27.75 + 0.83° 25.23+0.83° 21.26 + 0.62°
mg AA/L
Fenoles totales 726.20 + 4.77% 789.59 + 3.87° 1,011.56 + 3.93°
mg EAG/L
Antocianinas 106.31 + 1.27° 94.38 + 4.23% 118.69 + 1.44°
mg A/L
ABTS 13.55 + 0.17° 11.47 +0.36° 44.69 + 1.20°
mg VC/L
DPPH 1,146.48 + 1.86° 1,319.76 + 1.04° 2,655.89 + 14.0°
pmol ET/L

Diferentes letras en la misma linea indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los jugos.
AA= écido ascorbico; EAG=equivalentes de acido galico; ET= equivalentes de Trolox;
VC= vitamina C; A= antocianinas; CTL= control; PAS= pasteurizado; TUS = Termoultrasonicado.

6.2.1 Acido ascorbico.

Los valores obtenidos en el jugo de zarzamora fueron de 27 mg AA/L. Estos resultados
tienden a ser diferentes en comparacion con otros estudios, Pantelidis y colaboradores
(2006) (19), obtuvieron valores entre 14 y 17 mg AAJ/L, mientras que De Souza y
colaboradores (2014) (70), obtuvieron un promedio mayor (52 mg AA/L) de contenido de

acido ascorbico.
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El &cido ascorbico disminuyd por los tratamientos aplicados, tanto en el jugo pasteurizado
como en el termoultrasonicado, aunque en este ultimo la disminucion de este compuesto
fue méas dréstica (24%), en comparacion con el pasteurizado (9%). Este comportamiento
pudiera ser causado a las reacciones de oxidacion del acido ascorbico ocasionada por la
temperatura que se utiliz6 como tratamiento. La aplicacion de ambos tratamientos en la
conservacion del jugo de zarzamora conllevan una temperatura mayor de 45 °C
(termoultrasonido 45 °C y pasteurizacion 72 °C). Segun diferentes autores, el acido
ascorbico sufre reacciones de oxidacion con estas temperaturas alcanzadas (95, 122).

Por otra parte, investigadores (110) establecen que cuando la sonicacion se lleva a cabo con
temperaturas mayores de 45 °C y tiempos prolongados (15-30 min), la degradacion del
acido ascorbico aumenta, debido a las condiciones fisicas extremas que se producen dentro
de las burbujas que colapsan a micro escala durante el proceso de ultrasonicacion. Por lo
tanto, la combinacion de condiciones como la temperatura aplicada, tiempo de tratamiento

y cavitacion del ultrasonido conllevan a una mayor oxidacion de acido ascorbico.

6.2.2 Fenoles totales.

Con respecto a los valores de fenoles totales, los resultados del jugo de zarzamora fueron de
726 mg EAGIL, siendo estos valores mayores que los obtenidos por Isik y colaboradores
(2011) (123) en este mismo fruto (435 mg EAG/L). Los valores presentados por la muestra
control fueron menores significativamente, en comparacion con el jugo pasteurizado y el

jugo termoultrasonicado.

A diferencia del comportamiento del acido ascérbico, siendo el tratamiento con
termoultrasonido el que presentd un mayor incremento de compuestos fendlicos (39%) en
comparacion con el jugo pasteurizado (9%). Los tratamientos aplicados al jugo de
zarzamora presentaron una mayor concentracion de compuestos fendlicos totales en

comparacion con la muestra control.

Esta diferencia de incremento de compuestos fendlicos entre los tratamientos, pudiera
deberse principalmente en el jugo pasteurizado a la aplicacion de temperatura. Segun lo

establecido por Rawson y colaboradores (2011) (112), mencionan que a temperaturas de 45
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°C se produce una liberacion de compuestos fendlicos en un jugo de sandia, debido a la
ruptura de estructuras celulares, sin embargo, también establece que a temperaturas
cercanas 0 mayores de 70 °C, puede llegar a existir una degradacion de estos compuestos.
La temperatura antes mencionada fue aplicada en este estudio, en el que el jugo de
zarzamora pasteurizado alcanzé una temperatura de 70 °C transcurridos 30 minutos de

proceso.

Esta disminucion de compuestos fendlicos ocasionado a los tratamientos de pasteurizacion
también ha sido presentada por Aguilar-Rosas y colaboradores (2007) (124) en un jugo de
manzana, siendo de forma importante esta degradacion a la temperatura de 80 °C durante

15 min.

El jugo termoultrasonicado presenté una mayor liberacion de compuestos fenolicos (1,011
mg EAG/L), lo cual pudo deberse a una efecto sinérgico entre la temperatura alcanzada,
tiempo de procesamiento y cavitacion ejercida por el tratamiento, efecto que rompe los
tejidos celulares y libera compuestos. Este resultado de liberacion de compuestos fendlicos
fue similar a lo encontrado en otro estudio en jugo de sandia (112), no obstante, en el

presente estudio se utilizd menor temperatura, aunque mayor tiempo de procesamiento.

6.2.3 Antocianinas.

Los valores correspondientes a antocianinas en el jugo de zarzamora control fueron de 106
mg de cyanidin-3-glucosido/L. Estos valores fueron mayores a los presentados por Acosta-
Montoya y colaboradores (2009) (17), de 77 mg de cyanidin-3-glucésido/L. La diferencia
en estos resultados en el contenido de antocianinas en la zarzamora depende de diferentes
factores, tanto genéticos, climaticos, asi como el manejo de la cosecha (70). Los valores
encontrados en el presente estudio fueron menores para el jugo pasteurizado (94 mg de
cyanidin-3-glucésido/L) mientras que el jugo termoultrasonicado, presenté la mayor

extraccion de antocianinas (p< 0.05) estadisticamente significativa.

Las antocianinas son compuestos muy inestables, su degradacién puede ser producida por

el pH, la luz, oxigeno, enzimas, acido ascorbico y tratamientos térmicos (110), lo que
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conlleva a que el tratamiento por pasteurizacion haya provocado cierta oxidacion de las

antocianinas.

Los valores obtenidos de antocianinas en el jugo de zarzamora tratado con termoultrasonido
(118 mg de cyanidin-3-glucosido/L), coinciden con los obtenidos por lvanovic vy
colaboradores (2014) (125), en donde el mayor rendimiento de extraccion y liberacion de
antocianinas en un jugo de zarzamora ultrasonicado, se presentd en condiciones de
tratamiento, 40 °C durante un lapso de 15 min, obteniendo de esta forma, un incremento del
20% de los valores de antocianinas.

Por otra parte, estos resultados fueron mayores a los encontrados por Tiwari y
colaboradores (2009) (110), quienes refirieron valores entre 96 y 99 mg de cyanidin-3-
glucésido/L, para un jugo de zarzamora ultrasonicado usando un disefio de superficie
respuesta (amplitud del 70%, 25+1 °C, 10 min). Posiblemente, este comportamiento pudo
deberse a la diferencia de las temperaturas que se mantuvieron en el presente trabajo (45
°C), mientras que en el estudio referido en comparacion, la temperatura durante el proceso

fue menor.

Es evidente que la combinacion de temperatura aplicada y ultrasonicacion pueden ser clave

para la extraccion de una mayor cantidad de antocianas en el jugo de zarzamora.

6.2.4 Actividad antioxidante por ABTS®*" y DPPH.

La actividad antioxidante en el jugo de zarzamora control (determinada por ABTS), fue de
13 mg VCI/L, similar a lo reportado por Acosta-Montoya y colaboradores (2009) (17).
Después de la aplicacion de los tratamientos, el jugo pasteurizado fue el que presentd
menor valor (p< 0.05) de actividad antioxidante por ABTS (11 mg VC/L), mientras que el
jugo termoultrasonicado fue el que presenté mayor actividad estadisticamente significativa

con valores de 44 mg VC/L.

La actividad antioxidante por DPPH, se realizd una correlacion con los contenidos de
antioxidantes a un nivel de significancia de p<0.01 y se observé una mayor correlacion con

el contenido de 4cido ascérbico y con fenoles totales (R = 0.99 y 0.93, respectivamente), y
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en menor medida con las antocianinas totales, mientras que la actividad antioxidante por
ABTS tuvo correlacion con mayor con el contenido de fenoles totales (R* = 0.96) y
antocianinas totales (R?> = 0.92), y en menor medida con el &cido ascérbico (Tabla 5), este
altimo se debié posiblemente por la reduccion con el acido ascorbico durante los
tratamientos utilizados, especialmente en la pasteurizacion como ya se hizo referencia en
apartados anteriores. Lo anterior ha sido también referido en los estudios establecidos por
Pellegrini y colaboradores (2003), considerando a la zarzamora como el fruto con mayor
capacidad antioxidante por su importante contenido de acidos fendlicos, flavonoides y

antocianinas (126).

Tabla 5. Coeficientes de correlacion entre la actividad antioxidante y los contenidos de

antioxidantes de la zarzamora.

ABTS DPPH
Acido ascorbico 0.87 * 0.93 *
Fenoles totales 0.96 * 0.99 *
Antocianinas totales 0.92* 0.85*

* Correlacién con nivel de significativa al nivel p <0.01 (bilateral).

Los valores obtenidos de los jugos de zarzamora de la actividad antioxidante utilizando
como antirradical DPPH, fueron de 1,146 umol ET/L en el jugo control. Estos valores
fueron menores (Tabla 4) que los presentados por Acosta-Montoya y colaboradores (2009)
(17), quienes cuantificaron la actividad antioxidante utilizando el antirradical DPPH en la

zarzamora obteniendo valores de 2,142 pumol ET/L.

Los tratamientos utilizados incrementaron esta actividad antioxidante, el jugo pasteurizado
presentd una mayor actividad antioxidante (1,319 umol ET/L) en comparacion con el jgo
control, mientras que el jugo termoultrasonicado, presenté el doble de los valores (2,655

pmol ET/L), probablemente a causa del ablandamiento de la matriz, concentracién y el
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aumento de capacidad de extraccion de compuestos antioxidantes ocasionados por la

aplicacion de temperatura (127).

Segun diversos autores establecen que el efecto del ultrasonido puede romper la estructura
celular de las vacuolas, afectando de igual forma a la fibra contenida en la fruta y por ende
se liberan polifenoles y otros compuestos con capacidad antioxidante (101, 108, 110). Estos
valores se correlacionaron principalmente con los fenoles totales y con la determinacion de

acido ascorbico y en menor medida con las antocianinas como se muestra en la tabla 5.

Etapa 2
6.3 Extraccion de compuestos por disolventes
6.3.1 Obtencidn de extractos

Se efectuaron diferentes extracciones de compuestos en los jugos liofilizados de zarzamora;
CTL, PAS y TUS, de los cuales, se obtuvo su rendimiento presentado en la tabla 6. Las
extracciones se llevaron a cabo en polaridad creciente de los disolventes, iniciando con

hexano, seguido por acetato de etilo y finalizando con etanol.

El jugo liofilizado presentd una menor extraccion de compuestos con hexano y acetato de
etilo, disolventes no polares. En contraparte, existi6 mejor solubilidad de compuestos y
extraccion de los mismos con disolventes como el etanol, por lo que obtuvo mayor

rendimiento de compuestos con mediana y alta polaridad.
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Tabla 6. Rendimiento de extraccion de solidos totales por disolventes (g/25 g bs)

Jugo CTL Jugo PAS Jugo TUS
Hexano 0.031 + 0.04% 0.042 + 0.05° 0.024 + 0.04°
Acetato de etilo 0.179 + 0.05 0.250 + 0.06" 0.240 + 0.01°
Etanol 14.202 + 0.49° 14.632 + 2.42° 15.113 + 0.46°

Diferentes letras en la misma linea indican diferencia significativa (p < 0.05) entre los jugos en la misma
determinacion.
bs= base seca; CTL= control; PAS= pasteurizado; TUS = Termoultrasonicado.

Posteriormente se realizé la actividad antioxidante por ABTS de los diferentes extractos, lo
cual se muestra en la figura 10. En la determinacion por ABTS, la extraccion con hexano
del jugo termoultrasonicado fue la muestra que presenté mayor concentracion de acido
ascorbico (p<= 0.05). Es posible que esta muestra también contenga acidos grasos liberados
por el proceso de termoultrasonido, que pudieran contribuir con la actividad antioxidante de

la muestra de estudio (128).

En la determinacion por DPPH (Figura 11), la extraccion con etanol del jugo
termoultrasonicado, fue la muestra que presentd valores significativamente mayor de
actividad antioxidante comparando con las otras extracciones. El incremento de la actividad
antioxidante fue mayor conforme se incrementd la polaridad de los disolventes para la
extraccion de compuestos. Este incremento pudo deberse al contenido de compuestos

polares mencionados anteriormente como polifenoles y antocianinas (17, 125).
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Figura 10. Actividad antioxidante por ABTS de las extracciones por disolventes.
T Diferentes letras indica diferencia significativa (p < 0.05) entre las fracciones de extraccién por

disolventes.

En ambas determinaciones (ABTS y DPPH), la actividad antioxidante de los jugos se
incrementd con el tratamiento de pasteurizacién. Sin embargo, el tratamiento de
termoultrasonido, presentd una mayor capacidad para liberar compuestos antioxidantes. El
termoultrasonido ademas pudiera ocasionar inhibicion de reacciones enzimaticas y por lo
tanto, evita la degradacion de diferentes compuestos antioxidantes como el acido ascarbico,

polifenoles, entre otros (102, 105).
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Figura 11. Actividad antioxidante por DPPH de las extracciones por disolventes.
>N Diferentes letras indica diferencia significativa (p < 0.05) entre las fracciones de extraccién por
disolventes.

Debido a que la muestra extraida por etanol fue la que presenté mayor rendimiento de
compuestos asi como de actividad antioxidante por DPPH, se realizo la separacion de la
muestra en fracciones mediante una columna de vidrio con didmetro interno de 2 cm y
silice gel grado técnico, poro 60 A y tamafio de particula 40 — 634 um, obteniéndose cuatro
fracciones. De las fracciones obtenidas la Ultima presentd mayor actividad antioxidante por
DPPH en las muestras CTL, PAS y TUS (2,320 umol ET/L; 2,420 umol ET/L y 2,741

pmol ET/L respectivamente). Estos resultados se presentan en las figuras 12 y 13.
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Figura 12. Actividad antioxidante por ABTS de las fracciones por columna de silica gel.
9 Diferentes letras indica diferencia significativa (p < 0.05) entre las fracciones de extraccion etandlica.

Como ya se habia mencionado anteriormente, la actividad antioxidante de la zarzamora es
la suma de todos los compuestos antioxidantes presentes, polifenoles, incluyendo
antocianinas, flavonoles, acido clorogénico y procianidinas (129), entre otros. Es por esto
que se sometieron dichas extracciones a nueva fraccion en silica gel con polaridad creciente

por acetato de etilo y metanol para dividir y determinar sus compuestos.
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Figura 13. Actividad antioxidante por DPPH de las fracciones por columna de silica gel.
1 Diferentes letras indica diferencia significativa (p < 0.05) entre las fracciones de extraccion etandlica.

Etapa 3
6.4 Fraccion bioaccesible in vitro de los jugos de zarzamora

Se llevo a cabo la bioaccesibilidad intestinal in vitro de los diferentes jugos de zarzamora,
de los cuales, se obtuvieron los rendimientos a partir de 20 mL de muestra (Tabla 7).

Posteriormente, las fracciones dializadas de los jugos fueron sometidos a liofilizacion.

Los resultados en el presente trabajo refieren que los tratamientos por PAS y TUS,
obtuvieron mayor liberacién de compuestos totales, en donde el TUS, como ya se ha
mencionado anteriormente, generé el rompimiento de vacuolas, paredes celulares entre
otras estructuras (104, 130) contenidas en la muestra, lo que pudo ocasionar la liberacion de
solidos totales, fibra, entre otros compuestos, lo que conllevé a un mayor rendimiento por
parte de este tratamiento.
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Tabla 7. Rendimiento de las muestras después del proceso de digestion in vitro (g/20mL bs).

Jugo CTL Jugo PAS Jugo TUS

Rendimiento 1.681 + 0.022 1.807 +0.01° 2.005 + 0.04°

¢ Diferentes letras en la misma linea indican diferencia significativa (p < 0.05).
bs= base seca; CTL= control; PAS= pasteurizado; TUS = Termoultrasonicado.

6.4.1 Actividad antioxidante de los jugos digeridos de zarzamora

En la tabla 8, se muestran los resultados de los compuestos antioxidantes y actividad
antioxidante correspondiente a los jugos de zarzamora y a su posterior digestion intestinal

in vitro.
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Tabla 8. Compuestos antioxidantes y actividad antioxidante de los jugos de zarzamora

tratados por PAS y TUS después del proceso de digestion in vitro.

CTL PAS TUS
Acido JL 27.7 +0.8° 25.2 +0.8° 21.2 +0.6%
ascorbico mg FB 275+1.2° 25.5 + 0.5%° 25.2 + 0.5% **
AA/L

Fenoles JL 726.2 + 4.7% 789.5 + 3.8° 1,011.5+3.9°
totales FB 609.7 + 652 *** 5939+ 85a**  710.1 + 2.6° ***
mg EAG/L

Antocianinas JL 106.3 + 1.2° 94.3 + 4.2% 118.6 + 1.4°
mg A/L FB 69.9 + 1.6° *** 62.8 + 2% 82.2 + 3.4C wxx
ABTS* JL 13.5+0.1° 11.4 +0.3% 446 +1.2°
mg VC/L FB 40.6 + 0.6° #*= 33.3 + 0.3% %*x 44.4 + 0.6°
DPPH JL 1,146.4 + 1.8° 1,319.7 +1° 2.655.8 + 14°
pumol ET/L FB 2,269,450 xxx 2,240.8+6.,8%xx 2,360,455 %

Diferentes letras en la misma linea indican diferencia significativa (p < 0.05).

Asteriscos indican diferencia significativa (** = p < 0.001; *** = p < 0.001), entre el jugo de zarzamora
liofilizado y la fraccidn bioaccesible en el mismo tratamiento.

JL= jugo liofilizado; FB= fraccion bioaccesible; AA= acido ascérbico; EAG= equivalentes de acido gélico;
ET= equivalentes de Trolox; VC= vitamina C; A= antocianinas; CTL= control; PAS= pasteurizado; TUS=
Termoultrasonicado.
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6.4.1 Acido ascorbico

Los valores obtenidos del jugo control de zarzamora (27 mg AA/L) y en el proceso de PAS
(25 mg AA/L), no presentaron cambios estadisticamente significativos después de la
aplicacion del proceso digestivo. Un estudio (131), en base a jugos de frutas (naranja, Kiwi,
pifia y mango) encontraron que existié una degradacion de la vitamina C (entre 11 y 13%),
después de un proceso digestivo in vitro, tanto en jugos sin tratamiento térmico como en
aquellos pasteurizados. Por lo tanto, se puede referir que en actual trabajo, el acido
ascorbico contenido en el jugo de zarzamora presenta cierta estabilidad de dicho compuesto

durante el transito intestinal.

Por otra parte, aunque el acido ascorbico encontrado en el jugo de zarzamora con
tratamiento de TUS fue menor después del proceso digestivo in vitro, el contenido de este

compuesto se incremento en un 16%.

Como se ha mencionado en apartados anteriores, las condiciones con las que se llevo a
cabo el ultrasonido pudieron haber ocasionado una degradacion o exposicion del acido
ascérbico a dichas condiciones, por lo que existié una disminucion de su concentracion. Sin
embargo, después del proceso digestivo, el incremento de esta vitamina pudo deberse a la
presencia de tejidos del fruto, como la piel, tejido con alto contenido de vitamina C (37,
38), asi como pigmentos y polifenoles del fruto, dichos compuestos contienen moléculas de
acido ascadrbico y por efecto del proceso de TUS, se pudieron romper estructuras celulares
como vacuolas, paredes celulares, entre otras (104, 130), lo que pudo ocasionar la

liberacién y bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes como el &cido ascérbico (105).

La ingesta diaria recomendada de vitamina C varia entre 25 y 75 mg AA para nifios y
adultos y 130+5 mg AA en caso de embarazadas y lactantes (132). Considerando la porcion
equivalente para el jugo de zarzamora (250 mL), contendria aproximadamente 25 mg AA 'y
un equivalente de dicho jugo aportaria un porcentaje importante de los requerimientos

diarios de vitamina C para una persona.
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6.4.2 Fenoles totales

El jugo de zarzamora control present6 valores de 726 mg EAG/L de muestra, sin embargo,
el procesamiento de estos por PAS y TUS, conllevé un incremento de estos compuestos.
Después del proceso digestivo, se presentd una concentracion menor de estas sustancias
antioxidantes, entre 17 y 30%, siendo mayor la pérdida de los acidos fendlicos por el
tratamiento de TUS. Resultados similares fueron encontrados en estudios de frutos como:
granada, uvas y bebidas de frutas, que fueron sometidos a un proceso digestivo in vitro,
demostraron que existié una degradacion del 80%, 62% y 47%, respectivamente (133-135).

El metabolismo de los polifenoles inicia principalmente en el estbmago y la mayor parte en
el intestino delgado donde se presentan algunas reacciones para su liberacion. La transicion
del medio estomacal al intestinal induce a cambios estructurales de las compuestos
fendlicos (hidroxilacion, glicosilacion, acilacion), el grado de polimerizacion y la
solubilidad, son elementos para determinar la bioaccesibilidad de los polifenoles. La
relacion de estos factores conlleva a una mayor absorcioén y metabolismo de los polifenoles
y a la formacion de metabolitos como acido galico, isoflavonas, catequinas, flavononas y

quercetina sustancias con actividad bioldgica importante (93, 134).

Algunos autores establecen que una parte de la degradacion de estos compuestos se debe a
la transicién de la acidez gastrica hacia medio alcalino intestinal, que ocasiona un cambio
en la polaridad de los fenoles asi como la union a otras sustancias (48, 93, 136) y el
impedimento en el paso de moléculas de mayor tamafio por la barrera de la membrana de
celulosa semipermeable (85). Razones por las que pudiera existir una disminucién en la

cantidad de bioaccesible de los polifenoles totales.

La concentracién de compuestos fendlicos después de la simulacion gastrica in vitro, fue
similar entre los jugos CTL y PAS, a pesar de que el tratamiento térmico a altas
temperaturas conlleva a la degradacion general de compuestos fendlicos, ademas de
carotenoides, y por lo tanto de la actividad antioxidante total (137, 138). Aunque el
tratamiento por TUS presenté una menor concentracién de compuestos fendlicos, en

comparacion con las otras muestras de analisis, después de proceso de digestion, es posible
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que el TUS ocasionara una mayor liberacion de compuestos de menor peso molecular, y
por lo tanto, ocasionara una mayor bioaccesibilidad de estos compuestos.

La cantidad de compuestos fendlicos en una porcién de jugo de zarzamora (250 mL) PAS y
TUS, contendria entre 0.58 y 0.7 g EAG, respectivamente. Segun diferentes autores (139,
140), establecen que siguiendo la recomendacién de consumir 5 frutas y vegetales
diariamente, se aportaria una cantidad de polifenoles mayor de 0.5 g. De esta forma, la
porcion equivalente del jugo de zarzamora (250 mL) contribuiria con una concentracion

similar a la recomendada por estos investigadores.

6.4.3 Antocianinas

Las antocianinas son un componente comun en los alimentos y se encuentran en verduras,
frutas, vinos, entre otros, dichos compuestos contienen cantidades significativas de
pigmentos y por lo tanto, presentan capacidad antioxidante importante (72, 141). Sin
embargo, para lograr los efectos beneficiosos en la salud atribuidos a estos compuestos
bioactivos, que a su vez, deben ser bioaccesibles, absorbidos eficazmente desde el intestino

a la circulacion y finalmente disponibles para el metabolismo (93, 142).

Los valores correspondientes a antocianinas en el jugo CTL de zarzamora fueron de 106
mg A/L. Posterior a la simulacion gastrointestinal, estos valores disminuyeron en un 35%.
Diversos estudios sobre la bioaccesibilidad in vitro de antocianinas de la granada (133) y
variedades de manzanas (85), demostraron que la degradacion de dichos compuestos en
estos frutos fue importante, ya que existi6 una degradacion del 88% y 100%,
respectivamente. Mismos autores refieren esta disminucion encontrada pudiera deberse a
que existe una mayor degradacion de las antocianinas a productos secundarios como las
chalconas, principalmente durante la digestién pancreética, aunque también se puede llevar

a cabo durante la digestién gastrica.

El procesamiento como la pasteurizacion y el ultrasonido, ocasionan cambios quimicos en
las antocianinas, como se ha mencionado anteriormente, dichos compuestos son muy
inestables, por lo que en adicion de un tratamiento térmico, exposicién a la luz, cambios en

el pH (110), la digestién gastrica y pancreatica de la bioaccesibilidad in vitro pudieron
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disminuir considerablemente sus valores. Razon por la que las muestras con tratamiento de
TUS y PAS digeridas presentaron entre 30 y 35%, respectivamente, menor cantidad de
antocianinas que en los jugos liofilizados. Sin embargo, ambos tratamientos presentaron
una bioaccesibilidad intestinal del 65 — 70%, valores importantes para los jugos de

zarzamora en comparacion con la degradacion total de los estudios anteriormente citados.

6.4.4 Actividad antioxidante por ABTS®"y DPPH.

El proceso de digestion in vitro, ocasiond el incremento de la actividad antioxidante en las
muestras CTL y PAS, por las determinaciones de ABTS®" y DPPH®, en una proporcion
mayor al 100% con respecto a los valores sin el proceso digestivo (Tabla 8).

Este incremento en la actividad antioxidante en el presente trabajo, pudo deberse al
ablandamiento de ciertas estructuras del fruto y al aumento de la capacidad de extraccion de
los compuestos antioxidantes. Ademas, la accion de la temperatura libera ciertas moléculas
de su estructura celular (pared celular, vacuolas, citoplasma), y estas podrian ser
parcialmente transformadas en compuestos quimicos méas antioxidantes, como efecto de la
modificacion de la estructura quimica de los polifenoles (metilacion, sulfatacion,
glucuronidacion o combinacién con otros elementos como la fibra, azucares entre otros)
(93).

Estos cambios en la composicion quimica, influyen en la concentracion y disponibilidad de
los compuestos bioactivos (127). Un alto incremento de la actividad antioxidante después
de proceso digestivo ha sido referido en diferentes estudios como en cereales, vegetales y
legumbres (143).

Sin embargo, en otros estudios determinados por metodologias como ABTS y DPPH, se ha
encontrado la disminucidn de la actividad antioxidante de diversos frutos entre el 15 y 68%
posterior a su digestién (85, 131, 136). Segun, otros autores, esta disminucion pudiera ser
debido a la mayor exposicion al oxigeno, cambios de pH, humedad y luz de los compuestos

antioxidantes después de ser extraidos de su estructura celular (110, 133, 136).
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Por otra parte, el jugo digerido del tratamiento por TUS en la determinacion por ABTS
presentd resultados similares antes y después de la digestion gastrica, y solo en la
determinacion por DPPH, se presentd una ligera disminucién de sus valores con un 11%.

La aplicacion del termoultrasonido en el jugo de zarzamora, ocasiond la liberacién de
compuestos antioxidantes de los componentes del fruto, y la concentracion de dichos
compuestos se mantuvieron sin cambio después del proceso digestivo. Lo anterior pudiera
deberse a la inactivacion enzimética ocasionada por los efectos del ultrasonido referida en
otros estudios (102, 105). De acuerdo a diversos estudios, es posible que estos compuestos
liberados no se degraden, Gnicamente cambian su estructura molecular y adicionalmente la

disminucion del peso molecular (126, 130).

Los resultados anteriores podrian ser comparados con otras tecnologias emergentes, como
la utilizacion de altas presiones y campos eléctricos de alta intensidad, ya que dichas
tecnologias se han utilizado en un jugo de frutas (naranja, kiwi, pifia y mango). Los valores
en la determinacion de DPPH disminuyeron en 14% para altas presiones y 19% para
campos eléctricos, después de someter a digestion in vitro la muestra, cabe mencionar que
en ambas tecnologias no se emplea el uso de temperaturas elevadas (131), al igual que el

termoultrasonido en el presente trabajo.
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VII. CONCLUSIONES

e Las muestras obtenidas presentaron un rendimiento de jugo de zarzamora del 57 +
1%, humedad de 91 + 1%, con un color rojo violeta caracteristico del fruto. El

procesamiento del jugo generd residuos del 43 + 1%.

e El jugo termoultrasonicado fue el tratamiento que obtuvo un mayor contenido de
compuestos antioxidantes; fenoles totales (1,011 mg EAG/L), antocianinas (118 mg
A/L), y actividad antioxidante por ABTS (44 mg VC/L) y DPPH (2,665 pmol
ET/L), en comparacion con las muestras CTL y PAS.

e El etanol puede ser una alternativa en la extraccion de compuestos antioxidantes ya
que presentaron un mayor rendimiento (60.4%) de solidos totales, comparado con
las muestras CTL (56.8%) y PAS (57.4%).

e Los compuestos mayoritarios extraidos por solventes se caracterizaron por un alto
contenido de fenoles en la muestra termoultrasonicada con una capacidad

antioxidante considerable.

e El jugo termoultrasonicado digerido presenté un mayor porcentaje de solidos (10%)
(2.005 g/20 mL) de, en comparacion con las muestras CTL (8%) (1.681 g/20 mL) y
PAS (9%) (1.807 g/20 mL), estos resultados son estadisticamente significativos.

e Después del proceso de digestion, el jugo termoultrasonicado presentdé mayor
concentracion de compuestos fenolicos (710 mg EAG/L) en comparacion con las
muestras control (609 mg EAG/L) y pasteurizada (593 mg EAG/L).

e Después del proceso de digestion, la actividad antioxidante de los jugos de
zarzamora control y pasteurizado, presentaron un incremento de sus valores (mayor

al 100%), mientras que el termoultrasonido no afecto la actividad antioxidante.
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VIIl. RECOMENDACIONES

Incluir la determinacion de flavonoides para aportar un estudio mas completo en la

zarzamora.
Efectuar seguimiento por HPLC de las sustancias encontradas en la zarzamora.

Efectuar seguimiento por HPLC de las muestras bioaccesibles para identificar cada una de
ellas.

Analizaron mediante métodos fisicos, quimicos y espectroscopicos, principalmente
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H (protén) y **C (carbono trece), incluyendo
experimentos de naturaleza de carbono (APT; Attached Proton Test), acoplamiento entre
protones (COSY: Correlation Spectroscopy; NOESY: Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy), acoplamiento entre protones y carbono trece a uno (HETCOR:
Heteronuclear Correlated Spectroscopy; HMQC: Heteronuclear Multiple Quantum
Coherence) y a dos y tres enlaces (HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Coherence) los

extractos y fracciones obtenidos a partir de la zarzamora.
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