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Resumen

El procesamiento de los frutos de la zarzamora en jugo genera subproductos los
cuales contienen compuestos antioxidantes como los fenoles, ademas de fibra
dietética que pueden ser aprovechados en la industria farmacéutica o de los
alimentos. Por otro lado, se ha visto que el ultrasonido se utiliza como metodologia
para la extraccion de compuestos fendlicos. Por tanto, el objetivo del presente
estudio fue valorizar los subproductos del procesamiento de la zarzamora (género
Rubus, familia Rosaceae) por su contenido en antioxidantes y fibra dietética. Los
resultados mostraron que el subproducto de zarzamora (Sub-Z) presentd una
elevada cantidad de compuestos fendlicos totales y antocianinas (4016.43+13.44 mg
y 364.53+7.36 mg/100 g bs, respectivamente) en comparacién con el extracto de
subproducto de zarzamora ultrasonicado (Ex-US) y dos productos comerciales, a
base de ciruela pasa (CP) y extracto de cascara de uva (Ex-Uva). El Ex-US present6
mayor cantidad de aglicones con un total de 101.98 mg/100 g bs respecto al Sub-Z
(75.91 mg/100g bs). En relacion con la capacidad antioxidante, el Sub-Z tuvo alto
valor para ABTS y FRAP (5422.38+71.50 mg EAA/100 g bs y 12511.44+£147.39 pmol
Fe(11)/100g bs, respectivamente). Todas las muestras de estudio presentaron buena
calidad microbiolégica a excepcion de los productos comerciales evaluados que
presentaron mesofilos aerobios. El mayor porcentaje de bioaccesibilidad fue para el
Ex-US-B (Ex-US-bioaccesible) con 68%, respecto al Sub-Z-B (Sub-Z-bioaccesible)
(38%). De 9 flavonoides, 3 fueron bioaccesibles en el subproducto Sub-Z-B,
destacando la luteolina y la Q-3-G = 100%, seguido del acido galico (48%), en
comparacién con la muestra ultrasonicada (Ex-US-B). Después del proceso
digestivo, la capacidad antioxidante (ABTS y FRAP) del Ex-US-B fue mayor al 100 %
de la encontrada en la muestra. La Sub-Z presentdé un alto contenido de fibra
(44.26+0.09%) en comparacion con el CP (8.06+0.12%), asi como en propiedades
funcionales. El elevado contenido de fibra dietética ocasion6 una fermentacion de
esta en donde el Ex-US fue la muestra que tuvo mas porcentaje de materia seca
desaparecida (93.70+1.27%), acidos grasos de cadena corta como el acido acético
(387.65£3.60 mg/L) y propionico (20.17+0.15 mg/L). Por dultimo, el flavonoide

miricetina en el Ex-US, se encontro en las fracciones del alimento que llegaron al



colon, considerandose con un porcentaje de 13.2% de bioaccesibilidad, respecto al
Sub-Z. Por lo anterior, el subproducto de zarzamora contiene compuestos de interés
para la salud como los compuestos fendlicos y fibra dietética, mientras que el
ultrasonido es una tecnologia que puede aprovecharse para obtener una mejor
disponibilidad de sustrato para la microbiota intestinal, lo que esta directamente
relacionado con la prevencion de enfermedades relacionadas con el tracto

gastrointestinal.



Abstract

The processing of blackberry fruits produce by-products which contain antioxidant
compounds such as phenols, as well as dietary fiber that could exploited by
pharmaceutical or food industry. On the other hand, it has been seen that ultrasound
is used as a methodology for the extraction of phenolic compounds. Therefore, the
objective of the present study was to value the by-products of blackberry processing
for its antioxidant and dietary fiber content. The results showed that the sub-product
of blackberry (Sub-Z) had high amount of total phenolic compounds and anthocyanin
(4016.43+13.44 mg and 364.53+7.36 mg /100 g db, respectively) in comparison with
ultrasonic blackberry (Ex-US) and two commercial products, based on prune (CP)
and extract of grape skin (Ex-Uva). The Ex-US had a greater quantity of aglycones
with a total of 101.98 mg/100 g db compared to the Sub-Z (75.91 mg/100 g db). In
relation with the antioxidant capacity, the Sub-Z had high value for ABTS and FRAP
(5422.38+71.50 mg EAA/100 g db and 12511.44+147.39 umol Fe (11)/100 g db,
respectively). All the study samples had a good microbiological quality with exception
commercial products wich had aerobic mesophiles. The highest percentage of
bioaccessibility was for Ex-US-B (Ex-US-bioaccessible) with 68%, with respect to
Sub-Z-B (Sub-Z-bioaccessible) (38%). Of 9 flavonoids, 3 were bioaccessible in the
RZ-B residue, highlighting luteolin and Q-3-G = 100%, followed by gallic acid (48%),
compared to the ultrasound sample (Ex-US-B). After the digestion process, the
antioxidant capacity (ABTS and FRAP) in Ex-US-B was higher than 100 % than the
original sample. The Sub-Z had a high content of total dietetic fiber (44.26+0.09%)
compared to the CP (8.06+£0.12%), as well as in functional properties. The high
content of dietary fiber caused a fermentation of this in which the Ex-US was the
sample that had more percentage of dry matter disappeared (93.70+£1.27%), short
chain fatty acids as acetic acid (387.65+3.60 mg/L) and propionic (20.17+0.15 mg/L).
Finally, the flavonoid myricetin was found in the fractions evaluated in colon,
considering a percentage of 13.2% of bioavailability, with respect to the Sub-Z.
Therefore, the residue of blackberry contains compounds of interest for health such

as phenolic compounds and dietary fiber, while ultrasound presented better substrate



available for the intestinal microbiota, which leads to the prevention of diseases
related to the gastrointestinal tract.



1. Marco teoérico

1.1. Zarzamora

La zarzamora, también llamada frutilla, baya, blackberry o berry (por su nombre en
inglés), proviene del género y familia Rubus y Rosaceae, respectivamente, este fruto
se cultiva en México, asi como en Centroamérica y Sudamérica (Acosta-Montoya,
Vaillant, Cozzano, Mertz, Pérez y Castro, 2010). La zarzamora se caracteriza por ser
un fruto carnoso, de tamafio pequefio, entre 3 y 12 g de peso total, se encuentra
formado por multiples drupas y cada una de ellas contiene una semilla (Strik, 2007).
En general, estos frutos se cosechan casi en su Ultima etapa de madurez, ya que

cuando son cortados de la planta ya no siguen madurando (Pérez y Vazquez, 2004).

1.1.1. Composicion nutrimental y quimica de la zarzamora

De acuerdo con la Tabla 1, la zarzamora tiene alto contenido en carbohidratos, asi
como en fibra dietética total, potasio, vitamina C y acidos grasos poliinsaturados
(USDA 2018; Kaume, Howard y Devareddy, 2012). Dicho fruto presenta un sabor
acido debido a la presencia de acidos organicos (4cido mdlico, citirico, tartérico,
fumérico y shikimico) y su concentracién total es de 45.1 mmol/kg (Mikulic-

Petkovsek, Schmitzer, Slatnar, Stampar y Veberic, 2012).

La zarzamora también se caracteriza por tener sabor dulce y su coloraciéon va
cambiando de rojizo intenso hasta llegar a color negro, dependiendo de su estado de
maduraciéon (Vacaro, Lopes, Perin y Da Silva, 2018; Strik, 2007; Acosta-Montoya y
colaboradores, 2010). Respecto al sabor dulce, es porque existe una biosintesis de
azucares simples debido a la degradacion del almidén, y esto ocurre en las ultimas
etapas de maduracion, sin embargo, la firmeza del fruto disminuye (Kluge, Nachtigal,
Fachinello y Bilhalva, 2002). Es por ello que, esta frutilla se consume principalmente

en fresco, siendo el consumo per capita nacional de 1.6 kg (SIAP, 2018a).



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

Componente Valor nutrimental
Energia (kcal) 43

Proteina (g) 1.39

Lipidos totales (g) 0.49
Carbohidratos (g) 9.61

Fibra dietética total (g) 5.3

Azlcares totales (Q) 4.88

Minerales (mg)

Calcio 29
Hierro 0.62
Magnesio 20
Fosforo 22
Potasio 162
Vitaminas

Vitamina C (mg) 21
Vitamina B1 (mg) 0.020
Vitamina B2 (mg) 0.026
Vitamina B3 (mg) 0.646
Vitamina B6 (mg) 0.030
Folato (ug) 25
Vitamina A (ug) 11
Vitamina E (mg) 1.17
Lipidos

Acidos grasos saturados (Q) 0.014
Acidos grasos monoinsaturados (g) 0.047
Acidos grasos poliinsaturados (g) 0.280

USDA, 2018; Kaume et al., 2012.

Los compuestos fendlicos estan formados por anillos de benceno y pueden contener
uno o mas grupos hidroxilo, estos compuestos pueden ser moléculas simples o
compuestos polimerizados (Velderrain-Rodriguez y colaboradores, 2014). Algunos

ejemplos son los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, los flavonoides como
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las flavonas, los flavonoles, las flavononas y antocianidinas, lignanos, estilbenos y
polimeros fendlicos como las proantocianidinas y los taninos hidrolizables (Craft,

Kerrihard, Amarowicz y Pegg, 2012).

Otros componentes presentes en las diferentes bayas son los compuestos fendlicos
totales (37-922 mg equivalentes de acido gélico (EAG)/kg) (Mikulic-Petkovsek et al.,
2012). Se ha reportado que la zarzamora contiene entre 208 y 618 mg EAG/100 ¢
en base fresca (bf) (Rutz, Voss y Zambiazi, 2012), y numerosos compuestos
fendlicos contribuyen a la pigmentacién de las células de las plantas, como las
antocianinas, las cuales proporcionan colores rojos, azules, violetas, naranjas y
puarpuras (Moreno-Montoro, Olalla-Herrera, Gimenez-Martinez, Navarro-Alarcon y
Rufian-Henares, 2015) y la concentracion es de 222 mg de cianidina-3-glucésido
(Cy-3-G)/100 g bf (Van de Velde, Pirovani y Drago, 2018).

En la zarzamora se encuentran los flavonoides totales (276 y 312 mg/100 g bf), asi
como elagitatinos (14.6 mg equivalentes de acido elagico (AE)/g en base seca (bs))
y acidos fendlicos (135 a 210 mg/100 g bf) (Sellappan, Akoh y Krewer, 2002; Acosta-
Montoya y colaboradores, 2010; Rutz y colaboradores, 2012). El contenido de estos
compuestos dependen del cultivar (Guedes, Abreu, Maro, Pio, Abreu & Oliveira,
2013; Curi, Pio, Moura, Tadeu, Nogueira y Pasqual, 2015), asi como la maduracion,
a mayor estado de madurez, mayor contenido de fenoles (Rutz y colaboradores,
2012). Las condiciones climatolégicas también influyen, cuando la planta esta
expuesta a los UV, se estresa para proteger al fruto provocando un aumento en la
produccion de estos metabolitos (Sellappan y colaboradores, 2002; Naczk y Shahidi,
2006; Koubaa, Mhemdi y Vorobiev, 2015).

1.1.2. Produccion de la zarzamora

En el 2012, México era el segundo lugar en produccién mundial de zarzamora, con
139,803 toneladas, y para el 2017 subié al primer lugar con 270,399 toneladas. Son
61 paises los que cosechan este fruto y México aporta alrededor de una cuarta parte
del total producido, por lo tanto, nuestro pais es excelente exportador de zarzamora,

11



ya que en el 2012 alcanz6 a 25 paises y para el 2017 fueron 31 paises, siendo

Estados Unidos el principal pais que recibié zarzamora (SIAP, 2018a).

La produccion a nivel nacional ha ido en aumento, en el 2008 fue de 118 mil
toneladas, mientras que para el 2017 su produccién fue el doble con 270 mil
toneladas (SIAP, 2018a). Los estados productores son Michoacan, Jalisco, Colima,
Baja California, México, Puebla, Guanajuato, Morelos, Querétaro, Veracruz, Cuidad
de México e Hidalgo, y en el afio 2018, la producion total nacional se proyect6 a 289
911 toneladas. El estado con mayor estimacion fue Michoacan, con 279 273
toneladas (96.3%), seguido de Jalisco (2.6%), siendo Hidalgo el estado con menor

intencidn de cosecha nacional con solo 3 toneladas (< 1%) (SIAP, 2018b).

Para la siembra de este fruto, se requiere un ambiente fresco y soleado (entre 16 y
25°C), sin embargo, en el invierno también se pueden cultivar y para su desarrollo
debe encontrase entre 1200 y 2000 metros sobre el nivel del mar (SIAP, 2016; Strik,
2007). Los meses con mayor cosecha en el territorio mexicano son en mayo, junio y
noviembre con 14.6, 11.9 y 10.5%, respectivamente (SIAP, 2018a) (Figura 1).

7.2 7.0 9.4 9.7 14.6 11.9 1.5 4.1 6.9 7.8 10.5 9.4
Figura 1. Porcentaje de produccion mensual nacional de la zarzamora. [ | Mayor disponibilidad; |
Dispinibilidad media; "I Dispinibilidad baja o nula (SIAP, 2018a).

La zarzamora se utiliza en la industria alimentaria para la elaboracion de
mermeladas, dando sabor al yogurt y/o helados, vinos o licor, ate, concentrados de
pulpa, extractos y jugos (Van de Velde y colaboradores, 2016; SIAP, 2016;
Siriwoharn, Wrolstad y Durst, 2005). Una vez procesado el fruto, se obtienen
subproductos ya sea piel, semillas o pulpa, los cuales se usan en la alimentacion

para animales o compostas (Rohm y colaboradores, 2015).
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1.2.1. Diferencia entre desecho, subproducto y residuo
Para diferenciar los términos desecho, subproducto y residuo, se hace la aclaracion

ya que suelen usarse como sindnimos. Los tres se obtienen del procesamiento
industrial de la materia prima, los desechos no tienen algun atributo por el cual
tengan que comercializarse 0 emplearse en otros procesos, es decir, no tienen un
uso posterior, por lo tanto, no es de interés y se considera como basura. El
subproducto generalmente tiene una utilidad, se comercializa y entonces presenta
un valor agregado (Ravindran y Jaiswal, 2016). Por altimo, el residuo puede ser o0 no
comercializado debido a que no es tan comuln, o porque se produce en pequefias
cantidades, sin embargo, algunos de sus componentes pueden tener provecho para

su utilizaciéon (Saval, 2012).

Los subproductos contienen elevadas cantidades de agua y materia organica, los
cuales pueden ser facilmente fermentables, siendo una fuente para la proliferacion
de cucarachas, moscas, mosquitos, ratones y toda la fauna nociva para el hombre.
Mucho de estos subproductos son eliminados incorrectamente en grandes espacios,
creando basura y produciendo sustancias toxicas después de su descomposicion
(Aktar y Abdul, 2017). En la mayoria de los casos, han sido utilizados como alimento
para rumiantes, cerdos, aves o0 como abono para las tierras agricolas (Saval, 2012;

Rosas, Ortiz, Herrera y Leyva, 2016).

Dentro de la materia organica, los subproductos presentan componentes como fibra
dietética, pigmentos, acidos grasos y antioxidantes, que son importantes para la
nutricion humana (Kodal y Aksu, 2017). Por lo tanto, en estos subproductos se
pueden recuperar ingredientes de alto valor dentro de la cadena alimentaria
(Galanakis, 2012).

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, a nivel mundial se pierde aproximadamente un tercio de la parte
comestible de los alimentos producidos para el consumo humano, esta cantidad

representa aproximadamente 1.3 mil millones ton/afio (FAO, 2014).
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Los subproductos generados por la industria de alimentos son baratos y facilmente
disponibles, por lo cual la investigacion ha desplazado su interés por su contenido en

antioxidantes y otros componentes (Babbar, Oberoi, Uppal y Patil, 2011).

En la Tabla 2 se presenta el porcentaje de subproductos por fruto, el porcentaje de
la parte comestible en frutos como la guayaba, mandarina y manzana es elevado
(mayor al 80%), mientras que la obtencion de subproductos en general es del 10 al
66%. Estos subproductos aportan cantidades considerables de fibra dietética total
(de 27 a 74% aproximadamente) y compuestos fendlicos. Estos componentes
provenientes de los subproductos pueden dar beneficios a la salud humana (Rohm 'y

colaboradores, 2015).

Entre los frutos donde se obtienen subproductos por su procesamiento se
encuentran las berries, el subproductos se ha utilizado como ingrediente alimentario
incorporando fibra dietética en productos a base de cereales horneados (Rohm y
colaboradores, 2015). Entre estas berries, se encuentran la grosella, la frambuesa,
el ardndano y la zarzamora, los cuales se utilizan en la elaboracién de jugos,
generando entre el 20 y 30% de subproductos y sus componentes son
principalmente piel, semillas o en ocasiones tallos, y representan un material
importante debido a la presencia de fibra dietética (Struck, Plaza, Turner y Rohm,
2016; Rohm y colaboradores, 2015).
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Tabla 2. Porcentaje de subproductos del fruto y su contenido de fibra dietética total y fenoles totales

Fruto Subproductos Parte . FbT CFT? Referencia
comestible
Guayaba  10-15% (piel y semillas) 85-90% 48.6 5870.0** Schieber y colaboradores, (2001)
Sanchez-Zapata y colaboradores, (2009)
Jimenez-Escrig y colaboradores, (2001)
Mandarina 16% (cascara) 84% NR 641.0** Ayala-Zavala y colaboradores, (2010)
Deng vy colaboradores, (2012)
Mango 13.5% (semilla), 11% (cascara), 17.9% 58% 74.0 3049.0** Ayala-Zavala y colaboradores, (2010)
(pulpa inutilizable) Larrauri y colaboradores, (1996)
Deng vy colaboradores, (2012)
Manzana 11% (ndcleo de la pulpa y semillas) 89% 44.0 3300.0* Ayala-Zavala y colaboradores, (2010)
Walter y colaboradores, (1985)
Wolfe y Liu (2003)
Naranja 66% (cascara) 44% 57.0 179.0** Li y colaboradores, (2006)
Chau y Huang, (2003)
Gorinstein y colaboradores, (2001)
Papaya 6.5% (semillas), 8.5% (cascara), 32.1% 53% NR 8.0** Ayala-Zavala y colaboradores, (2010)
(pulpa inutilizable) Norshazila y colaboradores, (2010)
Pifia 9.1% (nucleo), 13.5% (céscara), 14.9% 48% 70.6 362.0** Ayala-Zavala y colaboradores, (2010)
(corona), 14.5% (pulpa) Larrauri y colaboradores, (1997)
Deng y colaboradores, (2012)
Platano Hasta 30% (cascara) 70% NR 907.0* Schieber y colaboradores, (2001)
Someya y colaboradores, (2002)
Tuna 45% (semillas, cascara y pulpa 65% 27.0-45.0 NR Bensadoén y colaboradores, (2010)
inutilizable)
Zanahoria 30-40% (bagazo) 60-70% 45.4 1371.0* Schieber y colaboradores, (2001)

Chantaro y colaboradores, (2008)

aFDT: Fibra dietética total (9/100 g); PCFT: Contenido fendlico total (mg/100 g): * peso seco, ** peso fresco. NR. No reportado
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1.2.2. Utilizacion de subproductos ricos en compuestos fendlicos
De forma natural, algunos compuestos como los acidos fendlicos se presentan en su

forma insoluble o unidos entre si, mientras que los flavonoides se presentan en su
forma soluble (tienen unido a su estructura los glucésidos, ya sea uno o varios por
medio de enlaces O-glucosidico o a través de enlaces C-glucésidos) (Acosta-
Estrada, Gutiérrez-Uribe y Serna-Saldivar, 2014).

En los ultimos afos, se estan utilizando los subproductos agroindustriales como
ingredientes, debido a que son ricos en compuestos antioxidantes y fibra dietética,
principalmente. Varios estudios han reportaron la adiciéon de pulpa de cereza agria,
extracto de orujo de uva, orujo de uva seco y extracto de cascara de granada a
yogurt, en los que han observado que el contenido de compuestos fendlicos se
incrementa cuando se le adicionan los subproductos (Sengul, Erkaya, Sengul y
Yildiz, 2012; Tseng y Zhao, 2013; Mohamed, Zayan y Nadia, 2014; El-Said, Haggag,
El-Din, Gad y Farahat, 2014).

También en los productos de panificacion como la adicion de fenoles de un extracto
de pulpa de kiwi en un pan sin gluten (Sun-Waterhouse y colaboradores,2009). En
un muffin se adicion6 cascara de manzana en polvo (Rupasinghe, Wang, Huber y
Pitts, 2007) y en galletas, se sustituyo cierto porcentaje de harina de trigo con polvo

de cascara de mango (Ajila, Leelavathi y Prasada-Rao, 2008).

Otros estudios han utilizado semillas de uva con efecto antioxidante en la pechuga y
muslo de pollo crudo, pescado crudo congelado y pechuga de pavo (Brannan &
Mah, 2007; Lau y King, 2003; Pazos, Gallardo, Torres y Medina, 2004).

Por lo anterior, los subproductos agroindustriales adicionados a los alimentos
ayudan a su buena conservacion, asimismo, los compuestos adicionados impactan
positivamente en la salud del hombre. Mazzoni y colaboradores, (2016) consideran
que el cancer y otras enfermedades pueden prevenirse con una alimentacion

adecuada, en la que se incluya la ingesta de compuestos antioxidantes, como los
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fenoles. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que, para tener un efecto positivo en
la salud, los compuestos fendlicos de los alimentos que son ingeridos se absorben
después de un proceso digestivo (Le Bourvellec y Renard, 2012), por lo tanto, es

necesario estimar su bioaccesibilidad.

1.3. Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos en subproductos
La bioaccesibilidad se define como la cantidad de alimento constituyente que esta

presente en el intestino, como consecuencia de la liberacién de este constituyente
de la matriz de alimentos sélidos, y puede ser capaz de pasar a través de la barrera

intestinal (Saura-Calixto, Serrano y Gofii, 2007).

Por otro lado, la biodisponibilidad es la fraccion de nutriente o compuesto ingerido
que alcanza la circulaciéon sistémica y es utilizada e incluye digestién gastrointestinal,
absorcién, metabolismo, distribucion de tejidos y bioactividad (Wood, 2005;

Carbonell-Capella, Buniowska, Barba, Esteve y Frigola, 2014).

La bioaccesibilidad se realiza a través de métodos in vitro, son de bajo costo y
tiempo, relativamente sencillos y hay mayor control respecto a los estudios in vivo
(You, Zhao, Regenstein y Ren, 2010). De hecho, existen estudios donde evaltan la
bioaccesibilidad in vitro de compuestos fendlicos presentes en subproductos
agroindustriales, como la piel y orujo de zanahoria, asi como en cascara de mango
(Kamiloglu y colaboradores, 2015; Blancas-Benitez, Mercado-Mercado, QuirGs-

Sauceda, Montalvo-Gonzalez, Gonzalez-Aguilar y Sdyago-Ayerdi, 2015).

La absorcion de estos compuestos va a depender de varios factores como el peso
molecular, su estructura, el grado de polimerizacion, la solubilidad o interaccién con
otros fenoles, por ejemplo, el acido galico puede absorberse con facilidad en el
intestino delgado, mientras que los fenoles con peso molecular mayor como las
proantocianidinas, deben hidrolizarse para liberar estructuras mas pequefias
(mondémeros o dimeros) y asi poder atravesar la pared celular (Martin y Apple, 2010;

Hackman, Polagruto, Zhu, Sun, Fujii y Keen, 2008).

17



Los compuestos fendlicos insolubles se ligan a través de enlaces covalentes a los
componentes que le dan estructura a la pared celular, como la celulosa,
hemicelulosa (como los arabinoxilanos), ligninas, pectinas y proteinas estructurales
en forma de barra (Wong, 2006) (Figura 2).

Los enlaces covalentes éter ocurren entre la lignina y el grupo hidroxilo del anillo
aromatico de los fenoles, principalmente &cidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos,
mientras que los carbohidratos y proteinas estructurales se unen por enlace ester al
grupo carboxilico de los fenoles (Bhanja, Kumari y Banerjee, 2009; Liu, 2007;
Liyana-Pathirana y Shahidi, 2006).
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Figura 2. Estructura de la pared celular primaria del material vegetal y su uniéon entre
componentes estructurales y compuestos fendlicos (Modificado de Acosta-Estrada et al., 2014).

Los fenoles tienen funciones importantes dentro de la pared celular, ya que sirven
como barrera fisica y quimica para la proteccion de agentes patdogenos, poseen
poder astringente que puede resultar en el alejamiento de insectos, son
antimicrobianos, antifingicos y antioxidantes (Liu, 2007; Sancho, Bartolomé, Gomez-

Cordovés, Williamson y Faulds, 2001).
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Los compuestos fendlicos se absorben en intestino delgado, su bioaccesibilidad es
total o parcial, ya que depende del peso molecular, la estructura conformacional y la
interaccibn con otros componentes como las proteinas, lipidos o carbohidratos
(Oliveira, Amaro y Pintado, 2018). Los compuestos que no son absorbidos en
intestino delgado son transportados al colon y ahi se metabolizan en compuestos
mas pequefios (como los acidos benzoicos, fenilpropionicos, fenilacéticos) para su
abosorcioén (Gil-Sanchez, Cueva, Sanz-Buenhombre, Guadarrama, Moreno-Arribas y
Bartolomé, 2018; Mufioz-Gonzéalez, Jiménez-Girén, Martin-Alvarez, Bartolomé y

Moreno-Arribas, 2013; Ozdal, Sela, Xiao, Boyacioglu, Chen y Capanoglu, 2016).

1.4.Fibra dietéticay usos

La fibra dietética se define como aquellos carbohidratos poliméricos que son
consumidos y que no se hidrolizan por las enzimas del intestino delgado del hombre
y que ademas aportan beneficios fisiolégicos a la salud, entre ellos se encuentran
los carbohidratos sintéticos con o sin modificaciones fisicas, enzimaticas o quimicas
(Zielinski, DeVries, Craig y Bridges, 2013). Por lo tanto, la fibra dietética permanece
intacta en intestino delgado y pasa a colon donde es fermentada por la microbiota
intestinal (Sonnenburg y Sonnenburg, 2014). Algunos enlaces glucosidicos pueden
hidrolizarse s6lo parcialmente en presencia de la enzima amilasa pancreética y/o
sacarasa, los cuales se encuentran en el borde del cepillo que se localiza en el
intestino delgado, y maltasa o glucoamilasa, mientras que otros enlaces como los -
glicosidicos no pueden hidrolizados, debido a que los mamiferos no tienen esas
enzimas necesarias (Wang, Wichienchot, He, Fu, Huang y Zhang, 2019).

Se ha venido agrupando tradicionalmente a la fibra en funciéon de su mayor o menor
solubilidad de agua. Dentro de la fibra dietética soluble se encuentran las pectinas,
B-glucanos, galactomanos, fructanos, oligosacaridos y mucilagos, mientras que las
hemicelulosas, celulosas y ligninas conforman a la fibra dietética insoluble (McCleary

y colaboradores, 2012).
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La interaccion que se lleva a cabo entre las fibras y el agua ha sido ampliamente
estudiada como la capacidad de hidratacion (las mas conocidas capacidad de
hinchamiento y retencion de agua), solubilidad, viscosidad, formacion de geles y la

capacidad de unir moléculas de organicas o minerales (Mcrorie y Fahey, 2013).

Las propiedades relacionadas con la capacidad de hidratacion se relacionan con los
efectos fisiol6gicos de la fibra, ya que aportan volumen al bolo fecal, retienen agua e
intervienen en el intercambio de iones y moléculas organicas (Gonzalez-Aguilar,
Blancas-Benitez y Sayago-Ayerdi, 2017). Los componentes de la fibra dietética como
pectinas, B-glucanos o gomas, con un alto peso molecular, se hidratan e hinchan en
el estbmago incrementando la viscosidad del bolo alimenticio, haciendo mas dificil la
absorcion de nutrientes (glucosa, grasa, minerales, etc.) en la mucosa intestinal
(Guillon y Champ, 2000).

La fermentacion bacteriana a nivel de colon ocurre en presencia de carbohidratos y
proteinas, que tiene como resultado la generacién de acidos grasos de cadena corta
(AGCC), lo cual depende en gran medida de aspectos nutricionales, patolégicos y la
microbiota (Rios-Covian, Ruas-Madiedo, Margolles, Gueimonde, De los Reyes-
Gavilan y Salazar, 2016).

Estos AGCC producidos por la microbiota son acido acético, propiénico y butirico en
proporcién relativa en el colon siendo 6:3:1 y su concentracion total es de
aproximadamente 100 mM (Ganapathy, Thangaraju, Prasad, Martin y Singh, 2013).
La fermentacién sacarolitica se produce mayormente en el colon proximal, mientras
gue en el colon distal es la fermentacion proteolitica, la cual es menos propicia, ya
que tiende a la formacién de productos téxicos finales (amoniaco, compuestos de

azufre y compuestos fenolicos) (Vanhoutvin y colaboradores, 2009).

Por lo tanto, se ha observado que existe una relacién inversa con el progreso de
enfermedades no transmisibles, como la obesidad, diabetes y cancer (Lee y Hase,

2014). Una dieta rica en fibra dietética puede prevenir el cancer de colon, ya que
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debido a la fermentacion, especialmente de la fibra soluble, se producen acidos
grasos de cadena corta por la microbiota presente en el intestino grueso (Saikia y
Mahanta, 2016).

Los frutos y vegetales se consideran altos en fibra dietética, y en la piel, cascara y
semillas se concentra este componente, por lo tanto, los subproductos
agroindustriales son los principales recursos de este componente (Saikia y Mahanta,
2016).

Diversos estudios han aprovechado la fibra proveniente de subproductos para la
adicion de alimentos como la fibra dietética de cascara de mango en macarrones,
extracto de orujo de uva y fibra de naranja a un yogurt, subproducto de uva roja a un
pan de centeno y salchicha adicionada con fibra de naranja (Ajila, Aalami, Leelavathi
y Rao, 2010; Sendra, Kuri, Fernandez-Lépez, Sayas-Barberd, Navarro y Pérez-
Alvarez, 2010; Tseng y Zhao, 2013; Mildner-Szkudlarz, Zawirska-Wojtasiak,
Szwengiel y Pacynski, 2011; Fernandez-Lépez, Sendra, Sayas-Barberd, Navarro y
Pérez-Alvarez, 2008). La adicidén de fibra en alimentos es recomendada sobre todo
en poblaciones en que ha disminuido la ingesta de este componente por el
incremento de alimentos procesados con el consecuente incremento de

enfermedades no trasmisibles (Sonnenburg y Sonnenburg, 2014).

De acuerdo con el Food and Nutrition Board & Institute of Medicine (2001), los
requerimientos del consumo de fibra dietética en mujeres adultas (< 50 afios) debe
ser de 25 g al dia y las mujeres mayores a 50 afios de 21 g al dia; mientras que para
los hombres adultos < 50 afios es de 38 g al dia y de 30 g/dia en adultos >50 afios.
Sin embargo, la OMS/FAO (2003), refiere que la recomendacién para la ingesta de

fibra dietética en adultos a nivel mundial es mayor a 25 g al dia.
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1.5. Metodologias de extraccion de antioxidantes

Los compuestos que se encuentran en una matriz sélida se pueden extraer
mediante metodologias convencionales y no convencionales (Vigandé y Martinez,
2015).

Las metodologias convencionales pueden extraer azucares, acidos organicos y
proteinas. Una de sus ventajas es la simplicidad del procedimiento, ademas de ser
poco costosas. Sin embargo, los inconvenientes son el tiempo de extraccion tan
largo, el uso de mayor proporcion de disolvente, poca selectividad, el impedimento
para que la muestra se encuentre sin solvente, ya que se tiene que evaporar, asi
como la pérdida de compuestos termolabiles (Santos, Cavalcanti, Rostagno,
Queiroga, Eberlin y Meireles, 2013; Wijngaard, Hossain, Rai y Brunton, 2012). El
método de extraccion mas comun es el de extraccion solido-liquido, y algunas
metodologias convencionales son usadas como Soxhlet, maceracion, percolacion y
decoccion (Ayala-Zavala y colaboradores, 2011; Albuquerque y colaboradores,
2017; Florez-Santiago, Grande-Tovar y Diaz-Uribe, 2019; Aliakbarlu, Ghiasi y
Bazargani-Gilani, 2018).

Las técnicas convencionales de extraccion podrian complementarse y asi mejorar el
rendimento de extraccién utilizando tecnologias emergentes, para ello existe la
extraccion con fluidos supercriticos (SFE), la extraccion asistida por microondas y
extraccién asistida por ultrasonido (EAU), entre otras (Rami¢, Vidovi¢, Zekovic,
Vladi¢, Cvejin y Pavli¢, 2015).

Estas metodologias emergentes o no convencionales son usadas para la produccion
de combustibles como el bioetanol, asi como en obtencion de pectinas, pigmentos
(carotenoides, antocianinas, betalainas) y antioxidantes como los compuestos
fendlicos (Lenucci, Durante, Anna, Dalessandro y Piro, 2013; Moorthy, Maran, llakya,
Anitha, Sabarima y Priya, 2017; Benmeziane y colaboradores,2018; Zafra-Rojas vy
colaboradores, 2016; Kushwaha, Kumar, Vyas y Kaur, 2017; Da Fonseca, Pasquel-

Reategui, Fernandez y Martinez, 2015) a partir de subproductos de frutos y
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vegetales que podrian ser utilizados en la industria alimentaria, cosmética y

farmacéutica.

Cuando se realiza la extraccion se debe considerar la relacion solvente:muestra, el
tamafio de particula de la muestra sdlida, la temperatura y tiempo (Wijngaard y
colaboradores, 2012). Por lo que varios estudios han tratado de optimizar estas
condiciones para un mayor rendimiento. Sin embargo, la concentracién de los
compuestos extraidos puede variar y eso depende de la matriz del alimento
estudiado y la tecnologia de extraccion usada (Barba, Zhu, Koubaa, Sant'Ana y
Orlien, 2016).

El ultrasonido se utiliza a menudo para aumentar el rendimiento de extracciéon de los
lipidos, proteinas y compuestos fendlicos de la muestra, ya que permite su contacto
directo con el disolvente (Ignat, Volf y Popa, 2011). El ultrasonido emite ondas
sonoras inaudibles a una frecuencia mayor a 20 kHz y para una mejor extraccion se
ha empleado el ultrasonido de baja frecuencia (18 a 100 kHz) y alta intensidad (10 a
1000 W/cm?) (Dujmic¢ y colaboradores, 2013).

La extraccion con el ultrasonido se relaciona con la cavitacion, la cual consiste en la
formacién, crecimiento y colapso violento de microburbujas preexistentes en un
medio liquido (Galanakis, 2012). La implosion violenta de las microburbujas provoca
una liberacion de la energia retenida, lo que conlleva al aumento momentaneo de
temperatura en los micrositios (los cuales se encuentran dispersos), esto no
interfiere en el aumento de la temperatura de la muestra liquida sometida a este
tratamiento. Aunado a la energia que se libera, el chogue mecanico de las
microburbujas puede afectar la estructura de las células que se encuentran en el

microambiente (Zinoviadou y colaboradores, 2015).

Por su mecanismo de accion, el ultrasonido es utilizado para la extraccion de
compuestos antioxidantes, tales como los compuestos fendlicos en frutos como en

subproductos como en orujo de uva, cascara de mandarina y granada, asi como
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subproducto de zarzamora (Gonzalez-Centeno, Comas-Serra, Femenia, Rossello y
Simal, 2015; Nipornram, Tochampa, Rattanatraiwong y Singanusong, 2018; Sumere
y colaboradores, 2018; Zafra-Rojas y colaboradores, 2016).

24



2. Justificacion

El procesamiento de alimentos de origen vegetal genera cerca de 15 millones de
toneladas al afio de subproductos, dependiendo del fruto, los cuales son poco
utilizados o constituyen un recurso como fuente de alimento para animales y/o

contaminan el medio ambiente.

Dentro de los productos que mayores subproductos produce son los citricos, los
vegetales minimamente procesados, entre otros, generando hasta el 40% de
residuos. El procesamiento de frutos como la zarzamora en jugo ocasiona alrededor
de 23% de subproductos (piel y semillas), los cuales son buena fuente de fibra
dietética y compuestos antioxidantes. Dado que los subproductos de frutos son de
bajo costo, de facil acceso, y con compuestos de moléculas bioactivas, la utilizaciéon
de éstos, como la produccion de nutracéuticos o como aditivos alimentarios puede
contribuir a su aprovechamiento y por lo tanto a reducir la contaminacion ocasionada

por el procesamiento de alimentos de origen vegetal.

Los compuestos bioactivos que presentan los subproductos vegetales derivados del
procesamiento generalmente estan inmersos en estructuras celulares (pared celular,
vacuolas, etc.) compuestas principalmente de fibra dietética que ocasiona una baja
disponibilidad de estos compuestos en el tracto gastrointestinal o una incompleta
extraccion. Por lo que es necesario contar con el apoyo de tecnologias de extraccion
como el ultrasonido que ademas de liberar estos compuestos de la matriz del

alimento, se pueda maximizar el rendimiento de estos compuestos en menor tiempo.
Desde nuestro conocimiento no existen reportes sobre los subproductos de la

zarzamora y su aplicacion de ultrasonido, en donde se evalué la absorcion intestinal

de los compuestos antioxidantes presentes en los subproductos de la zarzamora.
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3. Objetivos

3.1. General

Valorizar los subproductos (residuo y extracto) del procesamiento de la zarzamora
(Rubus fruticosus), evaluando la absorcion intestinal de los compuestos
antioxidantes y fibra dietética contribuyendo a la utilizacion de los subproductos en la

industria alimentaria en beneficio de los productores de estos frutos.

3.2. Especificos

e Determinar el estado de madurez comercial de la zarzamora en estudio
mediante el color superficial, pH y solidos solubles totales.

e |dentificar los acidos organicos en el subproducto de zarzamora por
cromatografia liquida de alta resolucion.

e Determinar e identificar por espectrofotometria y cromatografia liquida de alta
resolucién los compuestos fendlicos, antocianinas y flavonoides, capacidad
antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) y la bioaccesibilidad intestinal in vitro de
estos compuestos en el subproducto de zarzamora y su extracto obtenido por
ultrasonido, que permita identificar la contribucién de compuestos bioactivos de
estas fracciones del alimento en la industria alimentaria.

e Determinar fibra dietética y sus propiedades funcionales (capacidad de retencion
de agua, hinchamiento y retencion de lipidos) del subproducto de zarzamora que
permita relacionar los beneficios de la fibra dietética a nivel fisiol6égico y en las
propiedades funcionales del subproducto como aditivo en la industria
alimentaria.

e Evaluar pardmetros de la fermentacion coldnica in vitro (pH, conteo de bacterias
acido lacticas, acidos grasos de cadena corta y flavonoides) del subproducto de
zarzamora y su extracto ultrasonicado que permita relacionar la absorcién a nivel

del tracto intestinal.
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4. Materiales y métodos

La Figura 3 muestra un diagrama metodologico del proyecto realizado.

’ Zarzamora (Rubus fruticosus) ‘

v

9’ Propiedades fisicas (color superficial, pH y sélidos solubles totales)

Piel y semillas %’ Jugo pulposo ‘
RESIDUO %‘ \[/ Centrifugacion (10 000 rpm, 20 min, 4 °C)

7’ Precipitado (Pulpa) ‘%’ Jugo clarificado ‘%’ Sobrenadante (Destinado a otro estudio) ‘

Determinacién de estado de
maduracién

Liofilizaciéon

’ Molienda y tamizado (500 pm) ‘

[

N4
J/ Extraccion por ultrasonido (4%, p/v, RZ y agua desionizada) ‘
Residuo de Zarzamora Extracto de residuo de zarzamora
(RZ) ultrasonicado (Ex-US)

l Color, L, a, b, hue y Croma }

Compuestos fendlicos totales,
flavonoides, antocianinas y capacidad
antioxidante (ABTS, DPPH, FRAP)

Andlisis  microbiolégico  (mesoéfilos
aerobios y enterobacterias)

Bioaccesibilidad in vitro de fenoles
totales, flavonoides, antocianinas y
capacidad antioxidante

Acidos orgénicos (HPLC), acidos grasos
(CG); fibra dietética total, soluble e
N insoluble; propiedades funcionales
(capacidad de retencion de agua,
capacidad de hinchamiento, capacidad de
retencion de lipidos)

Fermentacion coldnica in vitro: pH,
bacterias acido lacticas, acidos grasos
de cadena corta (CG), flavonoides
(HPLC)

Figura 3. Diagrama del proyecto de los subproductos de zarzamora y su extracto ultrasonicado.

4.1. Zarzamora

4.1.1. Recoleccion y seleccion de los frutos

Las zarzamoras (Rubus fruticosus) cv. Tupy, se obtuvieron de Atotonilco el Grande,
Hidalgo, México, en enero de 2016, regidon donde el cultivo es comun. Se

seleccionaron los frutos sin heridas externas y con color superficial homogéneo.
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4.1.2. Evaluacion del grado de maduracién comercial

Se tomaron en consideracion caracteristicas fisicas (color superficial, pH y sélidos
solubles totales) para evaluar el grado de maduracion comercial del fruto de acuerdo
con la metodologia propuesta por Acosta-Montoya y colaboradores, (2010) y Rutz y
colaboradores, (2012), quienes establecieron esta clasificacion de zarzamoras
considerando el color superficial, pH y solidos solubles totales, en donde el rojo
brillante, purpura y negro azulado corresponden al grado 1, 2 y 3, respectivamente
(Tabla 3 y Figura 4).

Tabla 3. Estado de madurez comercial de la zarzamora

Estado de maduracion comercial

Parametros

Grado l/inmaduro Grado 2/intermedio Grado 3/maduro
Color superficial ®  Rojo brillante Parpura Negro azulado
pH @ 2.27 2.62 2.89
SST* @ 4.50 5.57 7.00

() Acosta-Montoya y colaboradores 2010); @ Rutz y colaboradores , 2012); *SST: Sélidos
solubles totales (°Brix)

Figura 4. Color superficial de la zarzamora de acuerdo con su estado de madurez, de izquierda
a derecha, se encuentra la zarzamora en estado inmaduro, intermedio y maduro

4.1.3. Determinacion de pH y sélidos solubles totales

Para la medicion de pH y sélidos solubles totales del fruto, se licué la zarzamora y se
tomaron 5 mL de jugo (Moreno y Oyola, 2016). Se calibro el potenciometro (210,
Hanna Instruments, USA) con soluciones buffer de pH 4.0 y 7.0 estandarizados para
el andlisis (Rutz y colaboradores, 2012). Los solidos solubles totales se midieron
utilizando un refractémetro (°Brix/ ATC FG-113, Hangzhou Chincan Trading Co., Ltd.,

China) con una escala de 0-32% y fue expresado como °Brix (Rutz y colaboradores,
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2012). Posteriormente, las zarzamoras se almacenaron en congelacion (-30 °C)
hasta su utilizacion. El fruto se distribuyd en bolsas con cierre hermético, 0.5 kg en
cada bolsa para evitar dafios al fruto por sobreposicion al momento de la

congelacion.

4.2. Subproducto de zarzamora y su extracto termoultrasonicado

4.2.1. Obtencion del subproducto de zarzamora

Para la obtencién del subproducto de zarzamora, los frutos se descongelaron y
lavaron con agua corriente. Se utilizé6 una licuadora casera (9014, American, USA)
para obtener un jugo pulposo, se separo la piel y semillas a través de un colador
casero. La piel y semillas se almacenaron en bolsas con cierre hermético y se
congelaron a -30°C, mientras que el jugo se centrifugé a 10 000 rpm por 30 min a
4°C (Allegra 25™ Beckman Coulter, USA). El precipitado (pulpa) se almacené en
las mismas condiciones antes mencionadas. En conjunto, la piel, semillas y pulpa se
denominé subproducto de zarzamora (Sub-Z), el cual se liofilizd (-56°C y 0.045
mBar) (7753020, LABCONCO, USA) (Figura 5a-b), moli6 (WCG75, Waring
comercial® ProPrep™ Chopper Grinder, China; IKA®A11 basic, Mill Analytical, USA)
y tamiz6 a un tamafio de particula de 500 um (Figura 6a-d). Finalmente, el
subproducto de zarzamora se almaceno en bolsas con cierre hermético, oscuras y

en congelacion hasta su andlisis.

4.2.2. Comparacion del subproducto de zarzamora con un producto comercial

Una vez obtenido el subproducto, éste se compar6 con tabletas masticables (Ciruela
Pasa, Anahuac), como producto comercial. Los componentes principales de tabletas
masticables fueron ciruela pasa (Prunus domestica) y fibra de ciruela (Prunus
domestica). La muestra se denominé ciruela pasa (CP), se analizé y compar6 con el
Sub-Z (subproducto de zarzamora) para las determinaciones de antioxidantes, fibra

dietética y sus propiedades funcionales.
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4.2.3. Obtencion del extracto del subproducto de zarzamora

Para la obtencién del extracto del subproducto de zarzamora ultrasonicado (Ex-US)
se prepar6 una solucion al 4% (p/v) del subproducto de zarzamora y agua
desionizada, se sometid a un procesador de ultrasonido (VCX-1500, Sonics and
Materials Inc., Newtown, CT, USA), a 1500 W de potencia, con frecuencia constante

de 20 kHz. La energia de entrada se control6 ajustando la amplitud del equipo.

Las duraciones de pulso fueron de 4 segundos de encendido y 2 segundos de
apagado. La temperatura de la muestra se control6 a 25 + 1°C con un bafio de agua
(MX06S135-AA1B, Polyscience, USA).

Las condiciones de amplitud y tiempo se establecieron a partir de un estudio previo
de optimizacion de antioxidantes realizada por Zafra-Rojas y colaboradores, (2016),
las cuales fueron 91% y 15 min, respectivamente. La muestra se centrifugé a 10 000
rpm por 30 min a temperatura de 4 °C. El sobrenadante se denominé extracto del
subproducto de zarzamora ultrasonicado (Ex-US), el cual se congel6 a -30°C hasta

su analisis.

Figura 5. a) Liofilizacion del subproducto de zarzamora), b)
subproducto de zarzamora liofilizado.
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Figura 6. Subproducto de zarzamora molido y tamizado, a) molienda general, b) primer tamizado,
¢) molienda de semilla, d) segundo tamizado (tamafio de particula: 500 pm).

4.2.4. Comparacion del extracto del subproducto de zarzamora con un
producto comercial

El Ex-US se compar6 con una bebida concentrada (resveratrol, extracto de cascara
de uva roja, con acai y granada, Farmacias Similares). Dentro de sus ingredientes se
encontrdé la vitamina C, resveratrol, coenzima Q-10, extracto de acai (Euterpe
olaracea) y extracto de granada (Punica granatum). La muestra se denomind
extracto de cascara de uva (Ex-Uva), se analizé y compar6 con Ex-US para
determinar los compuestos antioxidantes. Cabe mencionar que tanto a los productos
comerciales como a las muestras del presente estudio se les realizé un andlisis

microbiolégico (mesofilos aerobios y enterobacterias) (Figura 3).

4.3. Analisis fisicoquimico del subproducto y del extracto ultrasonicado de

Zarzamora

4.3.1. Determinacién de color

Para la medicién de color se utilizé un colorimetro portatil (CM-608d, Minolta,
Japon). Se aplicd el iluminante D65 con un angulo de observacion de 2°. Se
obtuvieron los valores segun la escala CIE Lab, de L, a, b, Hue y Croma, donde L
corresponde a la luminosidad con valores de 0 (negro) a 100 (blanco) y las
coordenadas a (+rojo a -verde) y b (-azul a +amarillo). Hue es la tonalidad o tono,
se obtiene a partir de la ecuacion 1, y se mide de 0° a 360°, representando el tono
rojo (0°), amarillo (90°), verde (180°) y azul (270°). Croma se refiere a la
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saturacion o intensidad de color (Wrolstad, Durst y Lee, 2005) y se muestra en la
ecuacion 2. L, a y b fueron utilizadas para calcular la diferencia de color (AE) a
partir de la ecuacion 3 (Arias, Ospino y Zapata, 2018), es decir, el Sub-Z y Ex-US

se compararon con las demas muestras.

b
h°,, = arctan (a) (1)

C =./(a?+b?) 2

AE = JAL? + Aa? + Ab? 3

El espacio de color con L, a, b, Hue y Croma se muestra en la Figura 7. Una vez
obtenidos los valores de L, a y b, se introdujeron a un calculador de color en una
pagina WEB (Easy RGB, 2019), el cual convirti6 los datos en colores
caracteristicos de acuerdo a cada muestra (Sub-Z, Ex-US, CP y Ex-Uva).

Verde |
.a'

Negro

Figura 7. Escala de color CIE Lab, hue y croma
(Tomado y modificado de Konica Minolta (2005).
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4.3.2. Contenido de acidos organicos

Los acidos organicos, como el acido oxalico, malico, citrico, fumarico y ascorbico
se identificaron y cuantificaron por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), de acuerdo con la metodologia de Ruiz-Rodriguez y colaboradores,
(2011). Se pesaron 500 mg de muestra (Sub-Z), se adicionaron 20 mL de &cido
meta fosforico (Sigma-Aldrich, USA) al 4.5 % y se agitd con barra magnética (P-

Selecta, Asincro, Espafia) durante 15 min en la oscuridad.

La mezcla se centrifugd (Allegra 25, Beckman Coulter, USA) a 9000 rpm por 15
min, el sobrenadante se aforé a 25 mL con acido meta fosférico (4.5 %). Previo a
la inyeccion dentro del HPLC, el extracto se filtr6 a través de papel filtro no. 1242 y
después con un filtro Millipore (PVDF, 33 mm, 0.45 um, GVSLGVO033RB, Millex,

Ireland) (Prohens y colaboradores, 2005).

El cromatografo de liquidos de alta resolucion (Micron Analitica, Espafia) estaba
equipado con una bomba isocratica (PU II, Micron Analitica, Espafia), inyector
automatico AS-1555 (Jasco, Japdn), con Sphereclone ODS (2) (250 x 4.60 mm, 5
pm) columna Phenomenex (Torrance, USA), un detector de UV-visible (UV100,
Thermo Separation Specta, USA); y el uso de software Cromanec XP (Micronec,
Espafia). La fase movil fue 1.8 mM H2SOa (pH 2.6). La deteccion UV fue a 215 nm
y la velocidad de flujo de 0.4 mL/min para los acidos oxdlico, malico, citrico y
fumarico, mientras que para el acido ascorbico fue a 245 nm y velocidad de flujo
de 0.9 mL/min.

La identificacion se realizO comparando los tiempos de retencién de los
estandares puros y la cuantificacion se baso en la respuesta de la sefal UV, las
areas de los picos resultantes en los cromatogramas, las cuales se representaron
en funcién de las concentraciones obtenidas a partir de estandares, para los
siguintes acidos organicos, acido oxalico (1.34 mg/mL), malico (1.40 mg/mL),
citrico (1.39 mg/mL), fumarico (1.45 mg/mL) y ascorbico (1.53 mg/mL), en acido m-

fosforico al 4.5 %). A partir de los cuales se construyeron las curvas de calibracion
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(0, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/mL). Finalmente, se procedio a inyectar en el HPLC 50
pL de cada extracto filtrado. Los valores fueron expresados como miligramos en
cada 100 g de base seca (mg/100 g bs).

4.3.3. Perfil de acidos grasos
Previo a la identificacion de acidos grasos mediante cromatografia de gases (CG),

se realizaron lavados de la muestra de acuerdo con Zafra-Rojas y colaboradores,
(2016) y Siriwoharn y colaboradores, (2005) con pequefias modificaciones. Se
tomaron 10 g de muestra (Sub-Z) y se adicionaron 160 mL de agua desionizada,
se agitd en vortex (SI1-0236, Vortex-Genie 2, Scientific Industries, USA) por 15 min,
se centrifug6 (Allegra 25, Beckman Coulter, USA) a 10,000 rpm por 10 min, se
descart6 el sobrenadante, al pellet se le adicionaron 80 mL de agua desionizada,
se siguié el mismo procedimiento de agitacion y centrifugacion, sustituyendo el
agua desionizada por metanol (JT Baker, México) hasta completar 6 lavados o

hasta que el sobrenadante ya no presenté el color rojo intenso o fue incoloro.

Se tomaron 10 g de muestra pretratada (lavada), se colocaron en un tubo de
ensayo con tapon de rosca y se afadieron 110 mL de cloroformo-metanol
(CHCI3:MeOH, 2:1 vol/vol; Sigma-Aldrich, USA, JT Baker, México). Los tubos se
agitaron en vortex durante 5 min y se almacenaron a 4°C por mas de 48 h para su
analisis. Posteriormente, se tomaron 500 pL de la fase acuosa el cual contenia
CHCIs:MeOH vy se transfirieron a un tubo con tapon de rosca para la
derivatizacion. Después, se adicion6 1 mL de trifluoruro de boro-metanol
(BF3:MeOH) (12.5:100; v/v; Sigma-Aldrich, USA) y se calent6 la muestra a 95°C en
un bafo de agua (WNB 14, Memmert, Alemania) durante 6 min (Metcalfe y
Schmitz, 1961).

Se dejo enfriar y se agregd 1 mL de hexano (JT Baker, México) y 1 mL de agua
saturada de hexano, se agitdé en vortex (SI-0236, Vortex-Genie 2, Scientific
Industries, USA). A continuacion, con una pipeta Pasteur se tomé la fase acuosa y

se descarto.
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Se agregaron 2 mL de agua saturada de hexano, se agitd y se reservo en
congelacion hasta su uso. Antes del analisis, la fase organica se evapord con gas
nitrégeno y los metil ésteres se recuperaron en hexano (Afiorve-Morga Yy
colaboradores, 2015). Los FAMEs (Fatty acid methyl esters) fueron identificados y
cuantificados por comparacion del tiempo de retencién con los estandares puros
de referencia (FAME Mix C4-C24 Supelco, Sigma-Aldrich, USA). Se realiz6 una
curva de calibracién estandar con concentraciones de 2-10 mg/L (ANEXO 1). La
cantidad de acidos grasos se expresd como miligramos por cada 100 g en base

seca (mg/100 g bs).

Para el perfil de los &cidos grasos se utilizO un cromatdégrafo de gases
(AutoSystem XL, Perkin Elmer, Australia) equipado con un detector de ionizacion
de llama (FID) y una columna capilar (75 m x 0.18 mm x 0.14 um; TM-2560,
Supelco® SP, USA) usando el modo de inyeccion spitless (1 pL).

La temperatura inicial de la columna se fij6 a 150°C, aumentd a una velocidad de
4°C/min a 214 °C, se mantuvo durante 2 min, y luego increment6 2.5°C/min a 244
°C y se mantuvo durante 5 min. Las temperaturas del inyector y detector fueron de
230 y 250°C, respectivamente. La rampa split fue de aproximadamente 1 uL y se
utilizé nitrégeno como gas acarreador a un flujo constante de 1 mL/min (Olloqui y

colaboradores, 2018).

4.3.4. Determinacion de compuestos fendlicos totales (CFT)
Se realizd una extraccidon acuosa-organica de los compuestos de acuerdo con

Saura-Calixto y colaboradores, (2007). Se pesaron 250 mg para las muestras en
polvo (Sub-Z y CP), se afiadieron 10 mL de metanol/agua (50:50 v/v; JT Baker,
México) y se mantuvieron en agitacion (300 rpm por 30 min) con una agitadora
orbital (LSI-3016A, LabTech, Korea). Posteriormente, se centrifugd por 20 min a
3400 rpm (V6500, Hamilton Bell VanGuard, USA).
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El sobrenadante se reservdO y al precipitado se le agregaron 10 mL de
acetona/agua (70:30 v/v; JT Baker, México), y se siguié el mismo procedimiento
antes descrito. Los sobrenadantes obtenidos se combinaron y aforaron a 25 mL
con la mezcla de metanol/agua y acetona/agua (50:50 v/v). La extraccion obtenida
fue para cuantificar compuestos fendlicos totales, antocianinas y medir su

capacidad antioxidante.

El contenido de fenoles totales se determind mediante el procedimiento de Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich, USA) (Stintzing y colaboradores, 2005). Se tomaron 100
UL de muestra (Sub-Z, Ex-US, CP y Ex-Uva) y 500 pL de la solucién con el
reactivo Folin-Ciocalteu (1:10), se afiadieron 400 pL de solucion de carbonato de

sodio (Meyer, México) al 7.5 %.

La mezcla se agito en vortex (SI-0236, Vortex-Genie 2, Scientific Industries, USA)
y se dejo reposar por 30 min. Se midi6 la absorbancia de la mezcla a 765 nm con
un espectrofotometro (lector de microplacas, Power Wave XS UV - Biotek,
software Genb, version 2.09, USA). El &cido géalico (Meyer, México) se utiliz6 como
patron de referencia y los resultados se expresaron como miligramos de

equivalentes de &cido galico por cada 100 g en base seca (mg EAG/100 g bs).

4.3.5. Determinacion de antocianinas monomericas
Las antocianinas monomeéricas se determinaron con la metodologia de Giusti y

Wrolstad (2001), con pequefias modificaciones. Se prepararon dos soluciones
buffer: cloruro de potasio (Meyer, México) 0.025 M a pH 1.0 y acetato de sodio
(Meyer, México) 0.4 M a pH 4.5. El pH se ajustd mediante la adicion de HCI
(Reasol, México) concentrado. Las muestras (Sub-Z, Ex-US, CP y Ex-Uva) se
diluyeron en cada solucién buffer (0.5 mL de muestra y 4.5 mL de solucién buffer),
se dejo en reposo por 15 min en la oscuridad a temperatura ambiente. La
absorbancia de cada dilucion se midi6 a 510 nm y 700 nm con un
espectrofotometro (lector de microplacas, Power Wave XS UV-Biotek, software
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Genb, version 2.09, USA). El contenido de antocianinas se calculd con la ecuacion
4,

X 1000 4)

_ o mg (A* PM % FD)
Contenido de antocianinas (T) = (E * Tp)

Donde: A = (AbS 510 nm - 700 nm) pH 1.0 - (ADS 510 nm - 700 nm) pH 4.5. PM = Peso molecular
de Cianidina-3-glucosido (449.2 g/mol), FD = Factor de dilucion (1:10), € =
coeficiente de absortividad molar (26900 L mol* cm™?), Tp = Longitud del recorrido
del pozo de la microplaca (0.52 cm). El contenido de antocianinas se expresoé
como miligramos de cianidina-3-glucésido por cada 100 g en base seca (mg/100 g
bs).

4.3.6. Capacidad antioxidante
Las metodologias mas comunes para medir la capacidad antioxidante de los

compuestos son ABTS, DPPH y FRAP y cuando éstas se aplican al analisis de
alimentos, su medicién puede ser diferente dependiendo del ensayo usado
(Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini-Filho y Fett, 2005; Floegel, Kim, Chung, Koo
y Chun, 2011).

4.3.6.1. ABTS**
La capacidad antioxidante por ABTS se realiz6 de acuerdo con Re, Pellegrini,

Proteggente, Pannala, Yang y Rice-Evans, (1999). El radical ABTS** (acido 2,2'-
azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico; Sigma-Aldrich, USA) se formdé por la
reaccion de ABTS al 7 mmol/L con 2.45 mmol/L de persulfato de potasio (Meyer,
México), se dejé reposar en condiciones de oscuridad, temperatura ambiente y
durante 16 h.

Posteriormente, se diluyé la solucibn de ABTS™ con agua desionizada hasta
obtener una absorbancia de 0.70 + 0.10 a 754 nm. Después, se tomaron 20 pL de
muestra (Sub-Z, Ex-US, CP y Ex-Uva) y se adicionaron 980 uL de solucion de

ABTS diluido, se dej6 reposar por 7 min y se tomo la lectura de absorbancia a 754
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nm con un espectrofotdmetro (lector de microplacas, Power Wave XS UV- Biotek,
software Genb5, version 2.09, USA). Se utiliz6 como patron de referencia el 4cido
ascoérbico (Sigma-Aldrich, USA). La capacidad antioxidante se expres6 como
miligramos equivalentes de acido ascorbico por cada 100 g en base seca (mg
EAA/100 g bs).

4.3.6.2. DPPH*
La capacidad antioxidante por DPPH se realizé de acuerdo con el procedimiento

de Morales y Jiménez-Pérez (2001). Se prepar6 una solucion etandlica (7.4
mg/100 mL) del radical estable DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) (Meyer, México;
Sigma-Aldrich, USA). Se colocaron 100 yL de muestra (Sub-Z, Ex-US, CP y Ex-
Uva) en viales y se afiadieron 500 pL de solucion de DPPH, la mezcla se dejo
reposar 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 520
nm utilizando un espectrofotometro (lector de microplacas, Power Wave XS UV-
Biotek, software Genb, version 2.09, USA). Como patron de referencia se utilizd
Trolox (Sigma-Aldrich, USA) y se expresé como micromol equivalentes de Trolox

por 100 g en base seca (umol ET/100 g bs).

4.3.6.3. FRAP

Por sus siglas en inglés FRAP (ferric-reducing antioxidant power) es un método
para la medicion del poder antioxidante (Benzie y Strain, 1996; Pulido, Bravo y
Saura-Calixto, 2000). Se prepararon tres soluciones, buffer de acetatos: acido
acético glacial (C2H4O2; Meyer, México) y acetato de sodio (Cz2HsNaO2-3H.O;
Meyer, México) 3 mM a pH 3.6; TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina; Sigma-Aldrich,
USA) 10 mM en 40 mM de HCI (Reasol, México) y cloruro férrico (FeCls-6H20;
Sigma-Aldrich, USA) 20 mM.

Se colocaron 900 pL del reactivo FRAP, el cual fue una mezcla de las tres
soluciones en una relacion de 10:1:1 (buffer de acetatos, TPTZ y FeCls,
respectivamente), se afiadieron 90 pL de agua desionizada y 30 L de la muestra

(Sub-Z, Ex-US, CP y Ex-Uva). Posteriormente, se dejaron en reposo durante 10
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min en un bafio de agua (180, Thermo Electron Corporation Precision, USA) a
37°C. La absorbancia se midi6é a 593 nm utilizando un espectrofotometro (lector de
microplacas, Power Wave XS UV-Biotek, software Genb5, version 2.09, USA) Se
utilizo sulfato ferroso (FeSOa; Sigma-Aldrich, USA) 5 M como patron de referencia
y los resultados se expresaron como micromol de ion ferroso por 100 g en base
seca (umol Fe(l1)/100 g bs).

4.3.7. Identificacién y cuantificacion de flavonoides por HPLC
La identificacion y cuantificacion de flavonoides libres se llevé a cabo por HPLC.

Previo al analisis, la muestra Ex-US se liofilizo, la cual se sometio a una hidrolisis
acida, para obtener los aglicones, siguiendo el método propuesto por Taga y
colaboradores, (1984) con pequefias modificaciones. Se pesaron 0.1 g de muestra
(Sub-Z y Ex-US) y se agregaron 2 mL de HCl-metanol (1.66 mL en 10 mL)
(Reasol, México; JT Baker, México) 2 M, se colocaron las muestras en un bafio
seco (D1200, Accublock, Labnet International, USA) a 100°C por 45 min y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 3 mL de agua
destilada y 2 mL de éter dietilico (JT Baker, México), se agitdé y colocd en un
embudo de separacion. Se realizaron 4 lavados, las fases acuosas se
descartaron, las fases etéreas se combinaron y evaporaron en el bafio seco a
50°C durante 2.5 h. Se adicionaron 500 pL de metanol al 70%, se filtr6 (Nylon,

0.45 pm), se colocé en un vial de vidrio y se inyectaron 20 pL al HPLC.

Por otro lado, se pesaron 0.1 g de muestra (Sub-Z y Ex-US) en viales eppendorf y
se agregaron 500 pL de metanol al 70%, se dejaron en agitacion (S0200-230 V-
EU, Vortex Mixer, Labnet International, USA) a 250 rpm durante 16 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugd a 10 000 rpm por 10 min (F-
45-12-11, Eppendorf, MiniSpin Plus, USA), se filtraron las muestras (Nylon, 0.45
um) y se inyectaron 20 pL en el HPLC.

El HPLC (Thermo Scientific Spectra System, USA) estaba equipado con un

detector UV/visible fijado en 270 nm y 354 nm, se utilizé6 una columna Acclaim™
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120, C18 (250 mm x 4.6 mm x 5 um; Dionex Bonded Silica Products, Thermo
Scientific). Se mantuvo la temperatura a 35 °C. Tomando como base el método
sugerido por Wang, Ying, Sun, Zhang, Zhu y Xu (2011), se realizaron curvas de
calibracion de 0 a 0.2 mg/mL utilizando estandares de &cido clorogénico, acido
cafeico, acido galico, apigenina, luteolina, quercetina, miricetina, kaempferol e
isoquercitrina  (quercetina-3-O-B-D-glucosido) (Sigma-Aldrich). Las soluciones
estandar y los extractos se filtraron (Nylon, 0.45 um). Los solventes y el gradiente
de elucion base fueron de acuerdo con la Tabla 4. El volumen de flujo y tiempo de

corrida fue de 1 mL/min y 35 min, respectivamente.

Tabla 4. Condiciones de separacion por HPLC.

Tiempo (min) Fase movil A Fase movil B
0.0-9.9 79 21
10.0-20.9 55 45
21.0-29.9 20 80
30.0-35.0 79 21

MeCN: Acetonitrilo. Fase moévil A: MeCN 3% + acido acético 0.5%;

Fase movil B: MeCN 50% + acido acético 0.5%

4.4. Andlisis microbiolégico del subproducto y del extracto ultrasonicado de
zarzamora

Para la determinacion de la calidad microbiolégica se utilizé 1 g o mL de muestra
(Sub-Z, Ex-US, CP y Ex-Uva) la cual fue diluida en 9 mL de caldo peptonado
(DIBICO, Meéxico) previamente esterilizado (LAC5040S, LabTech, Korea). Se
prepararon diluciones decimales de las muestras en caldo peptonado y la siembra
se realiz6 por vaciado en placa. Para el conteo de mesofilos aerobios se utilizé
agar para métodos estandar (DIBICO, México) y se incub6 a 30 °C durante 48 h,
mientras que para el conteo de enterobacterias se utilizo agar bilis rojo violeta
glucosado (VRBG, DIBICO, México) y se incubd a 37°C durante 24 h (Cruz,

Capellas, Hernandez, Truijillo, Guamis y Ferragut, 2007).
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4.5. Estudio de la fibra dietética
4.5.1. Contenido de fibra dietética
El contenido de fibra dietética total se realiz6 de acuerdo con el método

enzimatico-gravimétrico de la AOAC (Prosky, Asp, Schweizer, De Vries y Furda,
1992) con pequefias modificaciones (Mafias y Saura-Calixto, 1995). La muestra
(Sub-Z y CP) se traté enzimaticamente con a-amilasa termoestable (Sigma-
Aldrich, USA) (pH 6, 100°C, 35 min); proteasa (Sigma-Aldrich, USA) (pH 7.5, 60
°C, 35 min) y amiloglucosidasa (Sigma-Aldrich, USA) (pH 4.5, 60°C, 35 min) para
eliminar los componentes digestibles proteina y almidén. Posteriormente, se
realizd una separacion de las fracciones de fibra dietética soluble e insoluble por

centrifugacion (Allegra 25, Beckman Coulter, USA) a 10 000 rpm por 15 min.

La fibra dietética insoluble se cuantificé gravimétricamente en el residuo que se
obtuvo después de los tratamientos enziméaticos, los cuales se recuperaron por
centrifugacion, corrigiendo los valores de proteina y minerales de este residuo. La
fibra dietética total (FDT) se expres6 como la suma de fibra dietética soluble (FDS)

e insoluble (FDI) en g/100 de muestra.

4.5.2. Propiedades funcionales de la fibra dietética
Las propiedades funcionales de la fibra dietética como la de retener agua, aceite,

e hincharse son asociados con los efectos benéficos a la salud y con poseer

efectos positivos al adicionarla en los alimentos (Zufiga, 2005).

4.5.2.1. Capacidad de retencion de agua (CRA)
Se colocaron 0.5 g de muestra (Sub-Z y el CP) en tubos de centrifuga, se

adicionaron 10 mL de agua destilada y se agitaron manualmente con una espatula
durante 10 min, se dejé en reposo durante 24 h a temperatura ambiente y se
centrifugd a 3400 rpm (V6500, Hamilton Bell VanGuard, USA) durante 20 min.
Después, se retird el sobrenadante y se pesoO el sedimento. La capacidad de
retencién de agua se calculd (ecuacion 5) como la cantidad de agua retenida por
la muestra seca (g/g) (Lajolo y Wensel, 1998; Robertson, De Monredon, Dysseler,
Guillon, Amado y Thibault, 2000).
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(5)

CRA (g) N (PMEPB_/ISI))MS)

Donde: PMF: peso de la muestra fresca (g), PMS: peso de la muestra seca (g).

4.5.2.2. Capacidad de hinchamiento (CH)
Se colocaron 200 mg del Sub-Z y del CP en cada probeta graduada de 25 mL con

escala de 0.1 mL, y se midié el volumen ocupado (Vo) (mL) por la muestra, se
adicionaron 10 mL de agua desionizada y se agitdé manualmente con una espatula
durante 5 min. Se dej6 reposar durante 24 h a temperatura ambiente,
posteriormente se midié el volumen final (Vi) (mL) de las muestras (Lajolo y
Wensel, 1998; Raghavendra, Ramachandra, Rastogi, Raghavarao, Kumar y
Tharanathan, 2006). La capacidad de hinchamiento (mL/g) se calcul6 mediante la
ecuacion 6.

mLy _ (V1-V0)
CH (?) ~(PM) ©)

Donde: Vi: volumen final de la muestra (mL), Vo: volumen ocupado por la muestra

liofilizada (mL), PM: peso de la muestra (Q).

4.5.2.3. Capacidad de retencion de lipidos (CRL)
Se pesaron 0.5 g de cada muestra (Sub-Z y el CP) en tubos de centrifuga, se

adicionaron 10 mL de aceite de semilla de girasol y se agit6 manualmente con una
espatula durante 10 min, se dejo en reposo durante 24 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugé a 3400 rpm (V6500, Hamilton Bell VanGuard, USA)

por 20 min. Después, se retird el sobrenadante y se pesé el sedimento.

La capacidad de retencion de lipidos se calcul6 mediante la ecuacion 7 como la
cantidad de aceite retenida por la muestra seca (g/g) (Lajolo y Wensel, 1998;

Robertson y colaboradores, 2000).
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g\ (PMF — PMS)
CRL (—) =S 7)

Donde: PMF: peso de la muestra fresca (g), PMS: peso de la muestra liofilizada

(9).

4.6. Ensayos de digestion in vitro
4.6.1. Bioaccesibilidad intestinal in vitro de compuestos antioxidantes
La bioaccesibilidad intestinal in vitro de los compuestos fendlicos (fenoles totales,

antocianinas y flavonoides) y su capacidad antioxidante se determiné mediante
una fase inicial de simulacién de digestiéon intraluminal, seguida por una fase de
didlisis simulando la absorcion intestinal (Trinidad, Wolever y Thompson, 1996). Lo
anterior se llevd a cabo utilizando un modelo de digestion in vitro (Miller, Parsons,
Ullrey y Ku, 1981) con algunas modificaciones (Ramirez-Moreno, Zafra-Rojas,

Arias-Rico, Ariza-Ortega, Alanis-Garcia y Cruz-Cansino, 2018).

Se colocaron 500 mg de muestra (Sub-Z y Ex-US) en tubos de centrifuga de 50
mL, se agregaron 20 mL de agua desionizada y se us6 HCI 6 M para ajustar el pH
a 2 de las muestras. Una vez alcanzado el pH, se agregaron 120 pyL de pepsina
(40 mg pepsina (P-7000, Sigma Aldrich, USA) en 1 mL de HCI 0.1 M), para ser
incubada en agitacion (37 °C, 60 rpm por 2 h) usando un bafio de agitacién (LSI-
3016, LabTech, USA). Posteriormente, se agregaron 1.5 mL de una disolucién de
pancreatina, colato de sodio y desoxicolato de sodio, en donde se pesaron 5 mg
de pancreatina (P-1750 Sigma-Aldrich, USA), 12.5 mg de colato de sodio
hidratado (C6445, Sigma-Aldrich, USA) y 12.5 mg de desoxicolato de sodio
(D6750, Sigma-Aldrich, USA) por cada 1 mL de bicarbonato de sodio 0.1 M).

Las muestras digeridas por las enzimas se colocaron en una membrana de dialisis
(tamafio de corte 12 kDa, Sigma-Aldrich, USA) y se dializaron en una solucién de
bicarbonato de sodio a pH 7.5, incubadas a 37°C, 60 rpm por 16 h. Transcurrido el

tiempo, la fraccion dializada, es decir, aquella que traspaso la membrana de

43



didlisis se utiliz6 para determinar la cantidad de compuestos antioxidantes
bioaccesibles (compuestos fendlicos totales, antocianinas, capacidad antioxidante
(ABTS, DPPH y FRAP) y flavonoides), siguiendo las metodologias descritas en las

seccion 4.3.6. Capacidad antioxidante.

La bioaccesibilidad se calcul6 como la diferencia de los parametros obtenidos
antes (muestra original) y después del tratamiento de digestion in vitro, el

resultado se us6 como indicador de la bioaccesibilidad en intestino delgado.

Por otro lado, el contenido dentro de la membrana de didlisis (fraccién no dializada
y no digerible) se colocé en un tubo de centrifuga (50 mL), el precipitado obtenido
considerado como la fraccion indigestible (Saura-Calixto y Gofii, 2004) se liofilizd y
fue el sustrato utilizado por la microbiota intestinal en la metodologia de
fermentacién colénica in vitro que sera descrita posteriormente (4.6.2.

Fermentacion coldnica in vitro).

Para estimar la bioaccesibilidad en intestino delgado (Bl) y en colon (BC), y para
calcular la bioaccesibilidad total es la suma de %BI y %BC (Van de Velde, Pirovani

& Drago, 2018). Los célculos se realizaron utilizando las ecuaciones 8-10.

mg fenoles dializados en intestino delgado
BI (%) = & g (8)

mg fenoles en la muestra inicial

mg fenoles en colon
BC (%) = —— X 100 (9)
mg fenoles en la muestra inicial

BT (%) = % BI + % BC (10)
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4.6.2. Fermentacion colénica in vitro
La fraccion indigestible que permanecio en la membrana semipermeable en el

proceso de bioaccesibilidad in vitro (intestino delgado), se utilizé en el modelo de
fermentacion colonica in vitro. Se llevo a cabo en estrictas condiciones
anaerodbicas, suministrando biéxido de carbono para desplazar el oxigeno (Saura-
Calixto y colaboradores, 2007). EI método de fermentacién in vitro fue descrito por
Barry y colaboradores, (1995) y estandarizado por Goifii y Martin-Carron (1998),
con pequefias modificaciones. El medio anaerobio adaptado por Goering y Van
Soest (1970), contenia tripticaseina, solucion micromineral, buffer, macromineral y
resazurina (como indicador anaerobico redox). En el Anexo 1 se muestran las
proporciones de cada solucion requerida para la preparacién del medio anaerobio

por litro de agua desionizada y a su vez las soluciones individualmente.

El medio anaerobio y la solucién reductora se esterilizaron (Wacs-1080, Wise
clave, USA) independientemente, después, al medio anaerobio se le agregaron
33.5 mL de la solucion reductora. La mezcla se agité y se inyectdé CO:2 hasta

alcanzar un cambio de coloracién de rosa intenso a rosa palido.

Para la preparacion del in6culo se utilizé el contenido cecal (proveniente del ciego)
de ratas Wistar macho (peso corporal 200 + 5 g), las cuales se alimentaron con
dieta de mantenimiento estandar, ajustado a sus necesidades dietéticas. Previo a
ello, los roedores fueron solicitados al consejo instituconal ético para el cuidado y
uso de animales de laboratorio (CIECUAL) de la Universidad Autébnoma del Estado
de Hidalgo (UAEH), ubicado en el Instituto de Ciencias de la Salud (ICSa) y dicha
solicitud fue aprobada.

La dieta de mantenimiento de las ratas fue suministrada por el bioterio de UAEH-
ICSa. Estas ratas se sacrificaron en una camara de CO:z en el mismo bioterio.
Para la recuperacion del ciego de cada rata, se realizé una incision en la linea
media del abdomen y se recolecto el material cecal, el cual se pesé en un vaso

estéril de 100 mL (NIPRO, México) y se afadié la solucion anaerobia estéril
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previamente preparada para obtener el indculo al 10% (p/v, material cecal y medio
anaerobio). Se agitd, se usaron gasas estériles para filtrar la mezcla, se llevo a
cabo en condiciones de anaerobiosis inyectando la solucion con CO2y se mantuvo

a 37°C hasta su uso.

La Figura 8 representa el modelo de la fermentacién coldnica in vitro adaptada de
Goering y Van Soest (1970). En este modelo se utilizaron matraces Erlenmeyer de
50 mL, en los que se coloco la muestra (Sub-Z y Ex-US) y el in6culo, a la vez que
se encontraban en un bafio de agua (180, Thermo Electron Corporation Precision,
USA) con el fin de mantener la temperatura adecuada durante todo el

experimento.

Los matraces se mantuvieron cerrados con un tapon de goma # 1, en el que se
insertaron dos agujas hipodérmicas de 21 x 32 mm (NIPRO, México) y un catéter
con tapon de 2.20 x 50 mm (14G) (NIPRO, México). En una de las agujas se
colocd una llave de 3 vias con extension (B.D., USA), la cual se conectdé a un
distribuidor de CO2. La otra aguja fue para evitar que el CO2 se acumulara en
exceso, mientras que el catéter (acoplado a una jeringa graduada de 3 mL (B.D.
USA)) se us6 para tomar alicuotas en los tiempos establecidos.

Se pesaron 100 mg de muestra (fraccion indigestible de Sub-Z y Ex-US
previamente liofilizada) en un matraz Erlenmeyer de 50 mL. Se agregaron 16 mL
de medio anaerobio y se coloc6 un tapon de goma, se mantuvo en agitacion suave
(20 rpm) para hidratar la muestra y con CO2 para mantener el estado anaerobio
durante 16 h a 4°C. Pasado el tiempo, se adicioné a cada matraz 2 mL de in6culo
al 10% y se mantuvo en agitacion suave a 37°C por 24 h, todo en condiciones

anaerobias.
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Figura 8. Modelo de fermentacion coldnica
in vitro

Los blancos que se utilizaron en el estudio fue la muestra que no contenia sustrato
(blanco negativo, (B-)) y el que contenia lactulosa (L-7877, Sigma-Aldrich, USA)
como blanco positivo (B+) (sustrato completamente fermentable). La fermentacién
se detuvo con la adicion de 2 mL de hidréxido de sodio (JT Baker, México) 1 M.
Previo a esto, se tomaron alicuotas al inicio del estudio (0 h) y al primer dia (24 h)
para la medicion de pH (210, Hanna Instruments, USA) y conteo de bacterias
acido lacticas. Las muestras se centrifugaron (Allegra 25, Beckman Coulter, USA)
a 10000 rpm por 10 min y el sobrenadante se almacend a -30°C para el analisis de
los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) y los flavonoides disponibles después

de la fermentacion colénica in vitro.

4.6.2.1. Residuo no fermentable y materia seca desaparecida

El residuo no fermentable (RNF) es la fracciébn que no se utiliza por la microbiota
intestinal y que es excretada (Gofii y Martin-Carron, 1998). El RNF se calcul6 en
peso seco (ecuacion 11) y se expreso en miligramos (Saura-Calixto, Gofi, Martin
y Ferrer, 2003).

(11)



RNF (mg) = peso del residuo de la muestra — peso del residuo del blanco sin sustrato

Mientras que el porcentaje de la materia seca desaparecida (MSD) es la
prediccion de la produccién de los metabolitos finales (Gofi y Martin-Carrén,
1998). El sustrato no fermentado se valoré gravimétricamente, se utilizd la
ecuacion 12 para su calculo y se expresdé en porcentaje (Saura-Calixto y
colaboradores, 2003). Estas metodologias se calcularon para las muestras Sub-Z,
Ex-US y blanco positivo.

MSD (%) = (Peso inicial del sustrato seco — RNF) 100 (12)
(%) = (Peso inicial del sustrato seco) x

4.6.2.2. Recuento de bacterias acido lacticas
Se realiz6 el recuento de bacterias acido lacticas (BAL) en Sub-Z, Ex-US, B+ y B-,

al tiempo 0 y 24 h después de la fermentacion coldnica in vitro. Para la prepararon
diluciones decimales de las muestras, se tomaron 100 pL y se diluy6 en 900 uL de
caldo peptonado (DIBICO, México) previamente esterilizado (Wacs-1080, Wise
clave, USA). Se tomo 20 uL de cada dilucion y la siembra se realizé por extension
en placa. Para el conteo de bacterias &cido lacticas se utiliz6 agar Man, Rogosa y
Sharpe (MRS) (DIBICO, México) se incub6 a 37°C durante 48 h (IDF, 1997).

4.6.2.3. Cuantificacién e identificacion de acidos grasos de cadena corta
El método utilizado fue el reportado por Gofii y Martin-Carrén (1998), para lo cual,

se tomaron 400 pL de muestra (sobrenadante después de la fermentacién
colonica in vitro de Sub-Z, Ex-US, B+ y B-), se adicionaron 50 pyL de acido 2-
etilbutirico (Sigma-Aldrich, USA) como estandar interno, 50 uL de acido fosforico
(Fisher, Scientific, USA) grado HPLC y 500 uL de agua milli-Q. La mezcla se agit6
y filtro (0.22 pm y 33 mm, SLGVO033RB, Millex-GV, PVDF, Ireland).

Para la preparacion de la curva de calibracién, se utilizo el estandar puro de acido

acético, acido propidnico y acido butirico (Sigma-Aldrich, USA) a concentraciones
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de 20-400, 5-100 y 1.25-20 mg/L, respectivamente. Se inyectdé manualmente 1 pL
(Microliter, 701, HA-80330, Hamilton, USA) en el cromatografo de gases Perkin
Elmer (Clarus 500, USA) el cual cont6 con una columna capilar DB-FFAP (Free
Fatty Acid Phase, 15 m x 0.53 mm x 0.50 um, Agilent J&W GC, USA) y un detector
de ionizacion de llama (Zhao, Nyman y Jonsson, 2006). Se utilizé helio como gas
portador. La temperatura del detector e inyector fue de 240°C. Las condiciones
establecidas (rampas de temperatura, tiempo y velocidad) se muestran en la Tabla
5.

Tabla 5. Condiciones de separacién por cromatografia de gases

Temperatura Tiempo Velocidad
(°C) (min)
Inicial 70 2.00 16°C/min
2 180 1.00 20°C/min
3 200 15.00 Fin

La concentracion de AGCC se expres6 como mg/L y calculé en funcion de las
cantidades de &cido acético, propionico y butirico producidos en la fermentacion

colénica in vitro.

4.6.2.4. Cuantificacion e identificacion de flavonoides en un sistema

simulado de digestion en colon

La cuantificacion de flavonoides se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por
Saura-Calixto y colaboradores, (2010) con ligeras modificaciones. Las muestras

fermentadas por la microbiota intestinal se trataron previo a su cuantificacion.

Se tomaron 20 mg de muestra fermentada liofilizada (Sub-Z y Ex-US) previamente
y se suspendieron en 500 puL de agua desionizada y se agitd. Posteriormente, se
realizd una extraccion en fase solida en la cual se activo el cartucho Oasis HLB
(60 mg, 3cc, WAT094226, Waters, USA) con 1 mL de metanol (Meyer, México) y 2

mL de agua desionizada. Después la muestra se coloc6 dentro del cartucho. Para
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remover los componentes interferentes, la muestra se lavo con 9 mL de agua que
contenia 5% de metanol y 2% de &cido acético glacial (Meyer, México). Los
compuestos de interés (flavonoides) se eluyeron con 1 mL de metanol (Anexo 2).

Posteriormente, el metanol se evaporé con nitrégeno hasta sequedad y se
reconstituyd con 200 pL de solucion acuosa de acido acético grado HPLC (Sigma-
Aldrich, USA) (fase mavil inicial de HPLC). Las muestras se pasaron por un filtro
Gelman (membrana GHP (hydrophilic polypropylene), 4426, Acrodisc 13 mm,
Syringe Filters, Pall Life Sciences, USA) de 0.45 um y se almacenaron a -20°C

hasta su andlisis.

Los flavonoides se cuantificaron por HPLC de acuerdo con la metodologia
establecida por Diaz-Batalla y colaboradores, (2018), usando un detector con
arreglo de diodos (Waters 2996, USA) con automuestreador (Waters 717, USA) y
una columna Symmetry C18 (5 pm x 4.6 mm x 250 mm, WAT054275, Waters,
Ireland). La fase movil A fue acetonitrilo (JT Baker, USA) y la fase movil B fue
agua desionizada a pH de 2.8 ajustado con acido acético grado HPLC (Sigma-
Aldrich, USA). Para la elucién de los flavonoides y &cidos fendlicos, el gradiente
utilizado se describe en las Tablas 6 y 7, respectivamente. El volumen de

inyeccion fue de 20 pL.
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Tabla 6. Condiciones de separacion por HPLC. Flavonoides en colon

Tiempo (min) % Fase movil A % Fase movil B
0 0 100

10 65 35

15 80 20

16 95

17 96

18 20 80

19 0 100

20 0 100

Flujo: 1mL/min. Fase moévil A: acetonitrilo, Fase movil B: agua desionizada con
acido acético, pH 2.8.

Se utilizaron los espectros UV-vis para detectar flavonoides y acidos fendlicos. La
absorbancia para miricetina, quercetina, apigenina y kaempferol fue a 252, 254,
266 y 265 nm, respectivamente. Los &cidos fendlicos (acido gélico, cafeico,
vanilico, cumaérico, ferdlico, protocatecuico y cindmico; Sigma-Aldrich, USA) se
midieron a 269, 323, 260, 309, 322, 259 y 274 nm, respectivamente.

Tabla 7. Condiciones de separacion por HPLC. Acidos fendlicos en colon

Tiempo (min) % Fase movil A % Fase movil B
0 0 100

15 50 50

16 50 50

18 65 35

20 95

21 96 4

22 20 80

23 0 100

24 0 100

Flujo: 1ImL/min. Fase movil A: acetonitrilo, Fase mévil B: agua desionizada con
acido acético, pH 2.8.
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4.7. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se expresaron como la media
+ desviacién estdndar (DE). Se realizé un analisis de varianza de una via
(ANOVA) vy las diferencias entre las medias se determinaron a través de una
prueba de Tukey, con un nivel de significancia de p<0.05. Los resultados que se
analizaron de esta manera fueron los correspondientes a color, compuestos
fendlicos totales, antocianinas, capacidad antioxidante (ABTS, DPPH, FRAP) y

acidos grasos de cadena corta.

Se realiz6 un andlisis de t de Student con nivel de significancia de p<0.05. Las
respuestas utilizadas para esta prueba fue el resultado de las agliconas, analisis
microbiolégico, bioaccesibilidad de compuestos fendlicos totales, antocianinas,
flavonoides, capacidad antioxidante, contenido de fibra dietética y propiedades

funcionales, residuo no fermentable y materia seca desaparecida.

Por ultimo, se utilizo6 ANOVA vy la prueba de Tukey, asi como un analisis de t de
Student para el pH y las bacterias acido lacticas, después del proceso de
fermentacion coldnica. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el
paquete estadistico SPSS version 15.0, Sistema SPSS® para WINTM (SPSS Inc,

Chicago, lllinois).
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5. Resultados y discusiones

5.1. Maduraciéon comercial de la zarzamora

La maduracion de la zarzamora se caracteriza cuando todas las frutillas, por
completo, alcanzan un color mas oscuro, es decir, menos rojo y mas azul-purpura,
asi como un aumento en la acidez (Acosta-Montoya y colaboradores, 2010). El
estado de maduracion de la zarzamora impacta directamente en las
concentraciones de los compuestos fendlicos y su capacidad antioxidante, asi
como el contenido de fibra dietética (Rutz y colaboradores, 2012; Ferreira y
colaboradores, 2015).

Previo a la utilizacion y procesamiento de las zarzamoras (Rubus fruticosus cv.
Tupy), se obtuvo el grado de maduracién comercial del fruto, para ello, se observé

el color superficial, se midio el pH asi como los sélidos solubles totales (SST).

De las frutillas analizadas, el color superficial resultante fue negro, esto se puede
apreciar en la Figura 9, mientras que los valores de pH y SST fueron de 2.67 *
0.009 y 10.90 £ 0.1°Brix, respectivamente. De acuerdo con los datos presentados
en la Tabla 3, los valores encontrados en el presente estudio indican que las

zarzamoras se encontraron en el grado de maduracion comercial 3 (maduro).

Figura 9. Zarzamora cosechada (grado de
maduracién 3, color superficial negro azulado)
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En otros estudios se han reportado resultados similares, en zarzamoras (Rubus
spp. cv. Tupy) cultivadas en Brasil obtuvieron valores de pH y SST de 2.89 y 7
°Brix, respectivamente (Rutz y colaboradores, 2012), mientras que en zarzamoras
(Rubus adenotrichus Schiltdl) cultivadas en Costa Rica, el pH fue de 2.51, (Acosta-
Montoya y colaboradores, 2010), los frutos de ambos estudios se clasificaron en el

grado 3 de maduracion comercial.

5.2. Andlisis fisico y quimico del subproducto de la zarzamora y del extracto
ultrasonicado

5.2. Rendimiento del subproducto de la zarzamora
El subproducto de zarzamora (Sub-Z) fue obtenido al procesar la fruto en jugo, el

rendimiento alcanzado fue de 42.3% (423 g/kg de subproducto fresco o 4230 kg
de subproducto por tonelada de fruto). Este resultado fue alto en comparacién con
lo encontrado en otros frutos, como en piel y semillas de guayaba (alrededor del
12.5%) y en el procesamiento de mandarina, cuyo contenido de residuo en
cascara fue de 16% (Schiebe vy colaboradores, 2001; Ayala-Zavala,

Rosas-Dominguez, Vega-Vega y Gonzalez-Aguilar, 2010)

En zarzamora se ha reportado un rendimiento del suproducto del 20 al 30%
(Struck y colaboradores 2016), las diferencias obtenidas se deben probablemente
a las condiciones de proceso para la elaboracién del jugo y las variedades de

frutos.

Los subproductos agroindustriales son importantes, ya que representan una buena
fuente de compuestos bioactivos (Vatai, Skerget y colaboradores, 2009), los
cuales pueden ser utilizados en la industria alimentaria, farmacéutica o cosmética
(Da Fonseca y colaboradores, 2015). Ademas, el aprovechamiento de estos
subproductos disminuye la contaminacion ambiental, debido a que la mayoria de
esta materia organica (subproductos), ya no sera desechada y por lo tanto no
propiciarda la formacién de fauna nociva, agentes patdgenos y sustancias toxicas

en los cuales dafie al suelo, agua y aire y por consiguiente a los animales y los
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humanos (Aktar y Abdul, 2017; Pfaltzgraff, Cooper, Budarin y Clark, 2013; Saval y
colaboradores, 2012).

5.2.2. Evaluacion del color

El color es un pardmetro de calidad que el consumidor toma en cuenta cuando
selecciona y compra sus alimentos (Ngo, Wrolstad y Zhao, 2007). El color fue un
pardmetro que se analizd en el subproducto de zarzamora (Sub-Z), el extracto
ultrasonicado (Ex-US), el producto de ciruela pasa (CP) y el extracto de cascara
de uva (Ex-Uva).

En la Tabla 8 se puede observar que el Sub-Z y el Ex-Uva no mostraron
diferencias significativas (p>0.05) en el parametro de luminosidad (L), arrojando
menores valores (p<0.05) en comparacion con las otras muestras. Esto se puede
apreciar en la Figura 10, en donde se puede ver que fueron ligeramente mas
oscuras, ya que los valores reportados estuvieron préximos al cero, en una escala
del 0 al 100, donde cero es negro y cien es blanco. Mientras que en las
coordenadas a y b, todas las muestras se ubicaron en el cuadrante rojo amarillo,

siendo mayor y menor significativamente la muestra de Ex-US.

Tabla 8. Parametros de color obtenidos

Sub-Z Ex-US CP Ex-Uva
L 16.73+£0.00 2 35.77+£0.94° 37.97+£0.68° 18.85+8.70 2
a 16.77 +0.03 P© 22.08+1.30° 2.49+0.082 16.02 +4.03°
b 10.88 + 0.00° 597 +0.712 11.38 £ 0.35° 9.84 +2.64"
h° 32.98 +0.06 @ 15.09+0.86 2 77.64 £0.63° 32.44 +£13.77 2

Croma 20.00 + 0.02 P¢ 22.87+145° 11.65+0.33% 19.16 +1.81°

AE 20.40 £ 0.69 25.60 £ 0.58 7.41 +5.08

AE 20.36 = 0.00 20.45+0.20 19.70 £ 4.89

Sub-Z: subproducto de zarzamora, Ex-US: extracto ultrasonicado, CP: ciruela pasa, Ex-
UVA: extracto de cascara de uva.®¢ Diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

55



Para tener una idea mas clara mediante la percepcion a través del lente de una
camara, la apariencia visual de todas las muestras se observa en la Figura 10 (a-
d). Se aprecia que todas las muestras cuentan con colores rojizos, a excepcion de
la CP, quien tuvo un color café claro. Pero para tener una percepcion objetiva, los
colores de cada muestra se expresaron de manera sistematica (numeérica),
utilizando los valores de L, a y b obtenidos de cada muestra (Tabla 8), mediante

un calculador de color (Easy RGB, 2019).

Figura 10. Color superficial de a) subproducto de zarzamora, b) extracto del subproducto de
zarzamora ultrasonicado, c) ciruela pasa y d) extracto de cascara de uva.

De estos resultados, en la parte inferior izquierda de la Figura 10 (a-d), se
presenta un recuadro del color particular de cada muestra. Se observa que los
colores entre el calculador de color y el lente de la cAmara son diferentes, aunque
sea la misma muestra. Esto pudiera ser debido al tamafio de particula, a la luz
reflejada en el objeto, la iluminacion, la profundidad y la superficie (Stinco,
Fernandez-Vazquez, Escudero-Gilete, Heredia, Meléndez-Martinez y Vicario,
2012; Delmoro, Mufioz, Nadal, Clementz y Pranzetti, 2010).

Continuando con los parametros de color, el angulo h° se mide de 0° a 360°,
representando el tono rojo (0°), amarillo (90°), verde (180°) y azul (270°) y estan
relacionados con la tonalidad del color (Wrolstad y colaboradores, 2005). En
contexto con lo anterior, la muestra de CP presenté mayor valor en h° (p<0.05)
con respecto a las demas muestras (Tabla 8), mostrando un tono por lo tanto
amarillo, y las demas muestras tuvieron tonos rojos, ya que se acercaron a 0°.

Mendes, France de Souza, Da Silva, Oliveira y Pinto de Lima (2017) evaluaron
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frutillas como el arandano azul, zarzamora y fresa, y sus valores oscilaron entre 9

y 29°, presentando tonos rojizos.

En cuanto a Croma, este corresponde a la saturacion del color, y valores méas
altos representan la intensidad percibida por el ojo humano. Las muestras de Sub-
Z, Ex-US y Ex-Uva tuvieron altos valores de saturacion (p<0.05) en comparacion
con la CP. En extractos comerciales de otras fuentes naturales (Malien-Aubert,
Dangles y Amiot, 2001), especialmente de col roja (Brassica oleracea) y
chokeberry (Aronia melanocarpa), se obtuvieron valores de saturacién de color (en
promedio de 20) similares al presente trabajo con las muestras de Sub-Z, Ex-US 'y
el Ex-Uva.

Respecto a diferencia de color (AE) (Tabla 8), se puede observar que al comparar
el Sub-Z y Ex-US entre las muestras, todas presentaron mayores diferencias,
excepto el Ex-Uva con el Sub-Z (7.41 = 5.08), sin embargo estas diferencias
todavia son perceptibles ya que segun Choi, Kim y Lee, (2002), un valor mayor a

2, indica una diferencia notable del color.

Los pigmentos como las antocianinas son los responsables de dar coloracion a los
frutos como las berries y pueden ir desde rojos intensos, azules y hasta morados
(Rodriguez, Guzman, Andrade y Hernandez, 2010). Sin embargo, para dar estas
coloraciones, es importante el numero y orientacion de grupos hidroxilo y metoxilo
que conforma la estructura de las antocianinas; es decir, un incremento en la
hidroxilacion daran tonalidades azules, mientras que las metoxilaciones daran

tonos rojos (Garzon, 2008).

De acuerdo con la Unidon Europea, todos los colorantes derivados de las
antocianinas son reconocidos como colorantes naturales bajo la clasificacion de
E163, los cuales van desde E163a (cianidina: colorante alimentario rojo) hasta

E165f (petunidina: colorante alimentario rojo oscuro) (Wrolstad, 2004). Por lo
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tanto, ambas muestras (Sub-Z y Ex-US) podrian ser buena fuente de colorantes

naturales debido a la presencia de antocianinas.

5.2.3. Cuantificacion de acidos organicos

Los frutos acumulan &cidos organicos, los cuales se encuentran principalmente en
la pulpa y cascara en ciertas etapas de su desarrollo (Famiani, Battistelli,
Moscatello, Cruz-Castillo & Walker, 2015; Pande y Akoh, 2010). Estos acidos
organicos junto con los azucares simples, proporcionan el sabor de los frutos, por
lo tanto, estos compuestos le dan el aspecto sensorial que es de gran valor para el

consumidor (Mikulic-Petkovsek y colaboradores, 2012).

En el Sub-Z se identificaron y cuantificaron cinco acidos organicos (acido oxalico,
malico, citrico, fumarico y ascérbico) (Tabla 9). El acido malico fue el que presento
mayor porcentaje 93.1% con respecto a los demas acidos organicos encontrados,

mientras que el acido ascorbico representd el menor porcentaje (0.09%).

Tabla 9. Cuantificaciébn de acidos organicos (x DE) del subproducto de

zarzamora

Acido organico mg/100 g bs
Oxalico 59.51 + 8.18
Malico 5706.37 £ 123.38
Citrico 125.54 + 0.61
Fumarico 230.25 + 2.47
Ascorbico 6.00 £ 1.00

Total 6127.67

Media + desviacion estandar (n=3).

En varias frutos el acido malico es el mas predominante, como la baya silvestre
(Arbutus unedo L., Ericaceae), zarzamora (R. ulmifolius Schott), manzana (Malus
domestica Borkh), uva de mesa (Vitis vinifera L.) (Ruiz-Rodriguez y colaboradores,
2011; Morales y colaboradores, 2013; Liu, Zhang, y Zhao, 2013; Mufioz-Robredo,
Robledo, Manriquez, Molina y Defilippi, 2011). Blando, Gerardi, Renna, Castellano
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y Serio (2018) reportaron un contenido de acido malico en zarzamora con valores
similares al presente estudio. Cabe mencionar, que este compuesto es
comunmente utilizado en la industria alimentaria como acidulante en bebidas, asi
como potenciador de sabor (Chi, Wang, Wang, Khan y Chi, 2016), por lo que el
subproducto de zarzamora con este contenido de acido malico, podria ser buena
fuente como aditivo natural, ademas proveerle un color atractivo y otras

propiedades que pudiera presentar.

5.2.4. Perfil de acidos grasos del subproducto de zarzamora

Los resultados obtenidos del perfil de acidos grasos en el Sub-Z se presentan en
la Tabla 10. Los &cidos &cidos grasos que se identificaron y cuantificaron en la
muestra fueron el acido palmitico (C16:0), linolénico (C18:3n-3), araquidico
(C20:0) y eicosanoico (C20:1), obteniendo una concentracion total de 9.99 mg/100
g en base seca (bs). El &cido araquidico (4cido graso saturado) fue la que se
encontré en mayor concentracion y las mas bajas fueron el acido linolénico y

eicosanoico (acidos grasos poliinsaturados y monoinsaturados, respectivamente).

Tabla 10. Perfil de acidos grasos en el subproducto de zarzamora

Acidos grasos mg/100 g bs
Palmitico (C16:0) 1.68 £0.40
Linolénico (C18:3n-3) 0.43 £ 0.07
Araquidico (C20:0) 7.68 £ 1.88
Eicosanoico (C20:1) 0.20 £ 0.00
Total 9.99

Media + desviacion estandar (n=3).

Los &cidos grasos en las frutillas como arandano azul (Vaccinium myrtillus),
arandano silvestre (Vaccinium vitis-idaea), frambuesa (Rubus idaeus), arandano
negro (Aronia melanocarpa) y zarzamora (Rubus fruticosus), estan mayormente

en las semillas y se encuentran entre 4.4 y 12.2% de masa respecto al fruto en
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fresco, aunque esto depende de la variedad (Dulf, Andrei, Bunea y Socaciu, 2012;

Van Hoed y colaboradores, 2009).

La cantidad encontrada de acidos grasos en el Sub-Z fue menor en comparacion
con semillas de bayas como la frambuesa (Rubus idaeus L.), boysenberry (Rubus
ursinus x idaeus), zarzamora Marion (Rubus ursinus) y evergreen (Rubus
laciniatus Willd); salco (Sambucus nigra L.); arandano rojo (Vaccinium
macrocarpon), arandano azul (Vaccinium corymbosum) y fresa (Fragaria F. X
ananassa) (Bushman, Phillips, Isbell, Ou, Crane y Knapp, 2004; Fazio, Plastina,
Meijerink, Witkamp y Gabriele, 2013; Van Hoed y colaboradores, 2009).

5.2.5. Compuestos fendlicos y antocianinas monoméricas
Después del procesamiento de la zarzamora para la obtencion de jugo, se

generan alrededor del 20-30% de subproductos, los cuales contienen compuestos
antioxidantes (Ignat y colaboradores, 2011; Struck y colaboradores, 2016) y otros
compuestos bioactivos que pueden ser aprovechados. En el presente estudio se
determind el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y antocianinas en el
subproducto de zarzamora (Sub-Z), extracto de subproducto de zarzamora
ultrasonicado (Ex-US), ciruela pasa (CP) y extracto de cascara de uva (Ex-Uva)
(Tabla 11).

Tabla 11. Compuestos fendlicos totales (CFT) y antocianinas monoméricas en las
muestras de estudio

Muestra CFT (mg EAG/100 g bs) Antocianinas (mg/100 g bs)
Sub-zZ 4016.43+13.44¢ 364.53+7.36¢

Ex-US 1906.29+42.27°¢ 272.96+12.15°

CP 1362.98+52.84° ND*

Ex-Uva 950.15+8.392 19.49+1.88°

Sub-Z: subproducto de zarzamora; Ex-US: Extracto obtenido por ultrasonido (91% de
amplitud/15 min); CP: ciruela pasa, Ex-Uva: extracto de cascara de uva. 29 Indica diferencia
significativa (p<0.05) entre las muestras. *ND. No detectado
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Al analizar las muestras, el Sub-Z presentd mayor cantidad de CFT (p<0.05)
(4016.43+£13.44 mg/100 g bs), incluso dos y cuatro veces mas su contenido con
respecto a las otras muestras evaluadas. El mismo comportamiento fue observado
con el contenido de antocianinas, excepto en la CP, a la cual no se detectaron
estos compuestos, probablemente a la completa degradacion de las antocianinas
cuando se procesO la ciruela fresca a ciruela pasa (Donovan, Meyer y
Waterhouse, 1998).

Las antocianinas contenidas en las muestras representaron diferentes porcentajes
con relacién a la cantidad total de compuestos fendlicos, siendo de 9% para el
Sub-Z, de 14% para el Ex-US y de 2% para el Ex-Uva.

Estudios han reportado cantidades diferentes de fenoles totales, asi como en
antocianinas, tanto en fruto, pulpa y subproductos. Se han encontrado
concentraciones de compuestos fendlicos totales en arandano, zarzamora y fresa
de entre 272 y 944 mg EAG/100 g bs (Huang, Zhang, Liu y Li, 2012),

concentraciones menores respecto a lo reportado en el presente trabajo.

Acosta-Montoya y colaboradores, (2010), evaluaron en el fruto completo el
contenido fendlico y antocianinas en la zarzamora (Rubus adenotrichus Schitdl), y
los valores encontrados para los compuestos fendlicos fueron menores (3500 mg
EAG/100 g bs) y para las antociainas ligeramente mayores (520 mg/100 g) en
comparacién con el Sub-Z.

También, se han analizado el contenido de fenoles y antocianinas en diferentes
cultivares de zarzamora entre los afios 2005 y 2006 (Hull-2005, Chester-2006 y
Black Satin-2006), reportando valores de entre 1200 y 1400 mg EAG/100 g bs y
451 a 788 mg cianidin-3-gluc6sido/100 g bs, respectivamente (Dai, Gupte, Gates y
Mumper, 2009), teniendo la muestra estudiada en el presente trabajo, mayor

contenido de fenoles totales y menor contenido de antocianinas.
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En pulpa de diferentes frutillas como arandano negro, black elder, arandano
comun, zarzamora y frambuesa, reportaron las antocianinas en un rango de 49.1
hasta 844.4 mg/100 g bs Sadowska, Andrzejewska y Kloska (2017), y la
zarzamora (405.1 mg/100 g bs) fue la que present6 valores similares a lo obtenido
en el Sub-Z.

A pesar del contenido de fenoles y antocianinas reportado en frutos y pulpa, el alto
contenido de compuestos como las antocianinas, pueden permanecer en el
subproducto (semillas, piel y fibras), aunque las antocianinas presentan cierta
solubilidad, la gran mayoria de estos compuestos quedan unidos a la fibra
dietética (Struck y colaboradores, 2016).

Por ejemplo, en el orujo (semillas, piel y fibras) de zarzamora de cuatro
variedades, se evalud el contenido de fenoles totales destacando la variedad
Chester Thornless y Wild blackberry, con concentraciones de 3540 y 4828 mg
EAG/100 g bs, respectivamente (Jazié, Kukrié, Vulié¢ y Cetojevié-Simin, 2019). Con
el RZ estudiado, este fue ligeramente mayor a la variedad Chester Thornless y
menor en comparaciéon con Wild blackberry, incluso presenta casi dos veces
mayor concentracién en comparacion con subproductos de frutos, como las fresas
(Fragaria vesca), chokeberry (Aronia melanocarpa) y grosella negra (Ribes
nigrum), a pesar de haber obtenido la mayor cantidad de antocianinas en el
subproducto de chokeberry (191.03 mg/100 g bs) (Pieszka, Gogol, Pietras y
Pieszka, 2015).

Las diferencias encontradas entre los resultados del presente estudio y lo
reportado en la literatura, se puede deber a la composicibn de la matriz
alimentaria, origen geografico, cultivo, estado de maduracién, tiempo y tipo de
secado, métodos de extraccion (temperatura, tiempo y tipo de solvente), asi como
también el pH, luz, oxigeno, algunas enzimas y a los tratamientos térmicos
(Babbar, Harinder, Dewinder y Ramabhau, 2011; Rami¢ y colaboradores, 2015;

Pasquel, Da Fonseca, Barbero, Rezende y Martinez, 2014; Francis, 1989;
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Jackman, Yada, Tung & Speers, 1987; Wang y Xu, 2007; Solyom, Sola, Cocero y
Mato, 2014).

5.2.6. Identificacién de flavonoides (aglicones)

Generalmente, los flavonoides se encuentran en matrices complejas y para su facil
identificacion y cuantificacion deben estar como aglicones, es decir, flavonoides
libres de su azucar y para ello, se realizan hidrdlisis basica o acida (Nuutila,
Kammiovirta y Oksman-Caldentey, 2002; Stalikas, 2007).

Para su cuantificacion se realiz6 el andlisis por HPLC, en la Tabla 12 se presentan
los pardmetros analiticos obtenidos para cada uno de los aglicones (curvas de
regresion, coeficientes de determinacion, limites de deteccion y limites de

cuantificacion) y los tiempos de retencion.

Tabla 12. Limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) de los flavonoides en
HPLC

Tiempo de LOD LOQ
Estandar R?

retencion (min) (ng/mL) (ng/mL)
Acido galico 3.75 0.9996 0.1 2
Acido clorogénico 6.64 0.9997 0.6 3
Acido cafeico 9.12 0.9983 0.3 1
Quercetina-3-0O-B-D-glucosido  13.12 0.9998 0.2 4
Miricetina 17.68 0.9994 0.2 2
Luteolina 21.58 0.9999 0.5 3
Quercetina 22.01 0.9998 0.1 1
Apigenina 24.96 0.9996 0.7 5
Kaempferol 25.93 0.9986 0.3 4

En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos de aglicones del Sub-Z, asi
como del Ex-US. Los aglicones se encontraron en un intervalo de 1.34 a 55.87
mg/100 g bs para el Sub-Z y en el Ex-US fue de 0.25 a 80.68 mg/100 g bs. Se

observa que en el Ex-US se incremento el contenido de agliconas (101.98 mg/100
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g bs), 1.3 veces mas que el Sub-Z. Esto probablemente es debido al ultrasonido,
ya que puede existir fragmentacion de la matriz provocando una mejor penetracion
del liquido y por consiguiente, una mejor extraccion de estos compuestos

(Chemat, Rombaut, Sicaire, Meullemiestre, Fabiano-Tixier y Abert-Vian, 2017).

El acido cafeico fue el compuesto mayoritario en ambas muestras, siendo el Ex-
US el que presentd mayor concentracion. El segundo componente mayoritario
para el Sub-Z fue la miricetina, mientras que para el Ex-US fue la apigenina,
incluso en esta muestra se detectd concentraciones de acido clorogénico, no

encontrado en el Sub-Z.

Tabla 13. Compuestos fendlicos presentes en el subproducto de zarzamora (Sub-2) y
extracto del subproducto de zarzamora ultrasonicado (Ex-US) (mg/100 g bs)

Sub-Z Ex-US
Acidos fenolicos
Acido clorogénico ND A 0.25+0.00
Acido cafeico 55.87 £ 5.05* 80.68 + 0.95
Acido gélico ND ND
Flavonas
Apigenina 2.00+0.19* 6.09 £ 0.15
Luteolina 2.76+0.35* 3.81+0.31
Flavonoles
Quercetina 4,36 £0.22* 3.08 +0.27
Miricetina 9.58+0.72* 3.17+0.10
Kaempferol 1.34+£0.04 * 490+0.14
Flavonol glucosilado
Quercetina-3-glucdsido ND ND
Agliconas totales 75.91 101.98

AND: No detectado, “Existen diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras
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Probablemente el ultrasonido contribuyé a la liberacién de los flavonoides, ya que
hay rupturas del material vegetal y en consecuencia la liberacibn de estos
compuestos (Barbosa-Céanovas y Rodriguez, 2002).

En zarzamoras de la variedad Choctaw no se detectd miricetina, quercetina y
kaempferol, mientras que en la variedad Kiowa solo la miricetina estuvo presente
(Sellappan y colaboradores, 2002), Hakkinen, Karenlampi, Heinonen, Mykkanen y
Torronen (1999), encontraron que en frutillas de grosella negra y arandano, la
concentracion de miricetina fue mas alta que la quercetina, similares a los
obtenidos para el Sub-Z. Las diferencias sobre la concentraciéon de los flavonoides
pudiera ser por las condiciones climaticas, grado de maduracion o estrés de la

planta (Rutz y colaboradores, 2012) y la parte del fruto donde se encuentre.

5.2.7. Capacidad antioxidante

En los alimentos se encuentran compuestos antioxidantes hidrosolubles,
liposolubles o unidos a las paredes celulares, que no permiten una reaccion total
para estabilizar a los compuestos oxidantes (Kedare y Singh, 2011). Sin embargo,
se aplican diferentes métodos como ABTS, DPPH y FRAP para estimar esta
capacidad antioxidante. Los valores de la capacidad antioxidante del Sub-Z, Ex-
US, CP y Ex-Uva se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Capacidad antioxidante en las muestras de estudio

Muestra ABTS DPPH FRAP

(mg EAA/100 g bs) (umol ET/100 g bs) (umol Fe(I1)/100g bs)
Sub-Z 5422.38+£71.50° 13656.27+532.66° 12511.44+147.39¢
Ex-US 563.86+21.91° 21744.79+729.16° 3248.42+34.51°
CP 267.06+£13.862 16655.88+272.02°¢ 2842.23+109.41°
Ex-Uva 264.20+4.702 106.20+11.63? 2095.73+33.32

Sub-Z: subproducto de zarzamora; Ex-US: Extracto obtenido por ultrasonido (91% de
amplitud/15 min); CP: ciruela pasa, Ex-Uva: extracto de cascara de uva. 29 Indican diferencia
significativa (p<0.05) entre las muestras.
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La mayor capacidad antioxidante por ABTS (p<0.05) fue para el Sub-Z (5422.38 *
71.50 mg EAA/100 g bs), obteniendo casi 10 veces mas respecto al Ex-US
(563.86 = 21.91 mg EAA/100 g bs), siendo esta la segunda muestra con mayor
capacidad antioxidante por este método. EI mismo comportamiento se observé en
la cuantificacion de actividad antioxidante por FRAP, el Sub-Z tuvo mayor
capacidad para reducir el hierro (12511.44 + 147.39 umol Fe(l1)/100 g bs), casi 4
veces mas la capacidad antioxidante respecto a Ex-US (3248.42 + 34.51 pmol
Fe(11)/100 g bs). Mientras que en DPPH, el Ex-US present6 significativamente
mayor capacidad antioxidante (21744.79 + 729.16 umol ET/100 g bs), 1.3 veces
mas respecto a CP (16655.88 + 272.02 umol ET/100 g bs).

Es importante evallar la capacidad antioxidante con otros subproductos de frutos
qgque han sido estudiados. Saikia y Mahanta, (2016), evaluaron la capacidad
antioxidante por FRAP en subproductos de frutos, entre ellas la cascara de
mandarina (Citrus reticulata Blanco), uva birmana (Baccurea sapida Muell. Arg) y
sandia (Citrullus lanatus), ademas del orujo de pifia (Ananas comosus L. Merr), y
carambola (Averrhoa carambola L.), y encontraron un intervalo entre 685 a 6006
pumol Fe(11)/100 g bs; sobresaliendo la carambola, ya que present6 valores de
12250 pmol Fe(I1)/100 g bs. Esta capacidad antioxidante de reducir hierro fue

similar a lo encontrado en el Sub-Z del presente estudio.

Los compuestos responsables de la actividad antioxidante medida por el método
de FRAP, son principalmente los compuestos fendlicos ya que contribuyen
transfiriendo un electrén para reducir al ion férrico (Ill) a su forma ferrosa (ll)
(Huang, Ou y Prior, 2005), aunque la presencia de otros compuestos como los

tocoferoles, también pueden influir en la actividad antioxidante.

Segun Roginsky (2003), la orientacibn de la estructura de los compuestos
antioxidantes determina su actividad, ya que el grupo hidroxilo es el que
mayormente puede donar los atomos de hidroégeno y estabilizar a los radicales

libres, por lo que es de mayor relevancia la ubicacion de los grupos hidroxilo que
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su numero (Rice-Evans, Miller y Paganga, 1996; Mishra, Ojha y Chaudhury, 2012).
Por otro lado, el incremento de la capacidad antioxidante por DPPH en la muestra
del Ex-US, pudiera deberse a que el ultrasonido libera compuestos de la matriz
fibrosa y entre ellos los lipofilicos. De acuerdo con Pérez-Jiménez, Diaz-Rubio y
Saura-Calixto, (2013) establece que algunos compuestos fenolicos permanecen
en los residuos después de la extraccion, llamados polifenoles no extraibles, los
cuales estan asociados a macromoléculas como la fibra diétetica y con aplicacion
de tecnologias como el ultrasonido pudieran ser liberados y contribuir con la

capacidad antioxidante.

5.4. Analisis microbiol6gico

El recuento de mesofilos aerobios indica la calidad sanitaria de los alimentos
mediante el numero de colonias totales de microorganismos presentes en un
alimento, mientras que el recuento de las enterobacterias indican el numero de

coliformes totales (Anderson y Calderon, 1999).

Se realizé un andlisis microbioldgico de mesdfilos aerobios y enterobacterias al
Sub-Z, el Ex-US, la CP y el Ex-Uva (Tabla 15). En los productos comerciales (CP
y Ex-Uva) se encontraron mesdfilos aerobios (3.25 y 2.7 log UFC/g o mL,
respectivamente), mientras que en el Sub-Z y el Ex-US no se detectaron estos
microorganismos. Para enterobacterias no se presentd crecimiento en ninguna de
las muestras. Estos resultados indican la inocuidad de las muestras de
zarzamora.

Tabla 15. Andlisis microbiolégico en muestras de estudio

MUeStras Mesoéfilos aerobios Enterobacterias
(log UFC/mL) (log UFC/mL)

Sub-Z NDA ND

Ex-US ND ND

CP 3.25+.032 ND

Ex-Uva 2.70+0.822 ND

a Indica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras; ND: No
detectado. Sub-Z: subproducto de zarzamora, Ex-US: extracto
ultrasonicado, CP: ciruela pasa, Ex-Uva: extracto de uva
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Segun la NORMA Oficial Mexicana NOM-218-SSA1-2011, en los polvos para
preparar bebidas saborizadas no alcohdlicas, los limites maximos permitidos son
de 3.69 log UFC/g y para extractos de 1.69 log UFC/mL, por lo que la muestra de
CP se encontré dentro de lo establecido, mientras que el Ex-Uva sobrepaso los

limites permitidos.

Los productos comerciales del presente estudio son suplementos alimenticios, y
de acuerdo al Diario Oficial de la Federacion en el reglamento de control sanitario
de productos y servicios menciona que “la materia prima de los suplementos
alimenticios, deberd someterse a tratamientos, controles o procedimientos que
abatan la flora microbiana que la acompafia” (DOF-12-02-2016). Probablemente el
almacenamiento de Ex-Uva a temperatura ambiente tuvo impacto debido a que el
crecimiento de estos microorganismos es alrededor de 30 °C. Otros factores
podrian ser la contaminacion de la materia prima o manipulacién excesiva durante

el proceso de elaboracion.

5.10. Bioaccesibilidad
5.10.1. Compuestos fendélicos y antocianinas
Los antioxidantes comiUnmente estan unidos de forma natural con diferentes

macromoléculas como los hidratos de carbono, lipidos y proteinas de la matriz
alimentaria (Palafox-Carlos, Ayala-Zavala y Gonzélez-Aguilar, 2011). Para ser
absorbidos por la barrera intestinal, el complejo de moléculas presentes en el
alimento pasa por enzimas digestivas provocando la hidrdélisis parcial de su forma

conjugada a su forma libre.

Los compuestos antioxidantes que se encuentran en los alimentos poseen
propiedades biologicas, sin embargo, esto depende de la cantidad que se libera en
el intestino delgado (Carbonell-Capella y colaboradores, 2014). Por lo que la
bioaccesibilidad intestinal in vitro permite evaluar la liberacion de los compuestos

de la matriz alimentaria (Saura-Calixto, 2007).
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Los resultados de bioaccesibilidad in vitro de fenoles totales se pueden apreciar en
la Tabla 16. El subproducto de zarzamora bioaccesible (Sub-Z-B) presenté mayor
cantidad de fenoles en la fraccidén bioaccesible respecto al extracto ultrasonicado
bioaccesible (Ex-US-B), lo cual es proporcional al contenido de la muestra original
(sin someterlo a condiciones gastrointestinales), como se puede observar en los

resultados presentados en la Tabla 13.

Tabla 16. Compuestos fendlicos y antocianinas bioaccesibles en el subproducto de
zarzamora y el extracto del subproducto de zarzamora ultrasonicado

Sub-Z-B Ex-US-B
CFT (mg EAG/100 g bs) 1526.74 + 37.19 * 1313.72 + 25.09
Antocianinas (mg/100 g bs) 123.02 £ 9.26 138.47 £9.23

* Indica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras. Sub-Z-B: subproducto de
zarzamora bioaccesible, Ex-US-B: extracto del subproducto de zarzamora ultrasonicado
bioaccesible

Sin embargo, después del proceso digestivo los valores de compuestos fendélicos
en la muestra fueron menores respecto a la muestra original (Sub-Z y Ex-US)
(Tabla 13), representando el 38 y 68% para el Sub-Z-B y el Ex-US-B,
respectivamente. Este comportamiento fue similar a lo reportado en la cascara de
granada y moras negras (mulberry), ya que se encontré6 que el porcentaje de
absorcién de los compuestos fendlicos fue de 85y 19 %, respectivamente (Fawole
y Opara, 2016; Tomas, Toydemir, Boyacioglu, Hall, Beekwilder & Capanoglu,
2015).

La baja absorcion de los compuestos fendlicos totales a nivel intestinal puede
atribuirse a la degradaciéon que presentan estos compuestos, debido a las

condiciones alcalinas durante la digestion (Bouayed, Hoffmann y Bohn, 2011).

Por otro lado, durante o después del proceso de digestion los compuestos

fendlicos pueden cambiar su conformacion estructural o unirse a otros
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componentes del alimento ocasionando productos con baja absorcién (McDougall,
Dobson, Smith, Blake y Stewart, 2005; Dutra y colaboradores, 2017).

Otros factores pueden también afectar la liberacion de los compuestos
antioxidantes son la matriz del alimento, estructura quimica, solubilidad, peso
molecular y la posible interaccion con carbohidratos, lipidos o proteinas
(Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini y Conte, 2010; Barba, Mariutti, Bragagnolo,
Mercadante, Barbosa-Canovas y Orlien, 2017; Saura-Calixto, 2011; Quir0s-

Sauceda y colaboradores, 2014).

Por otro lado, la mayor bioaccesibilidad de los compuestos fenélicos observada en
la muestra de Ex-US sometida a un tratamiento de bioaccesibilidad (Ex-US-B)
respecto al subproducto Sub-Z-B, expuesto al mismo proceso se ha observado en
investigaciones previas (Ramirez-Moreno y colaboradores, 2018; Buniowska,
Carbonell-Capella, Frigola y Esteve, 2017), en las que demostré que jugos de
zarzamora y frutos exoticos tratados con ultrasonido tienen mayor bioaccesibilidad
(15 y 35%, respectivamente) comparado con muestras sin tratamiento. Esto puede
deberse a que el ultrasonido rompe las paredes celulares a través de la cavitacion
(crecimiento y colapso de burbujas en el medio) para su posible liberacion de los

compuestos (Hossain y colaboradores, 2012).

Respecto a la cantidad de antocianinas, las fracciones bioaccesibles no
presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre las muestras (Tabla 16). Sin
embargo, la absorcion en el Sub-Z-B y el Ex-US-B fue de 33.7 y 50.7%,
respectivamente. Este comportamiento fue similar a lo mencionado anteriormente
para los compuestos fendlicos y al igual que los fenoles, las antocianinas se
encuentran en mayor concentracion en el Ex-US-B. Sin embargo, al momento de
consumir alimentos que son ricos en antocianinas se dificulta su absorcion en
intestino delgado. Por lo tanto, el primer paso de la digestion es la hidrdlisis de
antocianinas a aglicones (antocianidinas), es decir, la estructura sin la molécula de

azucar, o bien, se degradan adicionalmente a &cidos fendlicos para lograr el
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transporte y el paso a la via porta incrementando su biodisponibilidad (Manach,

Williamson, Morand, Scalbert y Rémésy, 2005).

5.10.2. Flavonoides

Los flavonoides son considerados como compuestos antioxidantes los cuales
benefician a la salud humana, ya que se ha visto que disminuyen el riesgo de
enfermedades no transmisibles (cancer, enfermedades cardiovasculares) (Knekt y
colaboradores, 2002; Vargas y colaboradores, 2018; Lovegrove, Stainer y Hobbs,
2017). En la Tabla 17 se presenta el contenido de flavonoides en la muestra y
después del proceso de digestion in vitro (fraccion bioaccesible). En las muestras
evaluadas (Sub-Z y Ex-US), la concentracion de flavonoides estuvo representada
por el &cido clorogénico (28.16 + 0.74 y 85.30 = 8.92 mg/100 g bs,

respectivamente).

Rutz y colaboradores, (2012), encontraron que los niveles de acido galico
incrementan con la maduracion comercial del fruto, mientras que el acido cafeico y
la quercetina disminuyen. Como se menciond anteriormente, el estado de
maduracion de los frutos evaluados fue un estadio comercial considerado como

grado 3, por lo tanto, los resultados coinciden con lo reportado en la literatura.

Por otro lado, el acido clorogénico (85.30 £ 8.92 mg/100 g bs), el acido gélico
(3.80 £ 0.41 mg/100 g bs) v Q-3-G (3.11 += 0.77 mg/100 g bs) fueron
significativamente mayores en el Ex-US en comparacion con el Sub-Z, mientras
que el contenido de luteolina fue similar (p>0.05) entre ambas muestras. El
contenido total de flavonoides en la muestra original de Sub-Z y Ex-US fue de

29.49 y 92.36 mg/100 bs, respectivamente.

Lo anterior indica que el ultrasonido liberé alrededor de 3 veces mas el valor
reportado por el Sub-Z. Un incremento (1.3 veces) de estos compuestos también
fue observado en jugo de toronja en comparacién con un jugo de toronja sin

tratamiento por ultrasonido (Aadil, Zeng, Han y Sun, 2013).
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Tabla 17. Flavonoides en el subproducto de zarzamora (Sub-Z), extracto del
subproducto de zarzamora ultrasonicado (Ex-US) (mg/100 g bs) y su bioaccesibilidad

Compuesto Sub-Z Ex-US Sub-Z Ex-US
bioaccesible bioaccesible
(Sub-Z-B) (Ex-US-B)

Acidos fendlicos

Acido 28.16+0.74 * 85.30+8.92 ND ND

clorogénico

Acido cafeico ND ND ND ND

Acido gélico 0.93+0.02~* 3.80+0.41 0.45+0.00 0.46+0.02

Flavonas

Apigenina ND ND ND ND

Luteolina 0.16+0.00 0.15+0.00 0.19+0.02 0.15+0.00

Flavonoles

Quercetina ND ND ND ND

Miricetina ND ND ND ND

Kaempferol ND ND ND ND

Flavonol glucosilado

Quercetina-3-  0.24+0.02* 3.11+0.77 0.97+0.12** 0.18+0.02

glucosido

Flavonoides 29.49 92.36 1.61 0.80

totales

ND: No detectado. *Existen diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras originales.

**Existen diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras bioaccesibles.

La aplicacion del ultrasonido libera compuestos que se encuentran unidos
generalmente a la celulosa, hemicelulosa, lignina y proteinas (componentes de la
pared celular) (Wong, 2006).

Saikia y Mahanta, (2016) realizaron la cuantificaron del acido galico, clorogénico y

la quercetina presentes en cascara de mandarina, uva birmana y sandia, asi como
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en el orujo de pifia y carambola, después de la obtencién del jugo solo la cascara
de sandia presenté cantidades de &cido clorogénico (4.53 mg/100 g bs), el &cido
cafeico y la quercetina no se detectaron en la cdscara de sandia, mientras que el
acido galico mostré concentraciones de 5.51 mg/100 g bs, y la cascara de uva

birmana presenté 0.46 mg/100 g bs.

Comparado con el presente estudio, el Sub-Z mostr6 seis veces menos
concentracion del acido clorogénico, no se detectd acido cafeico y quercetina y

presentd dos veces mas concentracion del acido galico.

En la Tabla 17 se presenta la concentracion de los flavonoides bioaccesibles en la
muestra Sub-Z-B y Ex-US-B. Se observo que a excepcion del acido clorogénico,
los flavonoides como el &cido galico, luteolina y Q-3-G se mantuvieron estables

después del proceso digestivo.

En general, los flavonoides bioaccesibles no presentaron diferencias significativas
(p>0.05) a excepcion del Q-3-G (p<0.05), ya que el Sub-Z-B presentdé mayor
concentracion respecto al Ex-US-B. El porcentaje de bioaccesibilidad del acido
galico y la Q-3-G fue mayor en el Sub-Z-B (48 y > 100%, respectivamente) en
comparacion con la muestra ultrasonicada (Ex-US-B), mientras que la luteolina fue

totalmente bioaccesible en ambas muestras.

Aunque el ultrasonido liberé algunos compuestos fendlicos de la matriz fibrosa
(muestra original, Ex-US), el mayor porcentaje de flavonoides totales bioaccesibles
fue para Sub-Z-B (5.45%), mientras que el Ex-US-B fue bajo (< 1%). Esto se
puede deber a la reorganizacion molecular de las pectinas (formacién de una red
de fibra masfuerte), que impide la absorcion de los flavonoides cuando las
muestras se someten a un tratamiento de ultrasonido (Anese, Mirolo, Beraldo y
Lippe, 2013).
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Los flavonoides como el acido cafeico, apigenina, quercetina, miricetina y
kaempferol, no se encontraron en la fraccion dializada indicando que no estan
disponibles para su absorcién en el intestino delgado. Probablemente, puede
deberse a que estos compuestos forman complejos o se unen con fibra, lipidos o
proteinas. De acuerdo con otros autores, los flavonoides que permanecen unidos
a otros compuestos como fibra, lipidos o proteinas y llegan al intestino grueso y
pueden estar disponibles para su absorcion después de que la microbiota
intestinal establece su actividad enzimatica sobre ellos, o quizas contribuir con
cierta actividad quimiopreventiva en el colon (Selma, Espin y Toméas-Barberan,
2009; Acosta-Estrada y colaboradores, 2014)

La bioaccesibilidad intestinal in vitro del &cido clorogénico y la Q-3-G se ha
evaluado en cuatro variedades de manzana (Jonaprinz, Jonagold, Mutzu y Golden
Delicious), en la manzana Jonagold no se encontré acido clorogénico en la
fraccion dializada y la Q-3-G fue absorbida en su totalidad, incluso mayor al 100%,
comportamiento similar a lo encontrado en el Sub-Z-B del presente estudio
(Bouayed, Deul3er, Hoffmann y Bohn (2012)

El acido clorogénico no fue bioaccesible probablemente debido a su isomerizacion
(Farah, Guigon & Trugo, 2006; Kahle y colaboradores, 2011). Mientras que la
guercetina glucosilada es absorbida intacta por el transportador de sodio-glucosa
1 (SGLT 1) e hidrolizada por la B-glucosidasa en los enterocitos (Lotito, Zhang,
Yang, Crozier y Frei, 2011). Por lo tanto, algunos fenoles son transportados como
glucdsidos en el borde del cepillo de la mucosa intestinal y los encargados son los

transportadores de azlcar (Acosta-Estrada y colaboradores, 2014).

El consumo de acido gélico esta relacionado con beneficios en la salud, como en
el cancer. La apoptosis esta dada por un mecanismo fisiolégico en el cual se
provoca muerte celular de las células malignas sin afectar a las células normales o
sin provocar daflos en los tejidos cercanos (Tsai y colaboradores, 2018).

Recientemente se demostré que una concentracion baja de acido galico (5 pM)
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extraido de una hierba China (Galla chinesses) indujo la apoptosis de células
cancerigenas de estomago cuando se sometieron a largo tiempo de exposicion
(24 a 72 h) (Tsai y colaboradores, 2018).

Sin embargo, la concentracibn de compuestos antioxidantes que presenta algun
beneficio fisiolégico va a depender del propio compuesto y/o condiciones
circundantes, como el pH, temperatura, interaccion de compuestos fendlicos con
otros constituyentes de la dieta liberados durante la digestion, como hierro y otros
minerales, fibra dietética o proteinas, peso molecular y conformacién estructural
(Argyri, Komaitis y Kapsokefalou, 2006; Manach y colaboradores, 2004; Saura-
Calixto y colaboradores, 2007).

5.10.3. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante medida por ABTS y FRAP fue mayor significativamente
para el Sub-Z respecto al Ex-US, mientras que el Ex-US mostro elevada
capacidad antioxidante por DPPH en comparacién con el Sub-Z (Tabla 14).
Después del proceso digestivo (Tabla 18), la capacidad antioxidante disminuyo el
Sub-Z-B hasta en un 60 % en las tres metodologias evaluadas. Mientras que para
el Ex-US-B se retuvo alrededor del 100 % en la determinacion por ABTS y FRAP.
Sin embargo, la capacidad antioxidante dada por DPPH fue baja en ambas
muestras, 8.6% para el Sub-Z y 6.1% para el Ex-US. La drastica disminucion en
esta fraccion se puede atribuir a la disminucién de los compuestos antioxidantes
como lo revisamos anteriormente, ademas de los cambios conformacionales que
sufren los compuestos fendlicos debido a las modificaciones del pH (Arenas y
Trinidad, 2017), ya que la capacidad de atrapamiento de radicales libres depende
principalmente del nimero y posicion de grupos hidroxilo donador de hidrégeno en
los anillos aromaticos de los compuestos fendlicos (Tagliazucchi y colaboradores,
2010).
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Tabla 18. Capacidad antioxidante en la fraccidn bioaccesible del subproducto de
zarzamora (Sub-2) y el extracto del subproducto de zarzamora ultrasonicado (Ex-
us)

Capacidad antioxidante Sub-Z-B Ex-US-B

ABTS (mg EAA/100 g bs) 870.18 + 95.46 * 560.74 + 5.37
DPPH (umol ET/100 g bs) 1183.32 + 18.89 * 1346.19 + 28.09
FRAP (umol Fe(l1)/100 g bs) 4725.81 + 57.59 * 3899.57 + 186.55

* Indica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras Sub-Z-B: subproducto de
zarzamora bioaccesible, Ex-US-B: extracto del subproducto de zarzamora ultrasonicado
bioaccesible.

Respecto al porcentaje tan elevado de la capacidad antioxidante evaluada con el
método de FRAP después del proceso digestivo, se debié probablemente a que
esta metodologia se establece con valores bajos de pH (alrededor de 3.6), lo cual
permite una mayor estabilidad de los compuestos fendlicos y, por lo tanto, ejerce
su poder antioxidante reductor sobre el Fe*® (oxidante) (Benzie y colaboradores,
1996).

5.11. Fibra dietética

5.11.1. Contenido

Es bien conocido que los subproductos agroindustriales son ricos en fibra dietética
(FD). La FD contiene cantidades apreciables de colorantes, compuestos
antioxidantes y otras sustancias con efectos positivos sobre la salud (Ayala-Zavala
y colaboradores, 2011). La fibra dietética total, soluble e insoluble (FDT, FDS,
FDI), asi como sus propiedades funcionales del Sub-Z y un producto comercial a

base de ciruela pasa (CP) se muestran en la Tabla 19.
El elevado porcentaje de fibra dietética total fue alta para el subproducto (Sub-Z)

(44%) comparado con los productos comerciales como el CP que presentd un 8%.

Se encontrd el mismo comportamiento para la FDS (6%) y la FDI (38 %).
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Tabla 19. Fibra dietética y sus propiedades funcionales del subproducto de zarzamora
y ciruela pasa

Contenido de fibra dietética Sub-Z CP

Total (%) 44.26 + 0.09* 8.06 + 0.12
Soluble (%) 5.90 £ 0.52* 1.96 + 0.08
Insoluble (%) 38.35 + 0.39* 6.09 £ 0.29

Propiedad funcional

Capacidad de retencion de agua (g/g) 2.94 £ 0.10* 0.00 £0.00
Capacidad de hinchamiento (mL/g) 5.00 £ 0.00* 0.00 £ 0.00
Capacidad de retencion de lipidos (g/g) 1.98 + 0.03* 1.49 £ 0.02

Sub-Z: subproducto de zarzamora, CP: Ciruela pasa (producto comercial); * Indica diferencia
significativa (p<0.05) entre las muestras.

El contenido de fibra dietética del Sub-Z (44.26 %) fue similar a lo encontrado por
Figuerola, Hurtado, Estévez, Chiffelle y Asenjo, (2005), ya que evaluaron el
contenido de este componente en variedades de manzana y citricos (toronja,
limén y naranja), siendo la toronja Marsh la cual presenté valores similares (FDT,
FDS y FDI, 44.2, 6.4 y 37.8%, respectivamente). También se ha reportado el
contenido de FDI en la fresa (2.15%) y bagazo de uva roja (71.5%) Gofi, Diaz-
Rubio, Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, (2009).

5.11.2. Propiedades funcionales

Las propiedades funcionales como la capacidad de retencion de agua (CRA) y la
capacidad de hinchamiento (CH) se presentaron Unicamente en el Sub-Z, mientras
gue en la capacidad de retencién de lipidos (CRL) fue en ambas muestras (Sub-Z
y CP) (Tabla 19). La muestra Sub-Z presenté una mayor capacidad de retener
lipidos en comparacion con la otra muestra. Por lo tanto, el subproducto de
zarzamora pudiera ser considerado como un ingrediente con alto contenido de
fibra dietética para adicionarlo a alimentos con buenas propiedades de hidratacion.
Si estas propiedades funcionales se mantienen en los porductos que son

agregados, les aportara beneficios fisiologicos relacionados con la fibra, al mismo
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tiempo que me mejorara los parametros de calidad relacionados con la textura de

estos productos.

La fibra dietética tiene importantes propiedades funcionales que se relaciones con
beneficios fisioldgicos. La capacidad de retencion de agua (CRA) del subproducto
de zarzamora present6 un valor de 2.94 g/g de muestra (Tabla 19). Este valor fue
similar a lo encontrado a la toronja Marsh (2.26 g/g) (Figuerola y colaboradores,
2005).

La capacidad de hidratacion (CH) encontrada en la muestra del subproducto de
zarzamora fue de 5.00 mL/g y los valores de la CRL fueron de 1.98 g/g. Estos
valores fueron similares con lo encontrado por Figuerola y colaboradores, (2005).
en fibra de naranja valencia (6.11 mL/g) y mayor que los valores presentados en
fiboras de avena y manzana (2.3 y 3.4 mL/g respectivamente) de acuerdo con
Valencia y Roman (2006). La CRL (1.81 g/g). en la fibra de naranja valencia
encontrada por este mismo autor fue similar a lo encontrado para el subproducto

de zarzamora del presente estudio.

Las caracteristicas estructurales y la composicién quimica de la fibra (afinidad del
agua a sus componentes) juegan un papel importante en la absorcién de agua

(Figuerola y colaboradores, 2005).

Las propiedades funcionales de la fibra dietética son dependientes de la
proporcion de FDI/FDS, del método de extraccion de la fibra, asi como del tamafio
de particula (Maurya, Pandey, Rai, Porwal y Rai, 2015; Struck y colaboradores,
2016). De acuerdo con Auffret, Ralet, Guillon, Barry y Thibault (1994) y
Raghavendra y colaboradores, (2006) observaron que a menor tamafio de
particula que presentaba el subproducto de coco, aumentan las propiedades de
hidratacion (aprox. 550 um) y menor a eso, las propiedades disminuyen debido al

dafo de la matriz fibrosa y al colapso de los poros durante la molienda.
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La fibra dietética soluble se dispersa en agua, es decir, el agua se va
introduciendo en la estructura de la matriz fibrosa y esto provoca una propagacion
de macromoléculas (hinchazén) dispersandose completamente (Thebaudin,
Lefebvre, Harrington y Bourgeois, 1997). La FDS estad relacionada con la
capacidad de hinchamiento, ya que se caracteriza por la formacion de geles
viscosos, se le atribuyen propiedades fisiologicas como el provocar saciedad en el
individuo, fermentacion por la microbiota intestinal y en consecuencia la
produccion de acidos grasos de cadena corta, reduccion del tiempo de transito
gastrointestinal, lo que conlleva a una mejor absorcion y digestion de los alimentos
(Matos-Chamorro y Chambilla-Mamani, 2010; Saikia y Mahanta, 2016).

La fibra insoluble no se dispersa en agua, sino que atrapa a los compuestos
liposolubles y el agua quedando retenidos en la superficie de la fibra. Lo anterior
debido a la tension superficial en los poros de la matriz fibrosa o por que el agua
se une con puentes de hidrégeno, enlaces i6nicos y/o por las interacciones
hidrofébicas, esto sucede mayormente por mecanismos fisicos como la
centrifugacion (Matos-Chamorro y Chambilla-Mamani 2010; Thebaudin vy

colaboradores, 1997).

Las propiedades fisioldgicas de esta fibra insoluble es el de retener agua y lipidos,
por lo que puede arrastrar agua al colon para la formacion de heces mas
consistentes y blandas, ademas de aumentar su volumen hasta 20 veces su
masa, por lo tanto, es ideal para la prevencién de estrefiimiento (Zambrano,
Meléndez y Gallardo, 2001).

La fibra insoluble también puede transportar en su superficie a sales biliares,
colesterol y compuestos carcinogénicos, por lo que el paso acelerado de dichos
componentes por el intestino, permite la disminucién del tiempo que los
compuestos cancerigenos entran en contacto con las paredes intestinales,
haciendo que su eliminacién sea a través de las heces (Matos-Chamorro y
Chambilla-Mamani, 2010; Khattak, 2002; Saura-Calixto y colaboradores, 2003).
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Se ha reportado que las frutillas como la zarzamora contienen pectina,
componente importante de la fibra dietética soluble, ademas de celulosa y
hemicelulosa (FDI) , las cuales se encuentran formando parte de la fibra dietética
(Ferreira y colaboradores, 2015). Por todo lo anterior, el Sub-Z puede contribuir a
provocar saciedad en el individuo debido a su contenido de fibra dietética soluble y
por consiguiente prevenir el sobrepeso, ademas de prevenir el riesgo de cancer de
colon o hipocolesterolemia debido a su contenido en fibra dietética insoluble.

Desde el punto de vista tecnoldgico, las caracteristicas fisicoquimicas de la fibra
dietética también pueden ser aprovechadas por sus propiedades funcionales
(capacidad de unién al agua y formacion de geles, antiadherente, texturizantes y
efectos espesantes), ya que se pueden adicionar a los sistemas alimentarios. Esta
fibra dietética interviene en mejorar la textura, caracteristicas sensoriales y vida util

de los alimentos (Thebaudin y colaboradores, 1997).

Finalmente, las propiedades funcionales de la fibra dietética son las responsables
de los efectos fisiologicos y tecnoldgicos, los cuales estan influenciados por la
relacion de fibra insoluble y soluble, asi como el tamafio de particula, fuente de
fibra, grado y tipo de procesamiento llevado a cabo (Figuerola y colaboradores,
2005).

5.12. Fermentacion colénicain vitro
Los compuestos provenientes de la alimentacion que no son digeridos por las

enzimas digestivas en intestino delgado, pueden alcanzar el colon y ser
metabolizados por la microbiota intestinal (intestino grueso), a este proceso se le
llama fermentacidn coldnica en el cual los productos finales son acidos grasos de
cadena corta, CO2 y agua (Saura-Calixto y colaboradores, 2003), aunque la
disponibilidad del sustrato depende de su hidratacion antes de que se lleve a cabo
la fermentacion coldnica (Fernando, Brennan, Flint, Ranaweera, Bamunuarachchi
y Morton, 2010).
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5.12.1. Residuo no fermentado y materia seca desaparecida
Posterior a la fermentacion coldnica, se obtiene el residuo no fermentable (RNF),

que es la fraccion que no fue utilizada por la microbiota intestinal y que es
excretada, asi como la materia seca desaparecida (MSD), que es la prediccion de
la produccion de metabolitos finales (Gofi y Martin-Carron, 1998). Los resultados
de estos parametros, después del proceso de fermentacién coldnica in vitro, se

muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Residuo no fermentable (RNF) y porcentaje de materia seca
desaparecida (MSD) después de la fermentacion colénica in vitro

Lactulosa Sub-Z Ex-US
RNF (mg) 0.00 61.45 + 0.21* 6.3+1.27
MSD (%) 100.00 £ 0.45 38.55+0.21* 93.70+ 1.27

*Indica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras de estudio. Lactulosa:
Blanco positivo

Para el RNF se tomoO de referencia a la lactulosa como sustrato totalmente
fermentable (blanco positivo). Se observo que la microbiota no dejé lactulosa sin
fermentar (RNF), lo cual indica que los microorganismos la usaron en su totalidad
(Tabla 20).

El Ex-US fue el mas usado por las bacterias del colon, ya que quedaron sélo 6.3
mg de residuo no fermentado con relacion a la cantidad total del sustrato inicial
(100 mg), en comparaciéon con el Sub-Z, el cual se fermentd menos del 50%, lo

cual corresponde a 38 mg de la muestra.

La muestra ultrasonicada (Ex-US) presentdé una mayor concentracion de materia
seca desaparecida (MSD) (90 %), muy similar a los valores presentados para la
lactulosa (100 %) indicando que esta muestra es altamente fermentable. Este
valor presentado por la muestra Ex-US fue mayor a lo presentado por la muestra
del Sub-Z, quien tuvo cerca del 40% (Tabla 20). Estos sustratos son

metabolizados en menor o mayor grado por la microbiota intestinal, como fuente
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de carbono en el medio de fermentacion (Kaplan y Hutkins, 2000; Rossi y
colaboradores, 2005). Estos valores fueron similares a los presentados por Saura-

Calixto y colaboradores, (2003).

Los valores que encontraron estos autores (Saura-Calixto y colaboradores, 2003)
fueron de RNF de 1.20 mg y MSD del 98 % en muestras de fibra dietética en
cervezas (clara, oscura y sin alcohol) con diferentes grados de alcohol. En otros
estudios, en los cuales se evaluaron diferentes fibras comerciales, el valor para la
MSD en fibra kneipp (fibra de frutos, salvado de trigo y goma guar) y metamucil

(plantago), fue de 50 y 87%, respectivamente (Gofii y Martin-Carrén, 1998).

Comparando los resultados obtenidos en el presente trabajo, el Sub-Z reflejo
resultados similares a fibra kneipp, al igual que el Ex-US con respecto al
metamucil. Sin embargo, la MSD puede variar dependiendo del contenido y
composicién de la fibra, ya que la actividad de las enzimas que produce la
microbiota es especifica para poder consumir los compuestos metabolizables

(Wang y colaboradores, 2019).

5.12.2. pH durante la fermentacién col6nica in vitro
El valor mas alto (p<0.05) de pH que presentaron las muestras evaluadas durante

la fermentacién colonica en el momento cero (antes de la fermentacion colénica in
vitro), fue para el Sub-Z en comparacién con las otras muestras (Tabla 21).
Transcurridas las 24 h, la lactulosa obtuvo el menor valor (p<0.05). Comparando
antes y después de la fermentacion colonica in vitro (0 y 24 horas), se puede ver
que en todas las muestras disminuyé el pH significativamente, siendo el Sub-Z el
que disminuy6é considerablemente con 1.51, seguido de la lactulosa con 1,

respecto al tiempo inicial.
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Tabla 21. Medicion de pH en la fermentacion colénica in vitro

Muestra Oh 24 h
Lactulosa 7.84+0.302* 6.84 + 0.082
Blanco negativo 7.83+0.012* 7.24+£0.01°¢
Sub-Z 8.66 + 0.08 o * 7.15+0.03%°
Ex-US 7.85+0.03 &~ 7.02 +0.11°

a¢ |ndica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras de la
misma columna. * Indica diferencia significativa (p<0.05) entre 0 y 24
h entre las filas. Lactulosa: blanco positivo. Blanco negativo: muestra
sin sustrato.

Este comportamiento fue similar al Ex-US (0.83), mientras que con el Sub-Z fue
cercano al doble (1.51). La diferencia del pH en las muestras después del proceso
de fermentacion colonica es de gran relevancia, ya que al fermentarse la fibra
dietética se lleva a cabo la formacién de acidos grasos de cadena corta (acido
acético, propionico y butirico) y algunos &acidos fendlicos en el medio

(Saura-Calixto y colaboradores, 2010).

Los resultados del presente estudio en muestras de zarzamora fueron similares a
lo reportado por Diaz-Vela, Totosaus, Cruz-Guerrero y Pérez-Chabela, (2013),
quienes evaluaron el pH después de la fermentacion col6nica in vitro en harina de
cascara de tuna y pifia, se encontré que hubo una disminucion en el tiempo final
(10 h). Saura-Calixto y colaboradores, (2010), analizaron la diferencia de pH en
fibra dietética antioxidante de uva, cuando fue sometido al proceso de
fermentacién colonica in vitro, ellos obtuvieron un valor de 0.71 entre el pH inicial

y el final.

5.12.3. Recuento de bacterias acido lacticas
En la Tabla 22, se muestra el recuento de bacterias acido lacticas (BAL) de las

muestras de estudio después de la simulacion de fermentacion colénica, el cual

fue de 24 h. Respecto a la hora 0, se cuantificaron 1.27 Log UFC/mL mas en la
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lactulosa (p<0.05), el Sub-Z y el Ex-US fueron menores significativamente,

comportandose ambos de manera similar (p>0.05).

Tabla 22. Recuento de bacterias acido lacticas durante la
fermentacion coldnica in vitro

Oh 24 h
Muestra
Log UFC/mL Log UFC/mL
Lactulosa 5.27 £0.04¢* 7.07 £0.11°
Blanco negativo 4.71 £0.04°* 7.02 £0.032
Sub-Z 4.00+0.02&* 6.54 £0.042
Ex-US 4.01+0.02&* 6.97 £0.082

a¢ |ndica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras. * Indica
diferencia significativa (p<0.05) entre 0 y 24 h. Lactulosa: blanco positivo.
Blanco negativo: muestra sin sustrato.

Al finalizar la fermentacién colénica in vitro (24 h), se observdé el mismo
comportamiento que la hora 0. Finalmente, se puede ver que en todas las
muestras existe un aumento (p<0.05) en la masa bacteriana al transcurrir 24 h con
respecto al recuento inicial, siendo el Ex-US el que present6 el mayor crecimiento
de BAL, el cual fue de 2.97 Log UFC/mL.

Este comportamiento en la muestra de Ex-US, puede estar relacionado con la
fermentabilidad del sustrato (ver Tabla 20), de acuerdo con Saura-Calixto y
colaboradores, (2003), el aumento de masa bacteriana es considerado como uno
de los productos del proceso de fermentacidon colonica y como se mencion6
anteriormente, el Ex-US presentd mayor porcentaje de materia seca desaparecida

y por lo tanto hubo mayor crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL).

Por otro lado, la menor carga microbiana encontrada a las 24 horas en las
muestras de estudio comparado con la lactulosa, probablemente se debe a la
presencia de algunos compuestos antimicrobianos como los fenoles, los cuales

pudieran estar inhibiendo su crecimiento (Cueva y colaboradores, 2013).
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5.12.4. Acidos grasos de cadena corta (AGCC)

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) son los productos finales cuando se
fermenta la fibra dietética (principalmente fibra soluble) en el colon (Saura-Calixto
y colaboradores, 2010). En la Tabla 23 se presenta el contenido de acidos grasos
de cadena corta derivado de la fermentacién coldnica in vitro. El acido acético y
propionico se presentaron en mayor concentracion en la muestra Ex-US. La
muestra del Sub-Z y el Ex-US presentaron resultados similares en la produccion
de acido butirico (p>0.05), mientras que la lactulosa mostr0 5 veces mas la

concentracion de las muestras de estudio.

Tabla 23. Cuantificaciébn de &cidos grasos de cadena corta después de la
fermentacion colonica in vitro (mg/L)

Muestra Acido acético Acido propiénico  Acido butirico
Lactulosa 120.36 £ 3.68 @ 17.47 £0.29°¢ 8.78+0.57°¢
Blanco negativo ~ 254.91 + 2.96°¢ 15.23 +0.11° 2.77 £ 0.03"
Sub-Z 178.16 + 3.06° 10.62 £ 0.042 1.67+0.042
Ex-US 387.65 + 3.60¢ 20.17 +0.15¢ 1.67+0.032

ad |ndica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras. Lactulosa: blanco positivo,.
Blanco negativo: muestra sin sustrato.

En general, en las muestras de estudios se observd que el compuesto
mayormente producido fue el acido acético, mientras que el menor fue el acido
butirico. La concentracién del acido butirico es muy baja en comparacion con un
estudio realizado por Kamiloglu y colaboradores, (2015), analizaron la produccién
de acidos grasos de cadena corta cuando fue fermentada la fibra dietética
contenida en zanahoria negra entera (Daucus carota L. spp. sativus var.
atrorubens Alef.), piel y orujo. Se observé que cuando transcurrieron 24 h, el
contenido de acido butirico fue de 45 mg/L y no se presentaron diferencias

significativas entre las partes del fruto evaluadas.

Los resultados obtenidos en las muestras de Ex-US y el Sub-Z para el acido

acetico, fueron similares a un estudio con harina de cascara de tuna y pifia, los
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cuales son subproductos agroindustriales con elevado contenido en fibra dietética,
estos se sometieron al proceso de fermentacion colbnica in vitro, se observé que
la produccién de &cido acético fue de 380 y 220 mg/L para la cdscara de tuna y
pifia, respectivamente (Diaz-Vela y colaboradores, 2013). Estos AGCC se
encuentran generalmente en porcentajes de 60 al 75% para el acido acetico, del
15 al 25% para el acido propionico y del 10 al 15% para el acido butirico. Sin
embargo, Ros, Martinez y Valencia, (2011), establecen que la produccion de
acidos grasos de cadena corta en el colon puede depender de la edad y de la
dieta, ya que una restriccion dietética provocara una concentracion total menor de
AGCC.

Este comportamiento ha sido observado en trabajos previos (Cantu-Jungles,
Cipriani, Lacomini, Hamaker y Cordeiro, 2017), en el que se realiz6 la
fermentacién coldnica de polisacaridos presentes en los duraznos de palma
(Bactris gasipaes Kunth), fruto consumido en Brasil. Posterior a la fermentacion,
se llevd a cabo la cuantificacion de AGCC, entre ellos, el acido propidénico. Los
resultados fueron comparados con un blanco sin sustrato y fructooligosacéridos, y
obtuvieron concentraciones en orden ascendente, el blanco sin sustrato, los

fructooligosacéridos y los polisacaridos del durazno de palma.

Las diferencias entre los estudios comparados pueden ser debido a que se utilizan
diferentes metodologias y sistemas para realizar el proceso de fermentacion
colonica in vitro. En el presente estudio se us6 un sistema cerrado discontinuo,
mientras que Kamiloglu y colaboradores, (2015) utilizaron un sistema complejo y
costoso llamando simulador de ecosistema microbiano intestinal humano (SHIME,
por sus siglas en inglés), en donde probablemente las condiciones son mas

controladas.

La presencia de los AGCC en el colon, proveniente de la fermentacion es de gran
importancia fisiolégica. El &cido acético tiene una funcion fisiolégica muy

importante, ya que participa como fuente de energia en tejidos periféricos,
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mientras que el acido propionico posee efecto hipocolesterolémico, regulando el
metabolismo de los lipidos (Gofi, Diaz-Rubio y Saura-Calixto, 2009; Wolever,
Spadafora y Eshuis, 1991).

El acido butirico es la fuente principal de energia de los colonocitos, y se ha
reportado que previene el cancer de colorrectal, ya que nutre a la mucosa del
colon, ademés patrticipa en la diferenciacién de las células y en la apoptosis de las
células cancerigenas (Wu, Wu, He, Wu, Wang y Liu, 2018; Cantu-Jungles y
colaboradores, 2017), sin embargo, es el AGCC se encontr6 en baja

concentracion en las muestras de los subproductos de zarzamora.

Por otro lado, la disminucién del pH contribuye a una composicién adecuada de la
microbiota intestinal, ya que aumenta el nimero y variedad de bacterias benéficas
como Lactobacilos y Bifidobacterias, y la disminucion de otras bacterias como
Clostridium, Bacteroides, etc. (Gofii y colaboradores, 2009). Ademas estos acidos
grasos promueven la absorcion de agua, con lo cual ayuda a una pronta
recuperacion en problemas diarreicos (Younes, Coudray, Bellanger, Demigné,

Rayssiguier y Rémésy, 2001; Topping, Fukushima y Bird, 2003).

Sin embargo, la produccion y cantidad de los AGCC va a depender de la
microbiota del colon, asi como la disponibilidad del sustrato y el tiempo para que
sea utilizado por dicha microbiota (Fernando y colaboradores, 2010; Rios-Covian y
colaboradores, 2016). Mientras que la absorciéon de la mayoria de estos AGCC
depende de los colonocitos, los cuales son metabolizados por las células en
distintos tejidos, incluyendo las células del intestino grueso, mientras que un
porcentaje pequeio (5-10%) es excretado por las heces (Wang y colaboradores,
2019).

5.12.5. Cuantificacion de flavonoides en colon
Los fenoles y otros compuestos no digeribles llegan al colon y pueden convertirse

en sustrato, el cual es fermentado por la microbiota intestinal (Saura-Calixto y
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colaboradores, 2007). Durante el proceso de fermentacién col6nica in vitro
algunos flavonoides pudieran ser liberados de la matriz fibrosa por medio de las

enzimas que produce la microbiota intestinal en condiciones normales.

En la muestra del Sub-Z la quercetina se encontré6 en mayor concentracion en
comparacion con el Ex-US. Esto quizas esta relacionado con la cantidad total de
dicho compuesto en el Sub-Z, ya que cuando se realizé la hidrélisis quimica (Tabla
13) la quercetina estaba en mayor cantidad en el Sub-Z (4.36 mg/100 g bs)
respecto al Ex-US (3.08 mg/100 g bs) (Tabla 24). Por lo tanto, el porcentaje de
bioaccesibilidad de quercetina en intestino grueso fue de 6.8 y 6.1 %,
respectivamente. Un comportamiento opuesto ocurrié en la miricetina, en donde el
Ex-US fue el que tuvo mayor valor respecto al Sub-Z, presentando un 13.2% de

bioaccesibilidad en colon.

Tabla 24. Cuantificacion de flavonoides en la fermentacion
coldnica in vitro (mg/100 g bs)

Flavonoides Sub-Z Ex-US
Quercetina 0.30 £ 0.04 0.19 £ 0.03
Miricetina ND 0.42 £ 0.03
Total 0.30 0.61

ND. No determinado

El contenido total de flavonoides liberados por la microbiota intestinal y que
llegaron intactos al colon fue el doble para el Ex-US (0.30 mg/100 g bs) respecto al
Sub-Z (0.61 mg/100 g bs) (Tabla 24). Los flavonoides restantes no identificados
en esta seccion del tracto gastrointestinal probablemente fueron transformados por

la microbiota a compuestos mas pequefios (Van de Velde y colaboradores, 2018).

Existen dos rutas por las que los compuestos fendlicos pueden encontrarse en el
colon, la primera es que después de 24 h de fermentacion coldnica los fenoles

llegan intactos, una vez que las enzimas de la microbiota los liberan de la matriz
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alimentaria; y la segunda es que se pueden producir metabolitos después de esta
fermentacion, tales como los acidos fenilacéticos, fenilpropiénicos y fenilvaléricos
(Ozdal y colaboradores, 2016).

Este hecho puede tener importantes repercusiones en la salud del huésped ya que
el intestino grueso estd expuesto constantemente a agentes oxidantes y cuya
accion requiere sistemas antioxidantes enddgenos y exdgenos, para contrarrestar
dichos procesos oxidativos (Deprez, Mila, Huneau, Tomé y Scalbert, 2001;

Halliwell Zhao y Whitean, 2000; Saura-Calixto y colaboradores, 2007).
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6. Conclusiones

El subproducto de zarzamora fue caracterizado por la presencia de acidos
organicos acido oxalico, citrico, fumarico, ascorbico y en mayor concentracion

acido malico contribuyendo con un sabor acido.

La presencia de compuestos fendlicos totales, antocianinas en gran concentracion

en el subproducto de zarzamora contribuy6 a la capacidad antioxidante.

De los compuestos fendlicos presentes en el extracto ultrasonicado, el acido
clorogénico se identifico en mayor concentracion en ambas muestras (Sub-Z y Ex-
US). Sin embargo, los compuestos que presentaron una mayor bioaccesibilidad
intestinal in vitro fueron el acido galico y la luteolina en el subproducto de

Zarzamora.

El contenido de fibra dietética presente en el subproducto de zarzamora es alto
(44%) en comparacion con otras frutas. Las propiedades que presenta esta fibra
fueron la capacidad de retencion de agua, capacidad de hinchamiento y la
capacidad de retencion de lipidos en comparacion con un producto comercial a

base de ciruela pasa.

El extracto ultrasonicado presentd6 mayor porcentaje de materia seca
desaparecida, asi como mayor recuento de bacterias acido lacticas, la generacién
de acidos grasos de cadena corta (acido acético y propionico) y elevado
porcentaje bioaccesible de miricetina en colon, respecto al subproducto de
zarzamora. Por lo que el ultrasonido permite mayor disponibilidad del sustrato para

dichas bacterias y en consecuencia la formacién de los productos mencionados.

Este trabajo contribuye a demostrar que los productos derivados del procesamiento de la
zarzamora constituyen importantes fuentes de nutrientes y antioxidantes que pueden ser utilizados
como aditivo en los alimentos o como nutracéuticos en lugar de ser desechados y considerados
como una fuente importante de contaminacién en los suelos. El ultrasonido es una tecnologia
emergente que puede ser utilizada para una liberacion de compuestos antioxidantes de la matriz
alimentaria de los residuos de zarzamora y por lo tanto contar con el beneficio fisiolégico atribuido
a estos compuestos antioxidantes. Lo anterior, por tanto contribuye a dar un valor agregado a los
productores de este fruto.
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ANEXOS

Anexo 1. Curvas de calibracion del perfil de &cidos grasos
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Anexo 2. Preparacion del medio anaerobio (fermentacion coldnica in vitro)

Medio anaerobio (por 1000 mL de agua desionizada)

2.5 g de tripticaseina (DIBICO, México)

125 pL de solucion micromineral

250 mL de solucién buffer

250 mL de solucion macromineral

1.25 mL de solucién de resazurina 0.1% (p/v) (Sigma-Aldrich, USA)

e Solucion micromineral (por 5 mL de agua desionizada)

660 mg de cloruro de calcio dihidratado (CaCl,*2H-0) (Sigma-Aldrich, USA)

500 mg de cloruro de manganeso tetrahidratado (MnCl.*4H.0) (Sigma-Aldrich, USA)
50 mg de cloruro de cobalto hexahidratado (CoCl,+6H,0) (Sigma-Aldrich, USA)

400 mg de de cloruro férrico hexahidratado (FeCls*6H20) (Sigma-Aldrich, USA)

e Solucion buffer (por 250 mL agua desionizada)
1.0 g de bicarbonato de amonio ((NHs) HCO3) (JT Baker, México)
8.75 g de bicarbonato de sodio (NaHCOs) (JT Baker, México)

e Solucion macromineral (por 250 mL de agua desionizada)

1.42 g de fosfato de sodio dibasico (Na;HPO.) (Meyer, México)

1.55 g de fosfato de sodio monobasico (KH.PO.) (Meyer, México)

0.15 g de sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4+7H.0) (Sigma-Aldrich, USA)

e Solucion reductora (por 33.5 mL de agua desionizada)

0.20 g de clorhidrato de cisteina (Sigma-Aldrich, USA)

0.20 g sulfuro de sodio nonahidratado (Na»S+9H,0) (Sigma-Aldrich, USA)
1.34 mL de hidroxido de sodio (NaOH) 1 M (JT Baker, México)
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Anexo 3. Extraccion en fase solida

1. Acondicionamiento 2. Colocacién de muestra 3. Lavado 4, Elucién
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Blackberry fruit processing generates residues comprised of peel, seeds, and pulp that are abundant in flavonoids, colorants,
and organic acids. The objective of this study was to determine the organic acids, antioxidants, and dietary fiber content of
blackberry residues and compare antioxidants and dietary fiber content of a prune-based commercial product. The ABTS, DPPH,
and FRAP methodologies were used for antioxidant capacity. The blackberry residues exhibited a high amount of malic acid
(5706.37 mg/100 g db), phenols (4016.43 mg GAE/100 g db), and anthocyanins content (364.53 mg/100 g db) compared with the
commercial product. These compounds contributed to the antioxidant capacity (by ABTS) of both products but were 20 times
higher in blackberry residues. The fruit residues were able to reduce iron (by FRAP) 4.4 times compared to the prune-based product.
Total dietary fiber (44.26%) and functional properties as water retention capacity (2.94 g/g), swelling capacity (5.00 mL/g), and fat
absorption capacity (1.98 mL/g) of blackberry residues were significantly higher than those of the commercial sample. The results
demonstrated that, due to its antioxidant compounds and functional properties, the blackberry residue can be considered a source
of components with potential benefit to human health.

1. Introduction

Berries are mainly consumed fresh but are also used to
manufacture products such as juices and concentrates [1]. The
residues generated after separation of peels, seeds (4.4% to
12.2%), and pulp are commonly discarded by the industry but
still have flavonoids, colorants, pectins, and organic acids [2-
4] that can be used or recovered.

Organic acids and sugars are soluble constituents in
berries that are responsible for taste and serve as an index of
fruit ripeness; both factors affect consumer acceptability [5].

Previous research has reported that different species of whole
berries contain organic acids such as citric, malic, tartaric,
fumaric, and shikimic acids in total content ranges of 21.5
to 235 mmol/kg, specifically of 45.1 mmol/kg for the fruti-
cosus species [6]. Published literature about the content of
these individual compounds in blackberry (Rubus fruticosus)
residues was not found.

Blackberry (Rubus fruticosus) fruits also contain phenolic
compounds as anthocyanins, flavonols, chlorogenic acid, and
procyanidins, which can have beneficial effects on human
health [7]. Phenols are considered compounds with potent
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