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RESUMEN

Debido al alto consumo y la transformacion industrial de la parte comestible de la
fruta, se generan desechos como la cascara y semillas, y si existen en grandes
cantidades pueden contaminar el ambiente. Por esta razén, se deben buscar
recursos y/o el uso de valor afladido para los desechos de frutas. Una alternativa
seria recuperar los componentes bioactivos, por ejemplo los compuestos fendlicos
para hacer pleno uso de ellos en la industria alimentaria. Por lo que existe una gran
demanda en desarrollar métodos de extraccién de compuestos bioactivos eficientes
para reducir el tiempo de extraccion e incrementar el rendimiento y la actividad
antioxidante. Las tecnologias emergentes pueden ser una alternativa para la
extraccion de compuestos. Se ha demostrado que el ultrasonido mejora el proceso
de extraccion siendo menos drastico por lo que el objetivo fue optimizar la extraccion
de antioxidantes de un residuo de zarzamora (Rubus fructicosus), empleando termo-
ultrasonido (T-US) para su utilizacibon como aditivo en yogurt. Se realizd la
optimizacion de la extraccion de compuestos fendlicos totales (CFT) y antocianinas
del residuo de zarzamora liofilizado empleando la metodologia de superficie de
respuesta con un disefio central compuesto rotable. Se utilizd un equipo de
ultrasonido (VCX-1500) las variables independientes fueron amplitud (80 a 90%) y
tiempo (10-15 min), se control6 la temperatura de salida a 25°C. Se midi6 su
actividad antioxidante por ABTS y DPPH. Después de la optimizacién, a manera de
comparacion, se obtuvo un extracto acuoso, etandlico y por termo-ultrasonido.
Posteriormente, el extracto que obtuvo mayor cantidad de compuestos fendlicos asi
como su actividad antioxidante fue el que se agreg6 a un yogurt (YN-E), otra muestra
sin extracto fue considerada como yogurt control (Y-N) y por dltimo, un yogurt
comercial (Y-C) fue analizado. Se evalu6 actividad antioxidante en las muestras de
yogurt y se realizd un andlisis sensorial. Los resultados mostraron que las variables
dependientes se ajustaron al disefio experimental mostrando R?> 0.94. En el andlisis
de regresion se observd mayor extraccion de fenoles siendo influenciada por
amplitud (b11) y tiempo (b22), ambos con p<0.0001. Mientras que el tiempo (bz) causd

efecto sobre las antocianinas (p<0.0001). La actividad antioxidante por ABTS
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presentd cambios (p<0.0001) con el tiempo (b)) y para DPPH fue la interaccion
entre las variables. La condicidén Optima de extraccion de los compuestos fendlicos y
antocianinas, asi como su actividad antioxidante del residuo de zarzamora, fue 90%
de amplitud durante 15min.En cuanto a los resultados obtenidos en la comparacion
de extractos, los CFT extraidos por T-US duplico la cantidad (1201.23 mg EAG/100g
bs) con respecto al control. Sin embargo, la mayor extraccion de antocianinas fue
con etanol (593.58 mg Cy-3-Gl/100g bs). EI T-US present6 mayor actividad
antioxidante por ABTS y DPPH (6318.98 umol ET/100g bs; 9617.22 umol ET/100g
bs, respectivamente). Por lo tanto, el extracto obtenido por termo-ultrasonido fue el
adicionado al yogurt. Dentro de los resultados del yogurt, se mostré6 que el YN-E
presentd mayor cantidad tanto de CFT (109.55 mg EAG/L) y antocianinas (9.52 mg
Cy-3-Gl/L), asi como de actividad antioxidante por ABTS (330.44 umol ET/L) y DPPH
(68.58 pumol ET/L), respecto a las demas muestras. El extracto obtenido por Termo-
ultrasonido demostro tener mayor cantidad de compuestos antioxidantes al igual que

el yogurt adicionado con el extracto.
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ABSTRACT

Due to the high consumption and industrial transformation of the edible portion of the
fruit wastes such as skins and seeds are generated, and if there are large amounts
can contaminate the environment. Therefore, look for resources and/or the use of
added value for fruit waste. An alternative would recover bioactive compounds, such
phenolic compounds for making full use of them in the food industry. So there is a
great demand to develop efficient methods of extracting bioactive compounds to
reduce the extraction time and increase performance and antioxidant activity.
Emerging technologies may be an alternative for the extraction of compounds. It has
been shown that ultrasound improves the extraction process being less drastic so the
objective was to optimize the extraction of antioxidants from a residue of blackberry
(Rubus fructicosus) using thermo-ultrasound (T-US) for use as an additive in yogurt.
We are optimizing the extraction of total phenolics content (TPC) and anthocyanins
blackberry residue lyophilized using the response surface methodology with a
rotatable central composite design was performed. Ultrasound equipment (VCX-
1500) were the independent variables amplitude (80-90%) and time (10-15 min), the
outlet temperature was controlled at 25 °C was used. Their antioxidant activity by
ABTS and DPPH was measured. After optimization, by way of comparison, an
aqueous, ethanolic and thermo-ultrasonic extract was obtained. Subsequently, the
extract obtained as phenolics and antioxidant activity was that a yogurt (YN-E) was
added, another sample without extract was regarded as control yogurt (Y-N) and
finally a commercial yogurt (Y-C) was analyzed. Antioxidant activity was evaluated in
yogurt samples and a sensory analysis. The results showed that the dependent
variables were adjusted to the experimental design showing R*:0.94. In the
regression analysis increased extraction of phenols being influenced by amplitude
(b11) and time (b2,), both with p<0.0001 was observed. The time (b,) causing effect on
anthocyanins(p<0.0001). The antioxidant activity by ABTS showed changes
(p<0.0001) over time (b22) and DPPH was the interaction between variables. The
optimum condition of extraction of phenolic compounds and anthocyanins and their

antioxidant activity blackberry residue was 90% amplitude for 15 min. As for the
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results of the comparison of extracts, extracted by T-US doubled the amount of TPC
(1201.23 mg GAE/100g bs) respect to control. However, most anthocyanins
extraction was with ethanol (593.58mg Cy-3-GI/100g bs). The T-US presented higher
antioxidant activity by ABTS and DPPH (6318.98 umol TE/100g bs; 9617.22 ymol TE/
100g bs, respectively). Therefore, the extract obtained by thermo-ultrasound was
added to yogurt. Among the results of yogurt, it was shown that YN-E showed higher
amount of both TPC (109.55 mg GAE/L) and anthocyanins (9.52 mg Cy-3-Gl/L) as
well as antioxidant activity by ABTS (330.44 pumol TE/L) and DPPH (68.58 pmol TE/L)
compared to the other samples. The extract obtained by thermo-ultrasound

demonstrated more antioxidants compounds like yogurt added with the extract.
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1. Antecedentes

1.1. Zarzamora

La zarzamora es un arbusto espinoso que alcanza una altura de 150 a 200 cm y una
anchura entre 100 y 150 cm; cuando es nuevo el follaje tiende a ser de color verde
claro en cual se torna verde oscuro al madurar la hoja, las flores pueden ser blancas
o rosadas y el fruto es negro cuando madura. Bajo condiciones templadas, los tallos
(llamados también cafias) de la planta de zarzamora inicialmente son herbaceos y de
consistencia blanda; al final de su crecimiento se vuelven lefiosos, hasta el segundo
afo florecen y producen frutos alcanzando su plena produccion a los 3 afios,

después la cafia completa muere siendo reemplazada por una nueva.

En climas subtropicales y tropicales, después de producir frutos la cafia no muere, en
el tallo principal ocurren brotes laterales donde se van a producir los nuevos frutos;
sin embrago, por sanidad, facilidad de manejo y produccion se realiza la poda y/o
eliminacion de cafas viejas (Pérez y Vazquez, 2004). La planta de este fruto es
considerado una especie perennifolia (siempre verde) y la vida productiva es de 15
afos 0 mas (Strick, 1996; Pérez y Vazquez, 2004). En general los frutos se deben
cosechar casi maduros ya que la calidad de consumo no mejora después de que los

frutos son separados de las plantas (Pérez y Vazquez, 2004).

En condiciones naturales, la zarzamora se desarrolla en lugares frescos y frios; hasta
la fecha el cultivo se ha limitado a lugares con inviernos definidos; no obstante,
cuando las temperaturas invernales bajan de -17 a -23 'C la mayoria de los cultivares
sufren dafio (Moore, 1994). Por otro lado, en climas con inviernos mas calientes
muchos cultivares no crecen bien (Moore, 1994). La zarzamora tiene poca vida de
anaquel (2-3 dias), y presenta ademas el fendmeno de la “regresion” (aceleracion de

su maduracién) por lo que pierde valor comercial (SIAP, 2014).

Este fruto esta compuesto por gran numero de drupas (polidrupas), cada una de ellas

desarrolla un pistilo individual y asi se obtienen frutas grandes y bien formadas,
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(Figura 1). La "baya" o polidrupa pesa de 3 a 12 g dependiendo de la variedad y cada
drupa contiene una semilla (Strik, 2007). Este fruto es agridulce, muy apreciado en
todo el mundo para la preparacién de jugos, mermeladas, dulces y mosto de frutas.
Esta es una fruta de interés debido a su alto contenido de antocianinas y elagitaninos
(ET’s), asi como otros compuestos fendlicos que contribuyen a su alta capacidad
antioxidante (Cho, et al., 2004).

persistente:

Figura 1. Partes de la zarzamora (polidrupas)

1.2. Produccion
La zarzamora es una planta que se localiza en algunos paises como Estados Unidos,
Espafia, Francia, Turquia, México y Guatemala. En Estados Unidos y Canada la
zarzamora era abundante como planta nativa y los colonizadores la utilizaban como
producto de recoleccion; a pesar de su utilizacion en diversos platillos y otros fines, a
nadie le parecia atractivo practicar su cultivo de manera comercial por las

caracteristicas de la planta (demasiadas espinas) (Strik, et al., 2007).

La produccion de fruta fresca comenzé a ser mas comun para las ventas locales en
1900, ya que es un fruto bastante perecedero (comienza su deterioro de modo
sencillo y muy rapido). El desarrollo del hibrido frambuesa/zarzamora “Logan” en la
década de 1880 se desempefid como base para la industria de la conservacion en el
Pacifico Noroeste. Esta industria se expandié con el desarrollo de la tecnologia de
congelacion (Clark, et al., 2007). Mientras que la industria de la zarzamora fresca se

expandi6é rapidamente en California en la década de 1990, estall6 en México en el
14



2000. La produccion de “Brazos” fue la base para el desarrollo en México en los afios
90’s, ademas, en 1990 el cultivar brasilefio “Tupy” fue traido a México. Se estimo que
la produccién de “Tupy” fue de 6,500 a 8,000 ha en el centro de México a partir de
2011 (Finn y Clark, 2011). Sin embrago, otros cultivares que no tienen
requerimientos de frio y podrian adaptarse a las condiciones climaticas de los
tropicos comerciales de zarzamora y debido a que en nuestro pais existe diversidad
de climas se produce zarzamora casi todo el afio (Pérez y Vazquez, 2004). Por lo
tanto, esta produccion tiene previsto un suministro confiable de fruta durante los
meses de octubre a junio, cuando Estados Unidos y Europa no producen (Finn 'y
Clark, 2011). La producciéon en los Estados Unidos estuvo a la baja cuando se
compard con la de México, sin embargo, aunque no toda la produccion se incluy6
para exportacion, se puede observar que el incremento fue justo por encima de 4,500
kg en el afio 2000 a aproximadamente 54,545 kg en el 2010 (Figura 2). Mientras que
el tonelaje de esta fruta fue en forma procesada, es mucho menor que el tonelaje
exportado en fresco, con la tremenda expansion de la industria, ahora es una
industria de transformacion que antes no existia (Finn y Clark, 2011).

60.000

50.000

40.000

30.000

20.000
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Figura 2. Exportacion de zarzamora
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La superficie sembrada de zarzamora en México paso de 7000 hectareas en 2001 a
poco mas de 20 000 en 2011, siendo los estados productores: Michoacén, Veracruz,
Toluca, Estado de México, Guerrero, Chiapas, Sonora, Chihuahua, Puebla, Hidalgo,
Durango, Zacatecas, Jalisco y Colima (SAGARPA, 2012). En la Tabla 1 se muestra

la produccion y valor de produccién de los estados mas importantes en el 2012.

Tabla 1. Produccion de zarzamora en México (2012)

Estado Superficie Produccion Valor de Porcentaje

cosechada (ha) (Ton) produccién ($) (%)

Michoacén 10,941.75 134,708.16 3,801,340.65 96.3

Jalisco 317.75 3,883.60 31,375.70 2.7

Colima 99.00 915.00 32,402.01 0.6

Otros(Mexico, D.F., 61.00 261.33 3,820.98 0.1

Nayarit, Hidalgo)

Total 11,419.50 139,768.09 3,868,939.34 100

Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2014)

Por otro lado, en Hidalgo, existe la produccion por distritos, y estos son conformados
por Pachuca, Mixquiahuala, Tulancingo, Huichapan, Huejutla y Zacualtipan. En el
2012, Pachuca y Mixquiahuala tuvieron la mayor superficie cosechada,

representando el 29.6% y 19.9%, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Produccién agricola de zarzamora en el Estado Hidalgo (2012)

Distrito Superficie Superficie . Superficie Valor. E:Ie
sembrada (ha) cosechada (ha) siniestrada (ha) produccion ($)
Pachuca 136,120.42 131,579.42 4,541.00 1,078,561.65
Mixquiahuala 99,522.85 88,553.85 10,969.00 1,685,630.48
Tulancingo 86,890.50 86,418.00 472.50 899,963.93
Huichapan 55,469.96 54,325.96 1,144.00 717,085.18
Huejutla 48,026.00 48,026.00 0 368,567.68
Zacualtipan 34,722.50 34,281.40 441.10 453,530.46
Total 460,752.23 443,184.63 17,567.60 5,203,339.38

Fuente: Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2014)
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1.3. Composicion nutrimental de la zarzamora

La composicion de la zarzamora puede variar por las condiciones de crecimiento,
etapa de madurez, cosecha, almacenamiento y variedad (Talcott, 2007). En la Tabla
3 se muestra su composicion quimica en donde cabe destacar el elevado contenido
de fibra y polifenoles, asi como de antocianinas. Ademas de los compuestos
fendlicos, las zarzamoras contienen hidratos de carbono, principalmente glucosa,
fructosa, y sacarosa; vitaminas como la C (acido ascérbico) y minerales, entre los
gue se encuentra el magnesio, fésforo, calcio y potasio (USDA, 2010). Estos
compuestos solubles aumentan notablemente a medida que la fruta madura y pasa
de color rojo a las etapas maduras siendo purpura o azul oscuro (Acosta-Montoya, et
al., 2010).

Tabla 3. Composicion quimica de zarzamora (100 g peso fresco)

Composicion Cantidad
Agua (g) 88.20 ¥
Proteina (g) 1.39 @
Lipidos totales (g) 0.49 @
Cenizas () 0.37 (Y
Carbohidratos (g) 9.61®
Fibra total (g) 5.30 @
Azlcares totales (g) 4.88 M
Polifenoles totales (mg) 833.00 @
Antocianinas totales (mg) 189.50 @

Fuente: " USDA, 2010; ¥’ Kaume, et al., 2012

La zarzamora contiene acido malico como el acido organico primario, aunque se ha
detectado en pequefias cantidades el acido shikimico, fumarico, y succinico (Fan-
Chiang y Wrolstad, 2010). Estos acidos son importantes para la estabilizaciéon de las
antocianinas y la extension de la vida util de la zarzamora. Los acidos organicos y
fendlicos se evaluan para proporcionar un indice de calidad de la fruta, ya que un pH

bajo se considera un indicador de mala calidad (Talcott, 2007).
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1.4. Importancia de los compuestos fendlicos en las plantas

Las plantas con frecuencia tienen que hacer frente a los cambios de estrés
ambiental, como la sequia, la radiacion, temperaturas extremas, la salinidad del
suelo y la agresién de insectos y otros depredadores. El estrés puede generar
algunos radicales libres de oxigeno molecular, y si las plantas no tienen defensa ante
tal situacion para eliminar estas moléculas, habria dafio en las estructuras como las

proteinas, pigmentos, lipidos, polisacaridos y el ADN (Klein y Kurilich, 2000).

Las plantas pueden eliminar los radicales libres de dos formas, la primera es
involucrando su desglose enzimatico, utilizando superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), peroxidasa (POD), la glutation
reductasa (GR) y mono dehidro ascorbato reductasa (MDARI). Este sistema
enzimatico transforma a los radicales secuestrados y asi se desintoxica la planta. La
segunda estrategia es que las plantas sintetizan diversos antioxidantes, tales como
acido ascorbico y a-tocoferol (vitamina E), que son capaces de atrapar especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Atkinson, Nestby, Ford y Dodds, 2005).

Otros son los compuestos fendlicos incluyendo antocianinas y flavonoides que
también pueden actuar como antioxidantes (Klein y Kurilich, 2000). Los flavonoides
constituyen el grupo de compuestos fendlicos mas diversos y ampliamente
distribuidos en las plantas. Su esqueleto basico de difenilpropano (Cs-C3-Cg) consta
de dos grupos fenilo (A y B) unidos por un puente de tres carbonos que forma un

anillo heterociclico oxigenado (Figura 3) (Shahidi y Naczk, 1995).

Figura 3. Estructura quimica basica de los flavonoides (Shahidi y Naczk, 1995).
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La presencia o ausencia de un grupo hidroxilo unido a la posicion 3 determina la
subdivision en las dos clases principales de flavonoides (Garcia, 2005):

a) Los 3-hidroxiflavonoides (flavanoles, flavonoles, flavanonoles, flavan-3,4-
dioles o leucoantocianidinas, antocianidinas, proantocianidinas o taninos
condensados) v,

b) Los flavonoides no hidroxilados en la posicién 3 (flavonas, isoflavonas,

flavanovas).

A continuacion se presentan las estructuras de algunos flavonoides presentes en los

vegetales:
OH
OH
o HO 0 O
~
Zon OH
Antocianina OH o
Catequina Flavona

0 @]
OH
Flavanol O
Isoflavonas

Figura 4. Estructura quimica de algunos flavonoides (Shahidi y Naczk, 1995).

Las propiedades bioactivas de los fenoles juegan un papel importante en el

crecimiento de la planta y la reproduccién, proporcionan una proteccién eficaz frente
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a patégenos y depredadores (Popa, et al., 2002; Bravo, 1998) y contribuyen a las
caracteristicas sensoriales y de color de las verduras y frutas (Alasalvar, et al., 2001).

1.5. Zarzamora como fuente de fenoles

Las zarzamoras son una fuente rica en polifenoles, incluyendo antocianinas, ETs
(elagitaninos), flavonoles, flavan-3-oles y procianidinas. Estas también contienen
niveles apreciables de acidos fendlicos y bajos niveles de lignina. Los compuestos
fendlicos totales en las zarzamoras ha sido demostrado que puede variar desde 114
hasta 1056 mg/100g de peso fresco. Ademas de la genética, la madurez de la fruta
puede influir en los niveles de fenoles totales en la zarzamora (Kaume, et al., 2012).

La palabra antocianina deriva del griego anthos (flor) y kyanos (azul oscuro) y se
encuentran en mayor proporcion en este fruto (189.50 mg/100g de peso fresco)
(Kaume, et al., 2012). Las antocianinas son las responsables del color azulado de la
zarzamora y otras frutas y vegetales. Esta coloracion se debe al numero y
orientacion de grupos hidroxilo y metoxilo que forman parte de la molécula. Se
producen tonalidades azules con aumentos en la hidroxilacion, mientras que cuando
hay incrementos en la metoxilacion se producen coloraciones rojas. La principal
antocianina presente en la zarzamora es la cianidina-3-glucosido (Castafieda-
Ovando, et al., 2009). Las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas
con mono, di o trisacaridos, en las posiciones 3 y/o 5, lo que provoca un incremento
en su solubilidad. Algunos sacaridos glicosilantes son la glucosa, galactosa, xilosa,
ramnosa, arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Pudiera existir
otra variacion en su estructura por la acilacién de los residuos de azucares de la
molécula con &cidos organicos alifaticos como: malénico, acético, malico, succinico u
oxalico; o aromaticos, tales como: p-coumarico, caféico, ferulico, sinapico, galico, o

p-hidroxibenzéico (Garzén, 2008).

Factores como su misma estructura quimica, pH, concentracion, temperatura,

presencia de oxigeno, acido ascorbico, y actividad de agua de la matriz determinan
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la estabilidad del pigmento (Garzon, 2008). Existen factores que pueden afectar éste
parametro tales como: el pH de la célula, el efecto de copigmentacion determinado
por la presencia de otros flavonoides, temperatura, luz, entre otros (Jimenez, et al.,
2004).

1.6. Propiedades funcionales de los fenoles

La baja tasa de mortalidad en la poblacion se ha atribuido a las elevadas
concentraciones de fitoquimicos, especialmente polifenoles que estan presentes en
las frutas y verduras en cantidades abundantes con potencial antioxidante,
disminuyen el riesgo de obesidad, enfermedades coronarias, enfermedades
degenerativas, y varios tipos de cancer, también tienen efectos antivirales,
antiinflamatorios y habilidad para inhibir la agregacion de las plaguetas humanas
(Bravo 1998; Kaume, et al., 2012).

Los fenoles pueden moderar la peroxidacion de los lipidos involucrados en la
aterogeénesis, trombosis y carcinogénesis. Sus propiedades conocidas incluyen la
captura de radicales libres, fuerte actividad antioxidante, inhibicion de las enzimas
hidroliticas y oxidativas (fosfolipasa A2, cicloxigenasa, lipoxigenasa) (Siddhuraju y
Becker, 2003).

El consumo de dietas controladas, elevadas en frutas y verduras se asocia con
mayor expectativa de vida. Estudios epidemiologicos han demostrado una asociacion
negativa significativa entre la ingesta de frutas y verduras y la mortalidad debido a
enfermedades cardiacas (Kahkénen, 1999). Como se menciond anteriormente, la
zarzamora se caracteriza por contener antocianinas, por lo que su consumo es

benéfico para la salud humana.

1.7. Consumo
La zarzamora en su mayoria es consumida fresca pero se puede procesar y ser

vendida en paquetes individuales congelados, a granel congelado, sin semillas o
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puré, liofilizado, jugo o concentrado (Strik, 2007). En la industria, las zarzamoras se
utilizan para la produccién de suplementos dietéticos, helados, ates, licores,
mermeladas y otros productos de confiteria, esto es, productos donde el consumidor
final, no exige la presentacion de frutos enteros y atractivos, sino que solicitan la
incorporacion del sabor, color, aroma y presencia de la zarzamora (Kafkas, et al.,
2006). De todo ello se deriva que durante el procesamiento de esta fruta se obtiene
alrededor del 20% de residuos, involucrando piel y semillas principalmente que aun
contienen elevadas cantidades de compuestos bioactivos (Ignat, Volf y Popa, 2011).

2. Residuos industriales provenientes de frutas

Debido al alto consumo y la transformacion industrial de la parte comestible de la
fruta, desechos de fruta, cascara de fruta, residuos de pifia, bagazo de cafia de
azucar y otros residuos de frutas (principalmente las cascaras y semillas) se generan
en grandes cantidades en las grandes ciudades. El residuo de la fruta se ha
convertido en una de las principales fuentes de residuos sélidos municipales (RSM),
gue han sido un problema ambiental cada vez mas dificil, problematico, etc. (Deng,
et al., 2012).

Existen dos técnicas principalmente para los RSM y son para los vertederos y la
incineracion. Sin embargo, el inapropiado trabajo de los vertederos da lugar a
exposicion de metano y dioxido de carbono (Qdais, et al., 2010) y la incineracién
implica la formacién posterior y las emisiones de contaminantes y residuos
secundarios, como las dioxinas, furanos y gases acidos (Buekens y Huang, 1998), lo
gue plantea graves riesgos ambientales y de salud. Por esta razén, se deben buscar
recursos y/o el uso de valor afiadido para los desechos de frutas. Su uso es barato y
muy disponible ya que los residuos que provienen de la industria agroalimentaria son
altamente rentables y minimiza el impacto ambiental. Una alternativa seria recuperar
los componentes bioactivos, por ejemplo los compuestos fendlicos para hacer pleno

uso de ellos principalmente en la industria alimentaria, (Makris, et al., 2007). Por lo
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tanto, la utilizacion de los desechos de fruta como fuente de compuestos bioactivos

puede ser considerado como beneficio econémico.

En la Tabla 4 se muestra el contenido de nutrimentos del residuo en la fruta de
zarzamora (Fang, et al., 2011). Este residuo pudiera tener una aplicacibn como un
ingrediente de alimentos funcionales, ya que es buena fuente de fibra (30%) vy la
mayoria de los compuestos bioactivos (polifenoles y antocianinas) permanecieron en

el subproducto.

Tabla 4. Composicién quimica del residuo de zarzamora

Componente Porcentaje (%)
Proteina cruda 14.00

Grasa cruda 10.78

Fibra cruda 30.74

Cenizas 1.88
Carbonhidratos 3.02
Polifenoles 4.54
Antocianinas 0.14

Fuente: Fang, et al., (2011)

3. Compuestos bioactivos provenientes de subproductos agroindustriales

En el procesamiento de alimentos de origen vegetal se obtienen subproductos que
son fuentes de compuestos bioactivos, incluyendo compuestos fendlicos (Schieber,
et al., 2001). Se ha encontrado que las cascaras y semillas de varias frutas contienen
mayores cantidades de compuestos fendlicos que las partes carnosas comestibles.
En la cascara de manzana se encontraron valores de 3300 mg/100g en base seca de
compuestos fendlicos (Wolfe y Liu, 2003), mientras que la pulpa de manzana
liofilizada contiene aproximadamente 116 mg/100g de compuestos fendlicos
(Schieber, et al., 2003). En la cascara del mango se encontr6 mayor cantidad de
polifenoles comparado con las semillas, se reporté 23 y 7 mg de equivalentes de

acido galico por gramo (EAG/Q), respectivamente.
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Otro fruto importante es el arandano azul, se estudié la fraccidon liposoluble e
hidrosoluble de la piel y se encontré alrededor de 6 y 3 mg EAG/g, respectivamente,
con un total de 9 mg EAG/g (Deng, et al., 2012). Ademas, la industria de los citricos
produce grandes cantidades de residuos que pueden ser de hasta el 50% del peso
total de la fruta (Bocco, et al., 1998). De acuerdo al estudio realizado por Fang, et al.,
(2011), se obtuvo que el contenido de polifenoles y antocianinas del residuo de
zarzamora fue de 4.54% y 0.14% (Tabla 4). Por lo tanto, se dice que los compuestos
antioxidantes también se encuentran en los residuos de frutas, incluso en algunos

casos en mayor proporcion que en la parte comestible.

4. Meétodos de extraccion de compuestos antioxidantes

Existe una gran demanda en desarrollar métodos de extraccion de compuestos
bioactivos eficientes para reducir el tiempo de extraccion e incrementar el
rendimiento y la actividad antioxidante. La extraccion es un paso muy importante en
el aislamiento, identificacion y el uso de compuestos fendélicos y no hay un unico y

método de extraccion estandar.

La extraccion por solventes (Baydar, et al., 2004; Bucic-kojico, et al., 2007) y la
extraccion con fluido supercritico (Bleve, et al., 2008) son las técnicas mas comunes
usadas para el aislamiento de compuestos fendlicos. Un gran nimero de articulos en
la literatura se centra en la extraccion y el andlisis de los polifenoles a partir de
materiales derivados de plantas, incluyendo frutas, verduras, vinos, café, té, hierbas,
cereales y leguminosas como los frijoles (Balasundram, et al., 2006; Luthria y Pastor-
Corrales, 2006; Naczk y Shahidi, 2006).

Los compuestos fendlicos se han extraido por trituracion, secado o liofilizacion de
frutas, verduras y hierbas o soOlo por remojo de plantas frescas con posterior
extraccion por solvente (Merken y Beecher, 2000). Estas metodologias pueden
extraer también compuestos o agregados como azucares, acidos organicos y

proteinas, por lo que se requiere de procesos de purificacién posteriores (por ejemplo
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extraccion en fase solida, SPE) (Castafieda-Ovando, et al., 2009). La utilizacion de
solventes para la extraccion de la biomasa puede ser ya sea una extraccion liquido-

liquido o extraccion solido-liquido (Ignat, et al., 2011).

4.1. Extraccioén liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido es una operacién de transferencia de masa en la que
una solucién liquida (la alimentacién) que contiene inicialmente uno o mas solutos es
bien mezclado con un liquido inmiscible o casi inmiscible (disolvente). La exposicion
con solventes tienen afinidad preferencial o selectividad hacia uno o mas de los
componentes en la alimentacion y tienen diferentes densidades. Dos corrientes son
el resultado de este contacto: el extracto, que es la solucion rica que contiene el
soluto extraido deseado, y el refinado, la solucién de alimentacion residual que
contiene poco soluto (Muller, et al., 2008). La extraccion es una herramienta muy util
si se elige un disolvente adecuado para dicha extraccion. La extraccion liquido-
liquido es utilizada cuando se requiere la separacion de fenoles de subproductos

resultantes de la industria de bebidas (Ignat, et al., 2011).

4.2. Extraccién solido-liquido

La extraccion solido-liquido, o lixiviacion se pueden definir como un fendmeno de
transporte de masa en el que los solidos presentes en una matriz sélida migran en un
disolvente puesto en contacto con la matriz. Los fendmenos de transporte de masa
se pueden mejorar mediante cambios en los gradientes de concentracion,

coeficientes de difusion o de la capa limite (Corrales, et al., 2009).

Se utilizan operaciones unitarias para recuperar muchos componentes de los
alimentos (sacarosa en la cafia, lipidos en semillas oleaginosas, proteinas en las
semillas oleaginosas, fitoquimicos de las plantas y compuestos polifendlicos de

plantas, frutas, verduras, etc.) (Ignat, et al., 2011).
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Varios factores afectan la concentracion de los componentes deseados en el
extracto: temperatura, relacion liquido-sélido, la tasa de flujo y tamafio de las

particulas (Ignat, et al., 2011).

Los métodos de extraccion mas comunes con disolventes son los que utilizan
metanol o etanol acidificado como extractantes (Amr y Al-Tamimi, 2007). De estos
métodos, la extraccién con metanol es el mas eficiente (Kapasakalidis, Rastall, y
Gordon, 2006).

Se ha encontrado que en extracciones de antocianinas de pulpa de uva, la extraccién
con metanol es 20% mas eficaz que la con etanol, y el 73% mas eficaz que la
extraccion de agua (Castafieda- Ovando, et al., 2009), sin embargo, en la industria
de los alimentos el etanol se prefiere debido a la toxicidad del metanol (Ignat, et al.,
2011).

Por lo general, el procedimiento de extraccion es secuencial y sistematico, libera a
los compuestos fendlicos de sus respectivas formas. Cuando se habla de los acidos
fendlicos (acidos libres o unidos), el primer paso del procedimiento implica
tipicamente el uso de un solvente acuoso organico para extraer los acidos fendlicos
solubles/extraibles (libres, ésteres solubles, y glucosidos solubles) (Russell, et al.,
2008). En segundo lugar, estos acidos también forman complejos que son insolubles,
los cuales estan acoplados a polimeros de la pared celular a través de enlaces
glicosidicos y éster y no son extraibles por disolventes organicos, sino por hidrolisis

basica, hidrélisis acida o ambos (Mattila y Kumpulainen, 2002).

4.3. Otros métodos de extraccion
La extraccién con métodos convencionales como calentamiento, ebullicion, o reflujo
puede ser utilizado para extraer compuestos fendlicos, sin embargo, las desventajas

son la pérdida de polifenoles debido a la ionizacién, la hidrélisis y la oxidacién
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durante la extraccion, asi como el tiempo de extraccion largo (Hui, Bo, y Shouzhuo,
2005).

En los dltimos afios, diversas técnicas de extraccion nuevas han sido desarrolladas
para la extraccion de nutracéuticos a partir de plantas, incluyendo la extraccion
asistida por ultrasonido, la extraccion asistida por microondas, extraccion con fluidos
supercriticos y la extraccion de alta presion hidrostatica (HHP) (Wang y Weller,
2006). Entre ellas, la extraccion asistida por ultrasonido es una alternativa barata,
simple y eficiente a las técnicas de extraccidon convencionales (Jing, et al., 2008).
Este método describe un procedimiento para la extraccion de compuestos organicos

volatiles y semivolatiles de solidos, tales como suelos, lodos y desechos.

El proceso ultrasonico garantiza un contacto intimo de la matriz de la muestra con la
extraccion del disolvente. El ultrasonido se utiliza a menudo para mejorar la
extraccion de lipidos, proteinas y compuestos fendlicos de las plantas (Ignat, et al.,
2011).

4.3.1. Ultrasonido como método de extraccion

La tecnologia del ultrasonido esta basada en ondas mecanicas a una frecuencia por
encima del umbral de la audicién humana (>16 kHz). Estas ondas viajan a través de
la masa del material, 0 en su superficie a una velocidad que es caracteristica de la
naturaleza de la onda y del material sobre el que esta propagandose (Povey y
McClements, 1988; Mason, 1998; Knorr, et al., 2004). Los ultrasonidos pueden
dividirse en diferentes rangos de frecuencias. Hasta hace poco, la mayoria de las
aplicaciones del ultrasonido en la tecnologia de alimentos involucré un analisis no
destructivo que se refiere en particular a la evaluacion de la calidad; tales
aplicaciones utilizan alta frecuencia (100 kHz - 1 MHz) y baja potencia (<1 Wcm™) de

ultrasonido.
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Los de baja intensidad son los utilizados normalmente como técnicas de andlisis para
proporcionar informacioén de las propiedades fisico-quimicas en alimentos, como
firmeza, madurez, contenido en azucares, acidez, etc. (Demirdoven, y Baysal, 2009).
Por el contrario, los niveles de potencia usados en aplicaciones de baja frecuencia
(16 — 100 kHz) son tan amplios (10 — 1000 Wcm™) que se usan para alterar, ya sea

fisica o quimicamente, las propiedades de los alimentos (McClements, 1995).

El efecto del ultrasonido en los liquidos esta principalmente relacionado al fenébmeno
de cavitacion. El ultrasonido es propagado a través de una serie de ondas de
comprensién y rarefaccion (expansion) inducidas en las moléculas del medio que
traspasan (Mason, et al., 2005). A una potencia suficientemente alta, el ciclo de
rarefaccion puede que exceda las fuerzas de atraccion de las moléculas del liquido y
las burbujas de la cavitacion del gas nucléico existente dentro del fluido. Estas
burbujas, distribuidas a lo largo de todo el liquido, crecen durante el periodo de unos
pocos ciclos a tamafio critico hasta que se convierte en inestable y colapsa
violentamente (Shukla, 1992; Mason, 1998; Barbosa-Canovas y Rodriguez, 2002).
La implosion de las burbujas de cavitacion unida a la acumulacion de energia en
puntos calientes, generan temperaturas (5000 K) y presiones extremas (1000 atm),
las cuales producen, a su vez, una muy alta energia de cizallamiento y turbulencias

en la zona de cavitacion.

La combinacién de estos factores (presion, calor y turbulencia) tiene una variedad de
efectos en el sistema de irradiacién de ultrasonidos. La energia (en kwh L™Y) y la
intensidad (en Wem™) junto con la viscosidad del medio, tension superficial, presién
de vapor, naturaleza y concentracion del gas disuelto, presencia de particulas
sélidas, temperatura y presion del tratamiento, determinan la extensién de la

cavitacion (Patist y Bates, 2008).
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4.3.1.1. Efecto del ultrasonido sobre los alimentos

Actualmente, en la busqueda de tecnologias no contaminantes y consideradas
“verdes”, se ha encontrado que la extraccion asistida con ultrasonido llena estos
requisitos ya que emplea menos solventes y energia (Robles-Ozuna vy
Ochoa-Martinez, 2012). Los ultrasonidos de alta intensidad son usados como un
método alternativo, barato, reproducible, simple y efectivo para mejorar el proceso de
extraccion de compuestos bioactivos presentes en los alimentos (Soria y Villamiel,
2010).

Los efectos mecéanicos involucrados en el ultrasonido pueden acelerar la difusion
interna incrementando la transferencia de masa (Jian-Bing, et al., 2006), y permiten
una mayor penetracion del solvente en la matriz de la muestra (Rostagno, et al.,
2003). Si el sustrato esta seco, entonces el ultrasonido puede ser usado para facilitar
la hinchazon e hidratacion y causar una ampliacion de los poros de la pared celular
(Vinatoru, 2001).

Otros beneficios son la debilidad o rompimiento de las paredes celulares biologicas
durante la cavitacion inducida ultrasonicamente para facilitar la liberaciéon de los
compuestos (Dolatowski, et al., 2007). Ademas, las condiciones leves de
funcionamiento por lo general trabajan en extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y
no muestran cambios significativos en las propiedades estructurales/moleculares asi
como en la funcionalidad de la mayoria de los compuestos bioactivos, siendo este
aspecto de suma importancia en el caso de componentes de los alimentos sensibles

al calor (Soria y Villamiel, 2010).

La aplicacién de la EAU en el procesamiento de alimentos es extremadamente
interesante, ya que permite un aumento tanto en el rendimiento de extracciéon de
compuestos como en la reduccion significativa en el tiempo de extraccion (Mason, et
al., 2005; Dolatowski, et al., 2007). La EAU se puede aplicar para mejorar la

extraccion acuosa y también en casos en que se pretenda hacer uso de los
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disolventes organicos y éstos podrian ser reemplazados como disolventes
generalmente reconocidos como seguros (GRAS) que no dafian al ambiente (Vilkhu,
et al., 2008). Ademas, se han realizado estudios donde el ultrasonido es utilizado
para la liberacion de compuestos bioactivos (polifenoles) como en el jugo de uva roja,
jugo de limén kasturi, jugo de tuna parpura y verde (Tiwari, et al., 2010; Bhat, et al.,
2011; Zafra-Rojas, et al., 2013; Cansino, et al., 2013).

Los polifenoles tienen muchas aplicaciones industriales, por ejemplo, se puede
utilizar en la produccién de pinturas, papel, y cosméticos, asi como también pueden
considerarse colorantes y conservantes naturales para los alimentos. La demanda
del consumidor para los alimentos nutritivos, que se procesan minimamente v,
naturalmente, conduce a un interés por las tecnologias no térmicas (Rawson, et al.,
2011). Ademas, el procesamiento con temperatura suave en la EAU también puede
dar lugar a una extraccion mejorada de bioactivos de los alimentos termoléabiles
(Soria y Villamiel, 2010). Por lo tanto, la termoultrasonicacion (combinacién de
temperatura y ultrasonido) podria ser una buena alternativa para la extraccion de
compuestos antioxidantes, ya que se ha informado que tienen un efecto minimo en la
calidad de los jugos de frutas como jugo de naranja (Valero, et al., 2007; Tiwari, et

al., 2008) y jitomate (Wu, et al., 2008), por mencionar algunos.

5. Optimizacion y aplicaciones de la metodologia de superficie de respuesta
(RSM)
Optimizacion se refiere a mejorar el rendimiento de un sistema, un proceso 0 un
producto con el fin de obtener el maximo beneficio de ella (Araujo y Brereton, 1996).
La optimizacion de los procedimientos se ha llevado a cabo mediante el uso de
estadistica de técnicas multivariante, entre las que se encuentra la metodologia de
superficie de respuesta (RSM, por sus siglas en inglés: Response Surface
Methodology). La metodologia de superficie de respuesta es una coleccion de
matematicas y técnicas estadisticas basadas en el ajuste de una ecuacion

polinébmica a los datos experimentales, que deben describir el comportamiento de un

30



conjunto con el objetivo de hacer previsiones estadisticas de datos. Puede ser bien
aplicada cuando una respuesta 0 un conjunto de respuestas de interés estan
influenciados por varias variables. El objetivo es simultaneamente optimizar los
niveles de estas variables para alcanzar el mejor sistema de rendimiento (Bezerra, et
al., 2008).

Antes de aplicar la metodologia de RSM, es primero necesario elegir un disefio
experimental que definirh qué experimentos debe llevarse a cabo en la regién del
estudio experimental. Los disefios experimentales para los modelos de primer orden
(por ejemplo, disefios factoriales) pueden utilizarse cuando el conjunto de datos no

presenta curvatura (Hanrahan y Lu, 2006).

Sin embargo, para aproximar una funcion de respuesta a los datos experimentales
gue no pueden ser descritos por funciones lineales, deberan ser utilizados los
disefios experimentales para superficies de respuesta de segundo grado, como
disefios factoriales de tres niveles de Box-Behnken y central compuesto. Por lo tanto,
un punto central en los disefios factoriales puede ser utilizado para la evaluacion de

curvatura (Bezerra, et al., 2008).

Numerosas variables pueden afectar la respuesta del sistema estudiado, y es
practicamente imposible identificar y controlar las pequefias contribuciones de cada
uno de ellos. Por lo tanto, es necesario seleccionar esas variables con los principales
efectos. Deben realizarse disefios para determinar cual de las variables
experimentales y sus interacciones presentan los efectos mas significativos
(Lundstedt, et al., 1998).

Algunas etapas en la aplicacion de RSM como una técnica de optimizacion son las
siguientes: (1) la seleccion de variables independientes de los principales efectos en
el sistema y la delimitacion de la region experimental, de acuerdo con el objetivo del

estudio; (2) la eleccion del disefio experimental y llevar a cabo los experimentos de
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acuerdo con la matriz experimental seleccionado; (3) el disefio matematico
estadistico de los datos experimentales obtenidos mediante el ajuste de una funcion
polinbmica; (4) la evaluaciéon del modelo; (5) y la posibilidad de realizar un
desplazamiento en direccion a la region 6ptima (Bezerra, et al., 2008).

La manera mas fiable para evaluar la calidad del modelo ajustado es por la
aplicacion de andlisis de varianza (ANOVA). La idea central de ANOVA es comparar
la variacion debido al tratamiento (cambio en la combinacion de niveles variables)
con la variacién debido a errores aleatorios inherentes a las mediciones de las
respuestas generadas. A partir de esta comparacion, es posible evaluar la
importancia de la regresion que se utiliza para prever respuestas teniendo en cuenta

las fuentes de varianza experimental (Bezerra, et al., 2008).

La utilizacion de esta metodologia (RSM) se ha empleado sobre todo en la industria
de los alimentos, ya sea para optimizar las condiciones de proceso e incrementar el
rendimiento de extraccion de compuestos importantes, tales como los compuestos
antioxidantes. En un estudio realizado en la mejorana (Origanum majorana L.), se
utilizoé la metodologia de superficie de respuesta para optimizar las condiciones de
extraccion asistida por ultrasonido maximizando la actividad antioxidante, asi como el
contenido de fenoles totales y el contenido individual de los fenoles del extracto de la

planta (Hossain, et al., 2012).

Ghafoor, et al., (2009), realizaron combinaciones en las concentraciones de etanol,
temperatura y tiempo de extraccion aplicando ultrasonido, con el objetivo de
maximizar la extraccion de compuestos fendlicos, actividad antioxidante vy
antocianinas de las semillas de uva (Vitis vinifera), por lo cual utilizaron la

metodologia de superficie de respuesta.

Se han extraido pigmentos de la tuna (Opuntia ficus-indica), principalmente

betacianinas y betaxantinas, en donde se optimizaron los parametros de proceso
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(temperatura, tiempo de extraccion y peso de la fruta) con tres factores (Box &
Behnken) a través de superficie de respuesta (Maran y Manikandan, 2012).

6. Antioxidantes como aditivos alimentarios

Cada vez son mas los intereses en la aplicacion de residuos de procesamiento de
frutas como ingredientes de un alimento funcional ya que son rica fuente de fibra
dietética, y la mayoria de los compuestos bioactivos beneficiosos se mantienen en
los subproductos. Ademas, los residuos (por ejemplo, cascaras de frutas)
procedentes de la transformacién de productos agricolas podria ofrecer fuentes
practicas y econOmicas de antioxidantes que podrian reemplazar a los sintéticos
(Balasundram, et al., 2006).

Los antioxidantes naturales que provienen de residuos pueden ser utilizados para
incrementar la vida util de los alimentos previniendo la peroxidacion lipidica y dando
proteccion por dafios oxidativos. El aumento de la estabilidad a la oxidacion de
aceites vegetales y muchas pruebas antioxidantes se basan en esta capacidad para

retardar o inhibir la rancidez del aceite (Moure, et al., 2001).

Los antioxidantes pueden ser utilizados en varios alimentos como en la panificacion,
productos carnicos y lacticos por mencionar algunos. En un estudio reportado por
Sun-Waterhouse, et al., (2009), se elabor6é pan sin gluten y fue adicionado con
polifenoles y antioxidantes provenientes de un extracto a partir de la pulpa de kiwi

(Actinidia deliciosa) verde.

En otro estudio, se evaluaron las caracteristicas del pan integral enriquecido con a-
tocoferol comercial y un extracto de romero, se realizé un perfil sensorial, andlisis de
compuestos volatiles y se determind su actividad antioxidante durante el

almacenamiento (Jensen, et al., 2011).
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Xin-lei y Wu, (2013) extrajeron polifenoles del té y éstos fueron aplicados en la carne
de cerdo con la finalidad de conservarla. Se evaluaron bacterias, color e indicadores

fisicos como el pH.

En el sector lacteo también se han realizado estudios sobre la adicion de
compuestos antioxidantes como es el caso de un queso madurado bajo en grasa que
fue fortificado con catequina, se examiné durante 90 dias y se evalud el contenido
fendlico total y las propiedades antioxidantes (Rashidinejad, et al., 2015).

Daniel, et al., (2013) evaluaron las condiciones de secado y el efecto que tuvo sobre
la retencion de compuestos fendlicos, antocianinas y la actividad antioxidante de la
Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), el extracto obtenido fue afadido a una bebida

lactea (yogur).

7. Yogurt

Yogurt, yogur, yoghurt, yoghurth o yogurth, es el producto obtenido de la
fermentacion de leche, estandarizada o no, por medio de la accion de
microorganismos Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie
bulgaricus, y teniendo como resultado la reduccion del pH (NOM-181-SCFI-2010),
ademas favorece al consumidor debido a sus efectos de mejorar la microbiota e

inmunidad del cuerpo (Michael, et al., 2010).

El yogurt consiste en una red de caseina agregada a través de la precipitacion
isoeléctrica por las bacterias de acido-lacticas (Tamime y Robinson, 1999). La leche
fermentada con multiples especies de cultivos iniciadores es el resultado de una
estructura de gel mas fuerte que ha fermentado con una sola especie de cultivo
iniciador (Skriver, Baek-Madsen y Jelle, 1997). Las bacterias Gram-positivo
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (llamado Streptococcus) y Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus (llamado Lactobacillus) se utilizan cominmente para

metabolizar la lactosa en &cido lactico durante la fermentacién (Tamine, 2006).
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Los Streptococcus aparecen como cadenas de forma esférica, mientras que los
Lactobacillus estan en varillas rectas largas y delgadas, barras cortas pero cocoides
o células pleomoérficas (Tamine, 2006). Los Streptococcus crecen mas rapidamente
en el inicio de la fermentacién, la produccion de &cido formico y la reduccion de
oxigeno que estimula el crecimiento de los Lactobacillus. Los Lactobacillus generan
péptidos, estimulando el crecimiento de los Streptococcus (Tamime y Robinson,
1999).

Algunos estabilizadores tales como pectinas se utilizan para afadir pequefios
glébulos de grasa en la red de proteinas de la leche disminuyendo la sinéresis,
aumentando la viscosidad y fuerza de gelacion (Ares, et al., 2007; Teles y Flores,
2007). Las pectinas de alto metoxilo (HM) y bajo metoxilo (LM) tienen diferentes
contenidos de metoxilo, que influyen en sus reacciones quimicas y comportamiento
reologico de los distintos matrices de alimentos, por ejemplo, sensibilidad a los
cambios del contenido de sélidos solubles, pH, iones como Ca?* (Imeson, 1997;
Phillips y Williams, 2000).

Un gel de yogurt es un tipo de solido blando con sistemas relativamente dinamicos y
vulnerables a reordenamientos dentro de su estructura. Las propiedades fisicas del
yogurt pueden expresarse cualitativamente mediante las interacciones de caseina
haciendo equilibrio entre las fuerzas atractivas, por ejemplo, atracciones hidrofébicas,
entrecruzamientos de caseina aportados por racimos de fosfato de calcio y enlaces
covalente disulfuro cruzados entre las caseinas y proteinas del suero
desnaturalizadas; y las fuerzas de repulsion como, carga electrostatica o de
repulsion, principalmente siendo negativos al inicio de la fermentacion.

En algunas investigaciones se discuten diversas variables de procesamiento que
influyen en las propiedades texturales del yogurt, tales como el contenido total de

sélidos, el calor de tratamiento y temperaturas de incubacion (Lee y Lucey, 2010).
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7.1. Yogurt como alimento funcional

En los dltimos afios se ha incrementado el interés por parte de la industria
alimentaria y el consumidor por el concepto de “alimento funcional”. Asi, como
consumidores cada vez mas interesados en alimentos mas saludables y una
industria alimentaria que ha comprendido la potencialidad del mercado de los
alimentos funcionales, se ha iniciado a nivel mundial una intensa actividad
investigadora en el area de estos nuevos alimentos. El término alimento funcional
hace referencia a alimentos o ingredientes que mejoran el estado general de salud
y/o reducen el riesgo de enfermedad (Rafter, 2002). Se trata de productos
alimenticios que deben consumirse dentro de la dieta habitual para conseguir efectos
beneficiosos que van mas alla de los requerimientos nutricionales tradicionales
(Roberfroid, 2002). Bebidas de yogur mejorado con ingredientes de valor afiadido

tienen mayor aceptacion entre los consumidores (Allgeyer, et. al, 2010).

El yogurt es el producto lacteo fermentado mayormente conocido y consumido con
alto valor nutricional debido a su aportacién de probiéticos, pero no esta considerado
como una fuente significativa de polifenoles (Lubbers, et al., 2004). Algunos estudios
han reportado que existe buena estabilidad de los compuestos fendlicos a partir de la
uva y otro extracto de la planta en el yogurt fortificado (Karaaslan, Ozden, Vardin y
Turkoglu, 2011; Wallace y Giusti, 2008). Otros autores elaboraron un yogurt a partir
leche de cabra (Capra hircus), el cual fue saborizado con una mermelada de tomate
de arbol (Cyphomandra betacea Sendtn.) para incrementar su capacidad
antioxidante debido a su contenido de polifenoles y otros componentes bioactivos

(Alvarado-Carrasco, et al., 2011).
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8. Justificacion

La gama de residuos industriales provenientes de frutas y verduras es muy amplia,
debido a que en la mayoria de los casos cada fruta genera un subproducto diferente
y que en numerosas ocasiones, se constituyen en un recurso importante como fuente

de alimento para animales.

La produccion de residuos que supone la normal actividad fruticola en los procesos
de industrializacion, hace necesario la implementacion de técnicas de
aprovechamiento de residuos organicos y asi mejorar la disposicion y manejo de
subproductos fruticolas, generando esto ventajas no solo en el ambito ambiental y

social, sino también de tipo econdmico.

Los residuos de algunos vegetales han sido extraidos mediante solventes pero
pudieran resultar toxicos, por lo tanto, se estan buscando técnicas de extraccion sin
la aplicacion de éstos. Una alternativa, son las tecnologias emergentes en donde se
puede evitar el uso de solventes y maximizar el rendimiento de extraccion, entre ellas

se encuentra el termo-ultrasonido, que es una técnica de extraccion suave.

Por lo anterior, esta investigacion se enfocara en el analisis y uso del extracto del
residuo de zarzamora, al cual se le determinara el contenido de compuestos
fendlicos totales, capacidad antioxidante y caracteristicas fisicoquimicas, asi como su

adicion en un producto alimenticio como es el yogurt.
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9. Objetivos
9.1.0bjetivo general:
Optimizar la extraccion de antioxidantes de un residuo de zarzamora (Rubus

fructicosus), empleando termo-ultrasonido para su utilizacion como aditivo en yogurt.

9.1.1. Objetivos especificos:

e Utilizar la metodologia de superficie de respuesta para determinar las
condiciones éptimas de termo-ultrasonido para la extraccion de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante.

e Comparar el contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante del
residuo de zarzamora con extraccion acuosa, solvente organico y por termo-
ultrasonido.

e Elaborar un yogurt adicionando el mejor extracto obtenido del residuo de
zarzamora.

® Analizar las caracteristicas fisicoquimicas, actividad antioxidante y evaluacion

sensorial del yogurt adicionado con el extracto del residuo de zarzamora.
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10. Hipo6tesis
El extracto del residuo de zarzamora obtenido por termo-ultrasonido presenta
cantidades elevadas de compuestos fendlicos, el cual favorece a un yogurt como

aditivo.
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11. METODOLOGIA

11.1.Muestra

Las zarzamoras (Rubus fructicosus) se obtuvieron de forma local en un mercado de
Atotonilco, Hidalgo, México, en marzo de 2014, donde el cultivo es comUn en esta
region. Se seleccionaron los frutos sin heridas externas y la zarzamora se licué con
una licuadora industrial (modelo 38BL52 LBC10, Waring Comercial®, USA) para
obtener el jugo. Este se hizo pasar por un colador casero para separarlo del bagazo

y las semillas.

Posteriormente, se centrifugd a 10 000 rpm por 30 min a 4°C, se separd el
precipitado del jugo y se mezclé con el bagazo antes separado. El residuo (bagazo,
semillas y precipitado) fue liofilizado y tamizado a un tamafo de particula de 500 pm

para su posterior analisis.

11.2.Extraccion de compuestos antioxidantes del residuo de la zarzamora por
diferentes métodos

11.2.1. Método de extraccion por termo-ultrasonido

Para este método de extraccion se prepard una solucion al 4% (p/v) del residuo de
zarzamora liofilizado y agua desionizada. Posteriormente se utilizé un procesador de
ultrasonido (VCX-1500, Sonics and Materials Inc., Newtown, CT, USA), a 1500 W. se
utilizd una frecuencia constante de 20 kHz. La energia de entrada se controlo
ajustando la amplitud del equipo. Los parametros de amplitud fueron 80% y 90 % con
tiempo de 10 y 15 min, respectivamente. Las duraciones de pulso fueron de 4
segundos encendido y 2 segundos apagado. La temperatura de las muestras fue
controlada a 25 £+ 1.0 °C (Tiwari, et al., 2009). Por ultimo, la muestra fue centrifugada
(BeckmanCoulter, mod. Allegra 25R) a 10 000 rpm por 30 min a temperatura de 4°C.
La extraccion por termo-ultrasonido (T-US) fue almacenada en congelacion a -30 °C

hasta su posterior andlisis.
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11.2.2. Método de extraccion con agua

Se llevo a cabo la extraccidon de antioxidantes en donde la muestra liofilizada (20 g)
se extrajo mediante tres lavados (60 min-160 mL, 30 min-80 mL, 30 min-80 mL) con
un homogenizador Wisestir®, Wisd, laboratory intruments, HS-50A. Después de cada
tiempo, la muestra fue centrifugada a 10000 rpm, por 30 min a 25°C. La extraccion se
realiz6 con agua desionizada. Las muestras se realizaron por triplicado y fue

almacenada en congelacién a -30 °C hasta su posterior analisis (Vulic, et al., 2011).

11.2.3. Método de extraccién con solvente organico
La extraccion con etanol fue bajo las mismas condiciones antes descritas (Vulic, et
al., 2011).

11.3. Determinacion de compuestos antioxidantes y actividad antioxidante del
extracto

11.3.1. Determinacién de compuestos fendlicos totales (CFT)

El contenido de fenoles totales se determiné mediante el procedimiento de Folin-
Ciocalteu (Stintzing, et al.,, 2005). Se mezclé 100 pyL del extracto de residuo de
zarzamora con 500 pL de la solucion con el reactivo de Folin-Ciocalteu (1:10) y se
afiadieron 400 pL de solucion de carbonato de sodio al 7.5 % y se mezcld. Se dejo
reposar por 30 min. La absorbancia de la mezcla se midié a 765 nm en un lector de
microplacas (Power Wave XS UV - Biotek, software de KC Junior, USA). El acido
galico se utiliz6 como patron de referencia y los resultados se expresaron como mg
de equivalentes de acido gélico por 100g en base seca (mg EAG/100g bs). Las

muestras se realizaron por triplicado.

11.3.2. Determinacion de Antocianinas

La medicion de antocianinas se basé en el método espectrofotométrico de pH
diferencial, que se basa en la transformacion estructural de las antocianinas
cromoforas como una funcion del pH, se puede medir usando espectroscopia optica

con pequefias modificaciones (Giusti y Wrolstad, 2001). Se tomaron 0.5 mL de
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extracto del residuo de zarzamora y se diluyé usando 4.5 mL de solucion buffer de
cloruro de potasio al 0.025 M, ajustado a pH de 1.0 y otra muestra (0.5 mL de
extracto) se diluyd con 4.5 mL de solucion de acetato de sodio al 0.4 M, ajustado a
pH 4.5 con HCI. Posteriormente, se dej6 en la oscuridad durante 15 min a
temperatura ambiente (25°C). La absorbancia de cada dilucion se midié a 510 nmy
700 nm usando un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC
Junior, USA). El agua destilada se us6 como blanco. Las muestras se realizaron por
triplicado. El contenido de antocianinas fue calculado por la siguiente ecuacion.

Ecuacion 1: Contenido de antocianinas

Contenido de antocianinas (mg/100g) = (A*PM*FD*100)/(E*Tp) (1)

Donde:

A = Absorbancia de la resta entre los valores de cloruro de potasio (510 nm-700 nm)
menos la absorbancia de la resta de los valores de acetato de sodio (510 nm-700
nm).

PM = Peso molecular de Cyanidin-3-Glucdsido (449.2 g/mol).

FD = Factor de dilucién (1:10).

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

Tp = Tamafio del pocito de la microplaca (0.52 cm).

El contenido de antocianinas fue expresado como mg de Cyanidin-3-Glucdésido por
100g en base seca (mg Cy-3-GI/100g bs).

11.3.3. Actividad antioxidante

11.3.3.1. Por el método de ABTS

El ABTS®*" (2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico)) es un radical
con un nitrdgeno central que presenta un color caracteristico azul-verde y se obtiene

tras la reaccibn de ABTS con persulfato de potasio incubados a temperatura
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ambiente (25 °C) y en la oscuridad durante 16 h. Este reactivo se mantiene estable
por 2 a 3 dias si se guarda en la oscuridad. Cuando este cation radical es reducido
por un antioxidante a la forma no radical, presenta una pérdida de color (Kuskoski, et
al., 2005).

El catién radical (ABTS*") fue formado por la reaccion de ABTS al 7 mmoL/L con
2.45 mmol/L de persulfato de potasio bajo condiciones de oscuridad y temperatura
ambiente durante 16 h antes de su uso. Para la determinacion, se diluyo la solucion
de ABTS con agua desionizada hasta obtener una absorbancia de 0.70 £ 0.10 a 754

nm.

Posteriormente, se tomaron 20 pL del extracto del residuo de zarzamora y se
adicionaron 980 pL de solucion de ABTS diluida, se dejo reposar por 7 min, se tomo
lectura de absorbancia a 754 nm en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-
Biotek, software KC Junior, USA). Se utiliz6 como patron de referencia Trolox
(Carboxilico 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromo). Las muestras se realizaron por
triplicado. La actividad antioxidante se expresé como pmol de equivalentes de Trolox

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

11.3.3.2. Por el método de DPPH

La actividad antioxidante en base al radical DPPH® (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) se
evalla de acuerdo al procedimiento reportado por Morales y Jiménez-Pérez (2001).
El reactivo DPPH® es un radical libre estable, que en soluciéon etandlica presenta una
coloracion violeta fuerte y su maxima absorbancia se obtiene a una longitud de onda
de 520 nm. Si se adiciona a este medio una sustancia susceptible de atrapar
radicales libres, como lo es el Trolox ,el electrén no apareado del DPPH® se aparea e
inmediatamente se presenta una decoloracién de la solucién que puede ir hasta

amarillo en razén del niamero de electrones apareados (Figura 5).
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Figura 5. Reaccion colorimétrica del DPPH en presencia de un compuesto con
actividad antioxidante

La actividad antioxidante se midi6 con el radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) tal
como lo describen Morales y Jiménez-Pérez (2001). Se prepar0 una solucion
etandlica (7.4 mg/100 mL) del radical estable DPPH. Posteriormente, se colocaron
100 pL del extracto de residuo de zarzamora en viales y se afiadieron 500 uyL de
solucion de DPPH, la mezcla se dejo reposar 1 h a temperatura ambiente.
Finalmente, se midio la absorbancia a 520 nm utilizando un lector de microplacas
(Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). Las muestras se realizaron
por triplicado. Como patron de referencia se utilizo Trolox y se expresé como pumol de

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

12. Disefio experimental

Recientemente, la metodologia de superficie de respuesta (MSR) se ha estado
utilizado cada vez mas para optimizar los parametros de proceso porque esto
permite mas facilidad de interpretacion de experimentos comparados con otros
métodos (Box y Behnken, 1960; Gan, et al., 2010). El disefio experimental empleado
fue un disefio central compuesto rotatorio por dos variables independientes cada uno
en cinco niveles. El orden experimental fue al azar. Los niveles de variables
independientes, es decir, el nivel de amplitud (X1, %) y tiempo de extraccion por
termo-ultrasonido (X, min) fueron seleccionados en base a los valores obtenidos en
experimentos preliminares y basados en lo reportado por Tiwari, et al., (2009). Los
niveles de amplitud (X;) fueron 80% y 90% vy el tiempo de extraccion (X;) entre 10 y

15 min. Los valores codificados de las variables independientes fueron -a, -1, 0, +1,
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+o.. El disefio arrojo 13 experimentos, de los cuales, 5 fueron puntos centrales, 4
puntos factoriales y 4 puntos axiales (Tabla 5), a una distancia de 1.414 de cada
disefio central. El analisis de regresion se realiz6 sobre los datos de las variables
dependientes obtenidos por triplicado como observaciones efectuadas por las
condiciones de extraccion y el valor medio de cada atributo se tomé como la
respuesta Y. Los datos experimentales fueron sometidos a andlisis de regresion
lineal maltiple utilizando JMP® 5,1 software estadistico (SAS Institute, Cary, NC,
USA) vy se ajustaron a un modelo polinomial de segundo orden como se muestra en

la siguiente ecuacion.

Ecuacion 2: modelo polinomial de segundo orden

V=P + Zi]/‘ixi + Z;ﬁﬁXf * ZiZj:p]ﬂf}X"Xj @)
Donde:
Y = respuesta prevista
Bo = coeficiente constante
Bi = coeficiente lineal
Bii= coeficiente cuadratico
Bij= coeficiente de interaccion

Xi y X; = variables independientes

Y es la variable de prevista o de respuesta, Bo son los coeficientes constantes de
regresion de variables para interceptar el término lineal, cuadratico y la interaccion, y
Xi y X; son variables independientes. Los parametros elegidos de ajuste de la
ecuacion del modelo polinomial se calcularon usando el mismo software. La
significacién (p) de los coeficientes de regresion del modelo se evalué mediante
analisis de la varianza.La superficie de respuesta generé curvas en tres dimensiones
y se desarrollaron utilizando SigmaPlot 12.0 software de graficos (SYSTAT Software

Inc., San Jose, CA, USA), mientras se mantienen las variables constantes en el
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modelo polinomial de segundo orden.

comparando el experimental y los valores pronosticados.

Tabla 5. Disefio experimental utlizado para
antioxidantes en el residuo de zarzamora.

La validez del

la extraccion de

Experimentos Modelo  X;, Amplitud (%) X2, Tiempo (min)
1 a0 77.92 125
2* 00 85 125
3 +- 90 10
4 -- 80 10
5 Oa 85 8.96
6 0A 85 16.03
7* 00 85 125
8* 00 85 125
9 AO 92.07 125
10* 00 85 12.5
11 -+ 80 15
12* 00 85 12.5
13 ++ 90 15

*Puntos centrales

modelo se determin6
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13. Elaboracion de Yogurt

Se utilizé leche comercial pasteurizada, la cual fue calentada a una temperatura de
45 °C, a continuacion se le agrego el 3% de azucar, asi como de leche en polvo. Se
mezclé perfectamente hasta la desaparicion de grumos. Posteriormente, se le agrego
el cultivo lactico (starter) siendo una mezcla de Streptococcus thermophilus y
Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus. Previamente éste se revivificd con
un poco de leche caliente y se dejé reposar por media hora. Inmediatamente se
agrego el starter al resto de la leche. Se incubd por 4.5 horas a temperatura de 43-
45°C y se sometio a refrigeracion para detener el proceso de fermentacion. Una vez
obtenido el yogurt, se le agreg6é una solucion al 10% de azucar (Walstra, et al.,
2001). Se mezclo perfectamente y se almaceno para los analisis posteriores. Esta

primera muestra fue tomada como control y se le llamé yogurt natural (Y-N).

13.1.Adicion del extracto de residuo de zarzamora
En el proceso de elaboracion para este tipo de yogurt, se utilizd la metodologia
descrita anteriormente realizando una modificacion en la que fue agregado el 25% de
extracto liquido del residuo de zarzamora. Cabe mencionar que ese porcentaje se
eligi6 de acuerdo a pruebas preliminares. El azucar fue disuelta previamente en el
extracto y se mezcl6 bien. La muestra obtenida se le llamé yogurt natural adicionado
con extracto de residuo de zarzamora (YN-E), donde el extracto fue obtenido por

termo-ultrasonido a las condiciones de 90% de amplitud por 15 min.

13.2.Andlisis en el yogurt

Se realizaron pruebas fisicoquimicas, determinacién de antioxidantes y analisis
sensorial en las muestras de yogurt. Se sometieron a andlisis tres muestras de
yogurt: yogurt natural (Y-N), yogurt natural adicionado con extracto (YN-E) y la
tercera muestra fue un yogurt comercial de frutos rojos (adicionado con el 10% de

fruta), al que se le llamé yogurt comercial (Y-C).
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13.3. Analisis fisicoquimico

Se realiz6 un andlisis fisicoquimico en las tres muestras de yogurt (Y-N, YN-E y Y-C).
Los andlisis fueron los siguientes: humedad, cenizas, proteina, grasa, pH y acidez
titulable.

13.3.1. Determinacion de humedad

El contenido de humedad es un indicador de estabilidad y calidad del alimento y una
medida indirecta del contenido de solidos totales. EI método de acuerdo a la AOAC
2005, se basa en una determinacién gravimética en la que se determina la diferencia
de pesos obtenidos en una muestra antes y después de secarla a una temperatura
contante. Se procedi0 a pesar 1 gramo de cada muestra en una capsula de
porcelana, puesta previamente a peso contante. Las muestras se colocaron en un
horno a 105 °C durante 1.5 horas. El céalculo se realiz6 mediante la siguiente

ecuacion.

Ecuacion 3: porcentaje de humedad

Pi- Pf
x 100

Pi 3)

% Humedad =

Donde:
Pi: peso de la muestra humeda

Pf. peso de la muestra seca

13.3.2. Determinacion de cenizas

Las cenizas de un alimento representan el contenido mineral, es decir, toda la
materia organica se oxida en ausencia de flama a una temperatura que fluctia entre
los 550-600°C y el material inorganico que no se volatiliza a esta temperatura se

conoce como ceniza (Nollet, 1996; Hart y Fisher, 1991).

En un crisol de porcelana se colocaron 2 g de muestra y se realizé la carbonizaciéon
con mechero de bunsen para después llevar a incineracion en la mufla (Thermolyne

modelo 1500, USA) a 500 °C durante 5 h. Al término de ese tiempo, se disminuyo la
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temperatura a 200 °C y se pasaron las muestras a un desecador para dejar enfriar
durante 1 h. Posteriormente, se pesdé en una balanza analitica obteniendo el
porcentaje de cenizas por diferencia de peso (AOAC 923.03, 2005). Los célculos se

obtuvieron con la siguiente ecuacion.

Ecuacion 4: porcentaje de cenizas

05 de Cenizas = x 100

(4)
Donde:
A: peso del crisol a peso constante con muestra seca (g)
B: peso del crisol con ceniza (g)
C: peso de la muestra seca (Q)

13.3.3. Determinacion de proteina (Método de Kjeldahl)

El procedimiento determina la materia nitrogenada total, basandose en la digestion
de la muestra utilizando acido sulfirico para reducir el nitrdgeno organico hasta
amoniaco el cual queda en forma de sulfato de amonio. Concluida la digestion se
alcaliniza y se destila directamente o por arrastre con vapor para desprender el
amoniaco, el cual es atrapado en una solucién acida y titulada automaticamente por

el equipo.

La determinacién de nitrégeno total se realizé por el método de Kjeldahl, utilizando la
metodologia oficial de la AOAC, 2005 (método 991.20) utilizando el factor de 6.38

para obtener el porcentaje de proteina.

En esta medicion se utilizd un equipo de digestion, destilaciébn y neutralizacion
(Gerhardt modelo Vapodest 50, USA). Se pes6 0.5 g de la muestra y se colocé en un
tubo de digestion junto con una tableta catalizadora (KjetabsGerhardt). Se
adicionaron 2 mL de agua destilada y 15 mL de H,SO, (acido sulfarico) al 97.9%.
Fue necesaria la utilizacibn de dos blancos durante todo el proceso. La

determinacién se llevd a cabo en 3 pasos:
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a) Digestién: cuando el digestor alcanzé la temperatura de 230 °C, se colocaron
los tubos de digestion y se conectaron al sistema de neutralizacion, se verifico
gue los gases formados fueran neutralizados con la solucién de NaOH (hidréxido
de sodio) al 32%. Se mantuvo a la misma temperatura durante 30 min.
Posteriormente, se elevo la temperatura a 260 °C durante 5 min, 300 °C por 10
min, 400 °C por 20 min y finalmente 405°C hasta observar un tono verde
esmeralda (aproximadamente 20-30 min).

b) Destilacién: una vez enfriados los tubos, se colocaron en el destilador
automatico, el cual fue programado para realizar la destilacion de amoniaco

adicionando automaticamente NaOH al 32%.

c) Titulacion: se titul6 automaticamente el acido borico H3BO3 (acido borico) con
H,SO,4 0.1N. El porcentaje de nitrégeno presentado por el equipo fue utilizado
para calcular el porcentaje de proteina total de acuerdo con la siguiente

ecuacion.

Ecuacion 5: porcentaje de proteina total

% de Proteina = % de Nitrégeno x 6.38 (5)

13.3.4. Determinacién de grasa por el método Gerber

El método Gerber, es un método volumétrico que presenta caracter un tanto cuanto
empirico ya que varios factores afectan la gravedad especifica de la grasa separada,
variaciones propias de la grasa, acidos grasos presentes, solubilidad de la grasa en
los disolventes, etc. Con este método volumétrico la muestra se sitla en un
butirometro y se descompone utilizando acidos o alcalis de manera que la grasa es
liberada, esta se separa por un método mecanico (centrifuga) y se colecta en el
cuello calibrado (Boekenoogen, 1964). La determinacion de grasa en yogurt se

realiz6 de la siguiente manera:
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Se preparé H,SO4 con densidad 1.552 y se colocaron 10 mL en el butirbmetro, se
agregaron 3g de muestra, 1 mL de alcohol isoamilico y 7 mL de agua destilada. Se
coloc6 el tap6n y la muestra fue homogenizada moviendo el butirdmetro
cuidadosamente de arriba hacia abajo. Una vez homogenizada, se centrifugd a 2000
rpm por 10 min. Posteriormente, se sacaron las muestras y se colocaron en un bafio
de agua a 65 °C por 5 min hasta que se observé la separacion de la grasa en la
escala del butirometro de forma directa.

13.3.5. Determinacion de pH
Se midi6 el pH de las muestras de yogurt después de la calibracion del
potenciometro (Hanna Instruments, modelo 210) con soluciones buffer de pH 4.0 y

7.0 estandarizados para el analisis.

13.3.6. Determinacion de acidez titulable

De acuerdo con Chandan y O'Rell, (2006) se prepard una solucion de NaOH al 0.1 N.
En un matraz Erlenmeyer se pesé 9 g de muestra, se afadieron 2 gotas de
fenolftaleina, fue homogenizada y se procedi6 a titular hasta la obtencién de un ligero
color rosa, que persistid por 30 segundos aproximadamente, comparando con la
muestra testigo. Se anotaron los mililitros gastados de NaOH para neutralizar cada
muestra. La acidez titulable se expres6 como porcentaje de acido lactico, de acuerdo

a la siguiente ecuacion.

Ecuacioén 6: porcentaje de acido lactico

. N = V= Peq
U de Acido lactico = —————  x 100
g de muestra (6)

Donde:

N = Normalidad del NaOH (0.1 N).
V = Volumen de hidréxido de sodio gastados, expresado en litros.
Peq = Peso equivalente del &cido lactico (90).
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13.4.Determinacion de compuestos antioxidantes del yogurt

13.4.1. Determinacion de compuestos fendlicos, antocianinas, ABTS y DPPH
Los compuestos antioxidantes fueron extraidos a partir de muestras de yogurt
utiizando el método descrito por Wallace y Giusti (2008) con pequefas
modificaciones. Se tomaron 10 g de yogurt y se mezclaron con 30 mL de metanol
acidificado con HCI al 0,1% y se agitaron durante 15 minutos. Se centrifug6é a 10 000
rpm durante 10 min usando una centrifuga refrigerada. El sobrenadante se recuperé
y se almacend para su posterior analisis. Se determiné compuestos fendlicos totales,
antocianinas, ABTS y DPPH en los extractos del yogurt, se realiz6 de acuerdo a la
metodologia para los extractos mencionada anteriormente (apartado correspondiente
all3.1al11.3.3.2).

13.5. Analisis sensorial del yogurt

El andlisis sensorial se utiliza para responder a preguntas sobre la calidad de un
producto relacionado con la descripcion o preferencia. Las pruebas de preferencia y
aceptabilidad tienen por objetivo establecer si el consumidor reconoce diferencias en
el producto, y si estas mejoran el grado de satisfaccion o aceptacion del mismo.
Entre las pruebas de aceptacion se encuentra un método para presentar las
muestras y es en presentacion apareada en la que se presentan dos muestras a la

vez (Carpenter, et al., 2000).

Se realiz6 una prueba de comparacion apareada (preferencia) para el analisis
sensorial del yogurt. Los consumidores fueron estudiantes de la licenciatura en
Nutricion del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma del Estado
de Hidalgo, entre las edades de 20 a 22 afios. Se les presenté dos productos
codificados que fueron identificados por un nimero de tres digitos asignado al azar y
se les pidi6 que indicaran cual prefieren. El analisis sensorial lo realizaron 50
consumidores. A continuacion se presenta el formato aplicado para la realizacién de

esta prueba sensorial.
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Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo

INSTITUTO DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

Prueba Sensorial de Yogurt

Edad: Fecha:

Escolaridad: Superior Posgrado

Sexo: M F

Instrucciones: Frente a usted tiene dos muestras de yogurt, las cuales han sido
codificadas, pruebe cada una de ellas de izquierda a derecha. Favor de enjuagar su
boca antes de iniciar la prueba. A continuacion indique cual de las dos muestras
prefiere.

193 582

Gracias por su patrticipacion
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14. Analisis estadistico

Todos los valores fueron obtenidos por triplicado. Se realizé un analisis unidireccional
de varianza (ANOVA) y las diferencias entre las medias (= desviacion estandar (DE))
fueron comparadas con una prueba de Tukey con una confiabilidad del 95 %,
utilizando el paquete estadistico SPSS versién 15.0, Sistema SPSS® para WIN™

(SPSS Inc, Chicago, lllinois).
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15. RESULTADOS Y DISCUSIONES

15.1.Modelizacion del proceso de extraccion a partir del residuo de zarzamora
La optimizacion del proceso de extraccion de los compuestos fendlicos totales,
antocianinas y actividad antioxidante sobre la base del disefio central compuesto se
presentan en la Tabla 6. El efecto de nivel de amplitud del termo-ultrasonido (T-US) y
el tiempo de extraccion ocasiond una liberacién de compuestos fendlicos totales
entre 933 y 1438 mg de equivalentes de acido gélico en 100 g de base seca
(EAG/100g bs). Para las antocianinas el intervalo fue de 332 y 378 mg de Cyanidin-
3-Glucésido en 100 g de base seca (Cy-3-Gl/100g bs). La actividad antioxidante
medida por ABTS y DPPH se presentd en un intervalo de 3478 y 6953 pmol
equivalentes de Trolox en 100 g de base seca (ET/100g bs); 7050 y 9571 pmol
ET/100 g bs, respectivamente. En general, las extracciones obtenidas por T-US
fueron mayores a la muestra control de fenoles totales, antocianinas, ABTS y DPPH
Esto es debido a que el ultrasonido provoca que las ondas sonoras que viajan por el
medio liquido rompan las células de la matriz vegetal y los contenidos sean liberados
de la célula en el medio de extraccion (Vinatoru, et al., 1997). En este sistema de
extraccion solido-liquido, la masa (sélidos contenidos en la matriz vegetal) migra
hacia el disolvente que ha sido puesto en contacto con la matriz. Esta migracion de
masa puede mejorarse con cambios en los coeficientes de difusion inducida por el

termo-ultrasonido, entre otros (Corrales, et al., 2009).

En la Tabla 7 se muestra el andlisis de regresion de los datos experimentales. Los
resultados indican los modelos de respuesta predictivos. Se observaron cambios
significativos con el nivel de amplitud del T-US y tiempo de extraccion aplicados.
Estos cambios se reflejaron en término lineal (bi, by), cuadratico (bii, bz2), 0 su
interaccion (bi2). Los modelos mostraron altos coeficientes de correlacion (R?) de
0.97, 0.97, 0.94 y 0.95, de compuestos fendlicos totales, antocianinas, ABTS y
DPPH, respectivamente, por lo que se ajustaron al modelo matematico con un

minimo margen de error de 0.06.
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Tabla 6. Valores promedio (+ DE) de la extraccion de CFT, antocianinas y actividad antioxidante en residuo de

zarzamora termo-ultrasonicado en100 g en base seca.

Numero de Condicién de CFT *** Antocianinas**** ABTS DPPH
Extraccion extraccion** (mg EAG/100g bs) (mg/100g bs) (umol ET/100g bs) (umol ET/100g bs)
*Control - 746.75 £5.70 255.25 + 3.50 4540.82 £ 333.27 6623.03 £ 90.68
1 (a0) 78% 12.5 min 1094.44+70 345.53 £ 18 6953.86 + 300 9237.42 £ 194
2 (00) 85% 12.5 min 1201.24 + 13 352.10 £ 29 6165.36 + 645 8575.23 £ 485
3 (+) 90% 10 min 1124.52+ 31 340.25 + 3 5601.75 + 104 7815.00 + 74
4 (=) 80% 10 min 1311.19+ 45 346.32 £ 2 5873.31 £ 166 9089.02 £ 22
5 (0a) 85% 9 min 1438.14 + 62 332.04 £7 3478.45 £ 604 7585.90 £ 108
6 (0A) 85% 16 min 1433.79 + 17 37468 £ 1 4538.77 = 499 7050.25 £ 163
7 (00) 85% 12.5 min 1205.84 + 84 356.66 * 2 6124.96 £ 0 8557.20 £ 190
8 (00) 85% 12.5 min 1220.31 £ 45 35258 +1 6226.79 = 270 8474.86 £ 417
9 (A0) 92% 12.5 min 933.63 £ 39 35752 +3 6841.88 = 458 9219.67 £ 207
10 (00) 85% 12.5 min 1245.28+99 352.87+ 0 6400.90 + 834 8627.29 £ 542
11 (-+) 80% 15 min 1329.90 + 18 358.91 + 19 6185.99 £ 62 7593.98 £ 561
12 (00) 85% 12.5 min 1226.87 £ 50 35455 +3 6207.71 £ 333 8609.17 £ 340
13 (++) 90% 15 min 1242.89 + 101 378.32 x4 6234.75 £ 419 9571.14 £ 59

* Control no fue comparado estadisticamente con las condiciones de extraccion

*»*Amplitud (%), tiempo de extraccion (min).
*** CET. Compuestos fendlicos totales.
***x Antocianinas (mg de Cy-3-GI/100g bs).
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Tabla 7. Coeficientes de regresion y andlisis del modelo de 2 variables de respuesta

Coeficiente CFT* Antocianinas ** ABTS DPPH

by (intercepto) 1219.908 # 353.752 ¢ 6225.144° 8568.75 2
b. (amplitud) -52.030 ° 3.787°¢ -47.645 84.754

b, (tiempo) 16.366 13.870 ¢ 305.649 ¢ -62.052
b1; (amplitud*amplitud) -84.905° -0.236 466.540° 390.891 ¢
b,, (tiempo*tiempo) 111.059° 0.680 -978.089° -564.343°
b1, (amplitud*tiempo) 24.915 6.37° 80.08 812.795?
R? 0.97 0.97 0.94 0.95

* CFT: Compuestos fendlicos totales.
** Antocianinas (mg de Cy-3-GI/100g bs).
Niveles de significancia: # p<0.0001; ° p<0.001; ¢p<0.01; *p<0.05.

15.2. Efecto de las variables de proceso sobre los compuestos fendlicos
totales y antocianinas
El efecto de la amplitud (b1;) y tiempo (b22) para la extraccion de CFT fue altamente
significativo presentando p < 0.0001, como se muestra en la Tabla 7. En la Figura 6
se presenta un grafico de sabana con los datos obtenidos por superficie de respuesta
y corrobora lo antes mencionado. Se observo que los valores de CFT disminuyeron
cuando se aplicé mayor nivel de amplitud. Con respecto al tiempo, el comportamiento
fue a la inversa, con el incremento del tiempo, la liberacion de los compuestos fue en
aumento. La liberacion de compuestos es debido al incremento del tiempo, los
solutos permanecen mas en contacto con el disolvente facilitando asi la difusion
(Ghafoor, et al., 2009). Mismo efecto fue encontrado por Aybastier, et al., (2013),
guienes obtuvieron un mayor rendimiento de los compuestos fendlicos en las hojas

de la planta de zarzamora cuando la extraccion se realiz6 por mas tiempo.

El efecto de la interaccién entre la amplitud y tiempo (b;2) sobre las antocianinas fue
significativo (p < 0.001) (Tabla 7). Hubo mayor extraccion cuando el nivel de amplitud
y tiempo se incrementd (Figura 7). Sin embargo, el tiempo (by) también tuvo

influencia (p < 0.0001).Estudios realizados en piel de uva (Li, et al., 2010), coinciden
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con los resultados obtenidos, quienes explican que el tiempo de extraccion

relativamente largo, es el mejor paradmetro para la extraccion de las antocianinas.

I 200
I 1000
B 1100
B 1200
[ 1300
[ 1400
I 1500

mg EAG/100 g en bs

Figura 6. Superficie de respuesta para compuestos fendlicos totales. Extraccion por
termo-ultrasonido.
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Figura 7. Superficie de respuesta para antocianinas. Extraccién por termo-
ultrasonido.
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15.3. Analisis de superficie de respuesta sobre la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los compuestos presentes en el residuo de la
zarzamora, fue determinada por los métodos de ABTS y DPPH. En ABTS, la
amplitud (b11) influyd sobre la actividad antioxidante, ya que tuvo una significancia de
p < 0.01 (Tabla 7). Sin embargo, el tiempo (b22) tuvo mayor influencia (p < 0.0001) lo
cual provoco que la actividad antioxidante se incrementara (Figura 8).

Los resultados se asemejan al comportamiento de CFT, ya que el tiempo también fue
significativo. El ABTS+ suele reaccionar con compuestos donantes de atomos de
hidrégeno, como los fenoles, convirtiendo al ABTS en su forma no coloreada
(Roginsky y Lissi, 2005).

Por otro lado, la actividad captadora de radicales libres DPPH, se vio influenciada en
primera instancia por la amplitud (b;;) con una p < 0.01 (Tabla 7), pero fue mas
efectivo el tiempo (b22) (p < 0.001). Se observé que a tiempos menores existid mayor
actividad antioxidante. Sin embargo, la interaccion (by,) entre el nivel de amplitud y el
tiempo de extraccion reflejé6 mayor actividad antioxidante (p < 0.0001). La Figura 9
muestra la interaccion entre las dos variables independientes, corroborando el efecto
significativo. Similares resultados se encontraron en las antocianinas, donde la
interaccion entre las variables fue significativa. Al contrario del ABTS, el DPPH
reacciona con flavonoides que contengan en su anillo B por lo menos un —OH y con
acidos aromaticos que en su estructura tengan mas de un —OH (Yokozawa, et al.,
1998; Von Gadov, et al., 1997), por lo tanto las antocianinas podrian ser

responsables de esta actividad antioxidante.
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Figura 8. Superficie de respuesta para actividad antioxidante por el método de
ABTS. Extraccion por termo-ultrasonido.
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Figura 9. Superficie de respuesta para actividad antioxidante por el método de
DPPH. Extraccion por termo-ultrasonido.
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15.4.Optimizaciéon del método de extraccion y validacion del modelo
Para la optimizacion del proceso de extraccidén de los compuestos antioxidantes en el
residuo de zarzamora, se tomO en consideracion que la superposicion de las
variables de respuesta fuera en una zona donde hubiera cantidades elevadas tanto
de compuestos CFT y antocianinas como de su actividad antioxidante (ABTS y
DPPH). En la Figura 10, se presenta la superposicion las variables de respuesta y se
observé una interseccion importante a niveles de amplitud y tiempo altos, tales como
90% y 15 min. En la zona 6ptima, los valores fueron 1200 mg EAG/100g bs y 380 mg
Cy-3-GlI/100g bs, para CFT y antocianinas, respectivamente. Mientras que para la
actividad antioxidante fue de 6300 y 9600 umol ET/100g bs para ABTS y DPPH,

respectivamente.
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Figura 10. Superposicion de todas las respuestas en la extraccion por termo-
ultrasonido de compuestos antioxidantes en el residuo de zarzamora.
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Los valores de fenoles, antocianinas, ABTS y DPPH que se presentan en la Tabla 8
fueron predichos por el modelo y se compararon con los valores experimentales. Se
encontr6é que ningln parametro tuvo diferencia significativa (p>0.05) por lo que estos
resultados reales validan el modelo de la metodologia de superficie de respuesta. La
buena correlacion entre los resultados confirmé que el modelo de respuesta fue

adecuado reflejando la optimizacion esperada.

Tabla 8. Valores predictivos y experimentales de las respuestas en las mejores
condiciones

Parametros Valor predictivo Valor experimental*
Fenoles (mg EAG/100g bs) 1200 1201.23 + 13.06
Antocianinas (mg Cy-3-GI/100g bs) 380 379.12 £ 6.07
ABTS (umol ET/100g bs) 6300 6318.98 + 76.84
DPPH (umol ET/100g bs) 9600 9617.22 +120.92

*Los resultados obtenidos se realizaron por triplicado (n=3).

15.5. Comparacion de antioxidantes en los extractos

Generalmente, la extraccion de los compuestos organicos de plantas o semillas, se
ha basado en la combinacién del disolvente, calor y/o agitacion. Los solventes como
metanol, acetona, acetonitrilo, etilacetato, entre otros, son utlizados para la
extraccion de polifenoles. Posteriormente, los extractos son evaporados al vacio para
remover el solvente. La seguridad de estas extracciones industriales esta asociada
con el uso de solventes organicos, incluye residuos en el producto, exposicién de los
trabajadores, eliminacion de los disolventes residuales y contaminaciéon al medio
ambiente (Shi, et al., 2003). Sin embargo, esto se puede mejorar significativamente
con el uso de ultrasonido de alta potencia, como la energia generada a partir del
colapso de burbujas durante la cavitacién y que proporciona una mayor penetracion
del disolvente en el material celular y mejora la transferencia hacia y desde las
interfaces (Knorr, 2003).
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15.5.1. Compuestos fendlicos totales

De acuerdo a otros estudios, el fruto de la zarzamora contiene aproximadamente 830
mg EAG/100g de peso fresco (Kaume, et al., 2012). El residuo de zarzamora
presentd cantidades importantes de fenoles, alrededor de 800 mg EAG/100g de
residuo fresco (Vulic, et al., 2011). Estos resultados fueron menores a lo que se
encontro en este estudio (746.74+5.69 mg EAG/100g bs), ya que se reportd en base
seca (Figura 11). Las discrepancias encontradas también pueden ser en parte debido
a los distintos estados de madurez de los frutos. Ademas, las diferencias
metodoldgicas pueden contribuir a la variabilidad en las concentraciones compuestos

fendlicos reportados (Vulic, et al., 2011).

El método de extraccion propuesto (termo-ultrasonido) para los compuestos fendlicos
totales se comparo con el método convencional (agua y solvente). En este método la
etapa de extraccion se llevo a cabo por agitacion de la muestra solida y disolvente
(agua y etanol) durante 2 horas. La Figura 11 muestra los resultados para la
extraccion optima (90% de amplitud por 15 min) por termo-ultrasonicacion, asi como
los métodos convencionales. Todas las extracciones fueron mayores
significativamente (p<0.05) con respecto a la muestra control (746.74+5.69 mg
EAG/100g bs). Sin embargo, los métodos de extraccidn convencionales con agua y
etanol (904.49+0.62 y 908.40+3.01 mg EAG/100g bs, respectivamente) fueron
menores que las condiciones Optimas de extraccion dadas por el T-US (1201.23 +
13.06 mg EAG/100g bs). La optimizacion duplicé la cantidad de compuestos
fendlicos del control. Estos resultados fueron similares a lo reportado por Pingret, et
al., (2012) que comparoé la extraccion convencional (maceracion) y la optimizacion de
la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos fendlicos totales del residuo de
manzana y el incremento fue mas del 30% en la extraccion por ultrasonido. Ademas,
la eficiencia de la extraccion por T-US podria explicarse por el hecho de que la
sonicacién mejora simultaneamente la hidratacion y la fragmentacién de la matriz del
alimento, al mismo tiempo que se facilita la transferencia de masa de solutos para el

disolvente de extraccion (Soria y Villamiel, 2010).
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Figura 11. Extraccion de compuestos fendlicos totales con solventes y termo-ultrasonido del residuo
de zarzamora. Control (muestra sin tratamiento). °Letras diferentes indican una diferencia significativa
(p<0.05) entre las extracciones. Se utilizé la prueba de Tukey para la diferencia entre las medias. n=3.

15.5.2. Antocianinas

Las antocianinas son un grupo perteneciente a los compuestos fendlicos y estan
relacionados con el color de varios 6rganos aéreos y subterrdneos de muchas
plantas (Mazza y Miniatti, 1993). Ademas, son moléculas polares, por tanto, los
disolventes mas comunes utilizados en las extracciones son mezclas acuosas de

etanol, metanol o acetona (Castafieda-Ovando, et al., 2009).

En este estudio fue importante analizar la comparacion de estos métodos (tecnologia
convencional y emergente) para la extraccion de antocianinas. Los resultados se
muestran en la Figura 12. La extraccion con agua y el T-US fueron mayores al
control (255.25+£3.50 mg Cy-3-GI/100g bs). EI método de extraccion mas eficaz fue el
etanol. La polaridad del disolvente para la extraccion con etanol tuvo un efecto
significativo sobre el residuo de zarzamora (593.58+16.44 mg Cy-3-Gl/100g bs) al
incrementar la extraccion sobre sus compuestos. Los resultados obtenidos estan de
acuerdo con lo reportado por D’Alessandro, et al., (2014), donde extrajeron
antocianinas con ultrasonido asistido en el residuo de arandano negro y muestra que

la extraccion con etanol fue mayor que el ultrasonido.
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Figura 12. Extraccion de antocianinas del residuo de zarzamora. Control (muestra sin tratamiento).
®Letras diferentes indican una diferencia significativa (p<0.05) entre las extracciones. Se utiliz6 la
prueba de Tukey para la diferencia entre las medias. n=3.

La eficiencia de extraccién se debe quiza a que esta influenciada por parametros
operacionales, como la composicién del solvente, la proporcion del solido en el

solvente y el tiempo de extraccién, entre otros (D’Alessandro, et al., 2014).

Posiblemente en la muestra extraida por T-US, la cavitacion producida causo
reacciones en donde las antocianinas fueron polimerizadas, teniendo asi una
degradacion de estos compuestos (Floros y Liang, 1994). Ademas, la degradacion de
antocianinas pudo ser debido a la sonolisis del agua por la cavitacion, donde se
indujo la formacion de radicales hidroxilo (-OH) generando la descomposicion
guimica (Castellanos, Reyman, Sieiro y Calle, 2001). Otra posible causa es por la
formacion de peréxido de hidrégeno (H2O2) producido por la cavitacion y que puede
participaren la degradacion de antocianinas por apertura de anillos y la formacién de
chalcona debido principalmente al aumento de temperatura que se produce durante

la sonicacion (Sadilova, Carle y Stintzing, 2007; Tiwari, et al., 2010).
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15.5.3. Actividad antioxidante (ABTS)

La actividad antioxidante fue evaluada por ambos métodos de extraccion, tanto la
convencional como la extraccion por termo-ultrasonido (Figura 13). Se puede
observar que la extraccion con agua y etanol (2567.91+110.97 y 1857.65+240.47
pmol ET/100g bs, respectivamente) no presentaron diferencias significativas vy
tuvieron menor actividad antioxidante comparado con la muestra control (4540.81+
333.27 pumol ET/100g bs). La extraccion optimizada por termo-ultrasonido (6318.98 +
76.84 umol ET/100g bs) presentd los valores mas altos.
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Figura 13. Actividad antioxidante (ABTS). Comparacion de diferentes métodos. Control (muestra sin
tratamiento). ®Letras diferentes indican una diferencia significativa (p<0.05) entre las extracciones. Se
utilizé la prueba de Tukey para la diferencia entre las medias. n=3.

La metodologia de ABTS®' proporciona datos sobre la presencia de agentes
reductores y donantes de hidrégeno en una muestra especifica. La reduccion del
ABTS®" se traduce en una disminucion de la absorbancia y se correlaciona
directamente con la capacidad antioxidante de los compuestos hidrosolubles del
volumen afiadido en la muestra estudiada (Corrales, et al., 2009). Los polifenoles son
solubles en agua debido a que son compuestos polares (contienen gran cantidad de

grupos —OH). Sin embargo, algunos factores pueden afectar el contenido de estos
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compuestos, la extraccion por largo tiempo y la presencia de oxigeno. (Shi, et al.,
2003). En el termo- ultrasonido el tiempo de extraccién fue de 15 min, mientras que
en las otras metodologias fue de dos horas. Es posible que esto afectara

significativamente en la extraccion de estos compuestos.

15.5.4. Actividad antioxidante (DPPH)

La disminucién de la absorbancia por la conversion del color morado a amarillo en
esta determinacion, es debido a la actividad donante de protones para estabilizar al
radical DPPH (Aadil, et al., 2013). En la Figura 14 se muestra la actividad
antioxidante por DPPH en diferentes métodos de extraccion de compuestos
antioxidantes. Todas las muestras presentaron diferencias significativas (p < 0.05).
La extraccion por T-US reflejé mayor actividad antioxidante (9617.22 + 120.92 umol
ET/100g bs) comparado con el control y los métodos convencionales (6623.03 +
90.67; 6992.90 £ 39.77 y 7817.65 = 15.48 umol ET/100g bs, respectivamente).
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Figura 14. Actividad antioxidante (DPPH). Diferentes métodos de extraccion. Control (muestra sin
tratamiento). “Letras diferentes indican una diferencia significativa (p<0.05) entre los tratamientos. Se
utilizé la prueba de Tukey para la diferencia entre las medias. n=3.
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El ultrasonido es beneficioso en la extraccion de componentes bioactivos porque
dafa la pared celular de la planta o matriz del alimento en el que se aumenta la
absorcion del disolvente por la célula durante la sonicacion aumentando asi el
rendimiento de extraccibn (Toma, Vinatoru, Paniwnyk, y Mason, 2001). Los
compuestos fendlicos son los responsables principalmente del atrapamiento de
radicales libres DPPH (Aadil, et al., 2013). Este incremento significativo en la
actividad antioxidante pudiera ser debido a la presencia de las altas concentraciones
del contenido total de polifenoles presentes en el extracto como resultado de termo-

sonicacion que ya se menciond anteriormente.
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15.6. Evaluacion del mejor extracto para adicion a un yogurt

Como resultado de las extracciones del residuo de zarzamora, se obtuvo que a partir
de la extraccion por T-US a 90% de amplitud y 15 min fue el extracto que presento
mayor contenido de CFT y actividad antioxidante (ABTS y DPPH). Por lo tanto, el

extracto fue afiadido a un yogurt para evaluar su utilizacion en este alimento.

16. Efecto de la adicidn de extracto sobre las caracteristicas del yogurt

El yogurt es un producto lacteo muy importante, particularmente para consumidores
con intolerancia a la lactosa. El yogurt es considerado como un alimento saludable
porque contiene bacterias viables que son considerados como probioticos
(Mohamed, Zayan y Nadia, 2014). Ademas, la utilizacion de residuos del procesado
de frutas como parte de los ingredientes, contribuyen con compuestos bioactivos a
estos productos considerados como alimentos funcionales (Balasundram, et al.,
2006). El 25% de extracto liquido del residuo de zarzamora fue agregado a un yogurt

y se evaluaron sus caracteristicas fisicoquimicas, antioxidantes y sensoriales.

16.1. Analisis fisicoquimico

Los andlisis comprendidos dentro de este grupo, también conocido como analisis
proximales Weende, se aplican en primer lugar a los materiales que se usaran para
formular una dieta como fuente de proteina o de energia y a los alimentos
terminados, como un control para verificar que cumplan con las especificaciones o
requerimientos establecidos durante la formulacién. Estos andlisis indican el
contenido de humedad, proteina cruda (nitrégeno total), fibra cruda, lipidos crudos y

ceniza en la muestra (FAO, 1993).

Los resultados de la composicion quimica proximal del yogurt se muestran en la
Tabla 9. Como se puede observar, el yogurt es un alimento con alto contenido de
agua. De acuerdo a la norma mexicana para yogurt o leche bulgara (NMX-F-444-
1983), el porcentaje de humedad para yogurt natural y yogurt aromatizado (al que se

le ha adicionado saborizantes) no debe ser mayor al 87%, mientras que para el
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yogurt con fruta y aromatizado deberéa contener un maximo de 78%. Por lo tanto, el
yogurt natural (Y-N) y el yogurt natural adicionado con el extracto del residuo de
zarzamora (YN-E) estuvieron dentro del valor estipulado por la norma. Sin embargo,
el yogurt comercial (Y-C) fue mayor a 78%, lo cual se vio reflejado en la disminucién
del contenido de sdlidos, debido a la agregacion pectinas principalmente, las cuales
le confieren al yogurt un aumento en la viscosidad y fuerza de gel, ademas de la
reduccién en la sinéresis (Sun-Waterhouse, et al., 2013). Por otro lado, el contenido
de humedad en las muestras fueron diferentes significativamente (p<0.05),
encontrando menor humedad en el YN-E y mayor en Y-C.

Tabla 9. Composicion fisicoquimica del yogurt

o Yogurt

Composicion Y-N* YN-E Y-Cr
Humedad (%) 78.37+0.12° 77.82+0.09 2 82.56+0.02 ¢
Cenizas (%) 0.52+0.043" 0.52+0.035° 0.41+0.005 2
Proteina (%) 4.20+0.07° 4.00+0.12° 3.50+0.072
Grasa (%) 2.83+0.28" 1.43+0.40° 1.90+0.20°
pH 4.54+0.005 ° 4.37+0.005° 4.10+0.005 2
Acidez (%) 0.81+0.005° 0.57+0.011° 0.86+0.015 ©

" Y-N: Yogurt natural

™ YN-E: Yogurt natural adicionado con extracto de residuo de zarzamora (termo-ultrasonicado por
90% y 15 min).

Y-C: Yogurt comercial

®Indica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo inorganico
gue queda después de quemar la materia organica; representan el contenido mineral
(Hart y Fisher, 1991). El porcentaje de cenizas en el Y-C presentd un menor
contenido de minerales con respecto a las otras muestras indicando que el extracto

no afecté el contenido de minerales.

Las proteinas constituyen el principal componente de las sustancias nitrogenadas,

ocupando una posicién de primera importancia en las producciones agroalimentarias,
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porque condiciona las propiedades funcionales de numerosos productos; ademas,
desempefia un papel especifico en el campo nutricional (Adrian, et al., 2000). La
proteina lactea es propia de la leche y esta conformada por diversos componentes
propios de la leche cuya proporciébn debe mantenerse durante el proceso de
fabricacion del yogurt (NOM-181-SCFI-2010). Se observé que el porcentaje de
proteina de las muestras de yogurt estuvo dentro de lo establecido por la norma
mexicana NOM-181-SCFI-2010, ya que marca que debe ser minimo el 2.9%. Por
otro lado, se presentd diferencia significativa (p<0.05) entre el Y-C y las otras dos
muestras en donde el porcentaje de proteina fue mayor. Las proteinas desempefian
un papel determinante en la textura y la materia grasa sobre las caracteristicas

sensoriales como sabor y aroma (Mahaut, et al., 2004).

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana Yogurt-Denominacion, especificaciones
fisicoquimicas y microbioldgicas, informacion comercial y métodos de prueba (NOM-
181-SCFI-2010), la definicion de grasa butirica es la grasa que se obtiene de la
leche, que se caracteriza por tener un alto contenido de acidos grasos saturados,
incluyendo el &acido butirico. En la Tabla 9 se muestra el porcentaje de grasa del
yogurt y de acuerdo a la norma antes mencionada y a la Norma del CODEX para
leches fermentadas, establecen que no debe exceder del 15%, por lo tanto, todas las
muestras cumplen con las normas. Ademas, el Y-N presenté mayor cantidad de
grasa comparada con el YN-E y el Y-C. Este comportamiento fue similar a lo
reportado por Sengil, et al., (2012), utilizaron pulpa de cereza y Bakirci y Kavaz,
2008, en donde agregaron puré de platano a un yogurt y se observé que en estos
estudios el porcentaje de grasa de todas las muestras disminuyé con respecto al
control. La disminucion de este parametro es beneficioso, ya que de acuerdo a
recomendaciones nutricionales se debe buscar la disminucién de la grasa en los

alimentos.
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De acuerdo a la NOM-181-SCFI-2010, el yogurt debe presentar minimo el 0.5% de
acido lactico (% de acidez), lo cual las tres muestras de yogurt estuvieron dentro de
los lineamientos establecidos por la norma. Cabe destacar que se presentaron
diferencias significativas (p<0.05). En la Tabla 9 se muestran los valores de pH y
acidez del yogurt. Se observé que la adicion del extracto del residuo de zarzamora
disminuyé el pH y aumentd la acidez del yogurt. ElI pH del Y-N fue de 4.54 y acidez
de 0.81% de &cido lactico, mientras que el YN-E presentd valor de 4.37 con una
acidez de 0.57% de &cido lactico. La adicion del extracto ocasion6 una reduccion del
pH e incremento de la acidez, tomando en cuenta que el valor de pH del extracto fue
de 3.52+0.02. Mismo comportamiento se observé en el Y-C, ya que dentro del
proceso de elaboracion le fueron afiadidos tres frutos rojos, lo cual también
contribuyd a la disminucion de este parametro. Este comportamiento concuerda con
la disminucion del pH en yogurt por la adicién de residuos como el orujo de uva de

vino y cereza (Tseng y Zhao, 2013; Sengdl, et al., 2012).

16.2. Antioxidantes del yogurt

Alimento funcional es un término que se utiliza para definir los alimentos que
proporcionan compuestos bioactivos naturales a la dieta humana mas alla sus
caracteristicas basicas de suministrar nutrimentos. Estos compuestos bioactivos a
menudo benefician la salud por su actividad antioxidante (Kris-Etherton, et al., 2004).
Por lo tanto, los diversos estudios se han enfocado en el desarrollo de alimentos
fortificados con vitaminas, fibras, acidos grasos y otros compuestos naturales
(polifenoles) lo que contribuye con caracteristicas funcionales novedosas (Karaaslan,
et al., 2011).

Como se ha mencionado, la zarzamora es reconocida por ser una buena fuente de

antioxidantes, la cual contiene niveles apreciables de compuestos fendlicos (Cho, et

al., 2005), y el residuo del procesamiento aun contienen estos compuestos.
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En la Tabla 10 se muestran los compuestos fendlicos totales (CFT), antocianinas y
su actividad antioxidante del yogurt adicionado con el extracto de residuo de
zarzamora. El yogurt con menor cantidad de compuestos fendlicos fue el Y-N vy el
mayor lo obtuvo el YN-E. Los compuestos fendlicos se encuentran en cantidades
notables en la leche de los rumiantes. Una parte de estos compuestos son los
productos del catabolismo de los aminoacidos; sin embargo, en su mayoria derivan
de la alimentacion, y las diferencias en el perfil fendlico de la leche pueden ser
causadas por las variaciones en la alimentacion (O’Connell y Fox, 2001).

Tabla 10. Actividad antioxidante del yogurt

Antioxidant Yogurt
ntioxidantes
Y-N* YN-E™* Y-CH*
CFT* . A
(mg EAGIL) 37.94 +0.632 109.55 + 1.58 51.38 £ 0.09
Antocianinas b .
(mg Cy-3-Gl/L) ND** 9.52 +0.18 0.96 +£0.00
ABTS 227.11 + 10.71° 330.44 + 18.36° 160.44 + 25.012
(umol ET/L)
DPPH . A
(umol ET/L) 10.83 £ 0.142 68.58 £+ 0.94 18.00 + 0.66

" Y-N: Yogurt natural

"™ YN-E: Yogurt natural adicionado con extracto de residuo de zarzamora (termo-ultrasonicado por 90%
y 15 min).

™Y-C: Yogurt comercial

% Indica diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

Los polifenoles son conocidos por ejercer una afinidad de unién con las proteinas, lo
gue conduce a la formacién de complejos de proteina-polifenol soluble o insolubles
(Papadopoulou y Frazier, 2004; Rawel, Kroll y Hohland, 2001). Estas interacciones
son particularmente con proteinas ricas en prolina tales como caseinas (Luck, et al.,
1994; O'Connell y Fox, 2001). El incremento sobre los valores observados en el
yogurt adicionado (YN-E) indica la presencia de fenoles contenidos en el extracto del

residuo de zarzamora en el producto final.
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Estos resultados fueron comparados con otro estudio (Karaaslan, et al., 2011) en
donde al yogurt le agregaron variedades de uva como Syrah, Merlot, Chardonnay y
Cabernet sauvignon, y la cantidad de fenoles obtenidos fue en un intervalo de 70 a
80 mg EAG/Kg. El yogurt adicionado con extracto del residuo de zarzamora (YN-E)
presentd mayor concentracion (109 mg EAG/L) que lo reportado en el estudio
mencionado. Ademds, otros estudios reportaron que con el aumento en la
concentracion de pulpa de cereza agria, extracto de orujo de uva y orujo de uva seco
(Sengul, et al., 2012; Tseng y Zhao, 2013; Mohamed, et al., 2014), el contenido de

compuestos fendlicos incremento.

Las antocianinas representan el grupo mas importante de pigmentos hidrosolubles
detectables en la regién visible por el ojo humano (Strack y Wray, 1994). Estos
pigmentos son responsables de la gama de colores que abarcan desde el rojo hasta
el azul en varias frutas, vegetales y cereales, y se encuentran acumulados en las
vacuolas de la célula (Wagner, 1982). Debido a su importancia y a la calidad del
color de las frutas y hortalizas frescas y transformadas, los colorantes basados en
antocianinas son fabricados para el uso alimentario, asi como del procesamiento de
desechos. Ademas de su papel funcional como colorantes, los extractos de
antocianinas pueden mejorar la calidad nutricional de los alimentos y bebidas
(Wrolstad, 2004).

Las antocianinas presentes en el yogurt fueron detectadas en la muestra YN-E y Y-C
en las que se encontraron diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 10),
encontrdndose mayor contenido de antocianinas en el YN-E (9.52 mg Cy-3-Gl/L). Es
posible que se haya presentado una degradacion de antocianinas en el YN-E, ya que
el extracto que se adicioné tuvo cantidad de 378.32+4.70 mg Cy-3-Gl/100g bs. Esta
degradacion pudiera ser ocasionada por el pH del yogurt, siendo desfavorable para
las antocianinas, que mantienen la mayor estabilidad y una absorbancia maxima a
pH de 1.0 (Wrolstad, 2004). Las antocianinas son facilmente inestables y pueden

formar compuestos incoloros o de color marrén debido a la su alta reactividad. La
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estabilidad de antocianinas se ve afectada por el pH, almacenamiento, temperatura,
enzimas, actividad microbiana, acidos e iones metélicos presentes en el medio
(Jackman, Yada, Tung y Speers, 1987). Por otro lado, las antocianinas podrian
interactuar con varios componentes de la matriz de la leche, por ejemplo con las
proteinas y otras macromoléculas presentes en el yogurt (Jing y Giusti, 2005)
limitando la posibilidad de cuantificarlas y sus propiedades antioxidantes.

La actividad antioxidante del yogurt fue medida por ABTS y DPPH. El YN-E fue el
gue presenté mayor actividad medida por ambos métodos. Estos comportamientos
fueron similares a lo reportado por El-Said et al., (2014), quienes agregaron al yogurt
extracto de cascara de granada y encontraron un incremento de la actividad
antioxidante por ABTS y DPPH. El incremento esta dado por la cantidad de

compuestos fendlicos presentes en el yogurt.

Por otro lado, cuando se lleva a cabo la union covalente entre proteinas y
compuestos fendlicos, los grupos hidroxilo de los fenoles libres pueden actuar como
antioxidantes (Viljanen, et al., 2004). Sin embargo, la actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos puede ser enmascarado por interacciones con proteinas que
dependen tanto del tipo, cantidad de proteina, asi como del compuesto bioactivo y se
ha encontrado que es en la combinacion de la caseina en la leche con acido galico
en el té (Arts, et al., 2002; Heinonen, et al., 1998).

16.3. Andélisis sensorial

El analisis sensorial del yogurt fue realizado por una prueba de preferencia en la que
se colocaron dos muestras de yogurt codificadas con 193 y 582 para el yogurt natural
adicionado con extracto del residuo de zarzamora y yogurt comercial adicionado con
frutos rojos, respectivamente. A los consumidores se les pidié que indicaran cual de
las dos muestras preferian y se observé que el 50% tuvo preferencia por el YN-E
(Figura 15). Cabe mencionar que las muestras fueron de yogurt para beber,

presentaron color rosa tenue, olor y sabor caracteristico, por lo cual pudieron
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diferenciar una de otra muestra. Por lo tanto, aunque la preferencia por un yogurt u
otro fue por igual, se puede concluir que el YN-E fue aceptado por el consumidor
como si fuera un producto disponible en el mercado. Sin embargo, el YN-E presentd
mayor beneficios ya que tuvo elevada cantidad de compuestos antioxidantes.

100 -

75 A

25

Porcentaje de preferencia (%)
)
o

YN-E Y-C

Figura 15. Porcentaje de preferencia de yogurt adicionado con extracto y yogurt
comercial.
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17. Conclusiones

e De acuerdo a la metodologia de superficie de respuesta, la condicion optima
de termo-ultrasonido para la extraccién de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante del residuo de zarzamora fue 90% de amplitud por 15 min.

e Se realizé una comparacién de extractos (acuoso, etandlico y por termo-
ultrasonido) y la extraccion por termo-ultrasonido presenté mayor contenido de
fenoles y actividad antioxidante.

e El yogurt fue adicionado con el extracto del residuo de zarzamora obtenido por
termo-ultrasonido y presentd un aumento en el porcentaje de proteina y mayor
cantidad de compuestos antioxidantes comparado con el yogurt comercial.
Ademas, los consumidores que realizaron la prueba de preferencia en el
analisis sensorial, el 50 % eligieron el yogurt adicionado con el extracto de

Zarzamora.
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