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RESUMEN

Los objetivos de la presente investigacion fueron la evaluacion del efecto de
incubacion con Lactobacillus salivarius spp. salivarius sobre las propiedades
fisico-quimicas y funcionales de un liquido simbidtico y la evaluacién de la
reutilizacion del mismo liquido en 5 ciclos de impregnacion a vacio. El
liquido, formulado a partir de zumo de mandarina comercial con
incorporacion de oligofructosa y levadura de cerveza, resultd un medio
adecuado para el crecimiento del microorganismo. La incubacion tuvo un
efecto significativo en la capacidad antioxidante, aumentando un 4,64% y un
26,7% los valores obtenidos por las metodologias de FRAP y DDPH
respectivamente, y disminuyendo un 23% el valor obtenido por el método de
ABTS. El contenido en acido ascoérbico descendié en un 4,5%, mientras que
el contenido en flavanonas no presenté cambios significativos. Durante la
reutilizacion del liquido en cinco ciclos de impregnacion, las propiedades
fisicas presentaron cambios minimos, se observaron cambios significativos
en las propiedades funcionales con un descenso en la actividad antioxidante
(10,6%, 2,5% y 7,5 % por FRAP, DPPH y ABTS respectivamente), en el
contenido de &cido ascérbico (17,47%) y fenoles (4,6%). Sin embargo, no
hubo cambios significativos en el contenido de flavanonas y oligofructosa.

RESUM

Els objectius de la investigacié van ser I'avaluacio de |'efecte de la incubacio
amb Lactobacillus salivarius spp. salivarius sobre les propietats
fisicoquimiqgues i funcionals d’un liquid simbidtic i lavaluacido de la
reutilitzacié del mateix en cinc cicles d"impregnacié a buit. El liquid, formulat
a partir de suc de mandarina comercial amb la incorporacio d oligofructosa i
llevat de cervesa, va resultar un medi adequat pel creixement del
microorganisme. La incubacié va tindre un efecte significatiu sobre la
capacitat antioxidant que va augmentar un 4,64% i 26,7% amb I"analisi
mitjancant les metodologies FRAP i DPPH respectivament; el metode ABTS
pel contrari, va evidenciar un descens del 23 %. El contingut d"acid ascorbic
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va descendir un 4,5% mentre que el contingut de flavanones no va presentar
canvis significatius. Durant la reutilitzaci6 del liquid en cinc cicles
d’impregnacio, les propietats fisiques presentaren canvis minims pero
s’observaren canvis significatius en les propietats funcionals amb un
descens significatiu de I"activitat antioxidant (10,6%, 2,5% i 7,5% amb FRAP,
DPPH i ABTS respectivament), el contingut d"acid ascorbic (17,47%) i els
fenols (4,6%). No va haver-hi canvis significatius en el contingut en
flavanones i oligofructosa.

ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate the effect of incubation with
Lactobacillus salivarius spp. salivarius on physicochemical and functional
properties of a symbiotic liquid and reuse assessment of the same liquid for 5
cycles of vacuum impregnation. The liquid, formulated from commercial
tangerine juice with addition of oligofructose and beer protein, was a suitable
environment for the growth of the microorganism. The incubation had a
significant effect on the antioxidant capacity where an increase of 4.64% and
26.7% was detected under FRAP and DDPH methodologies respectively, in
contrast ABTS method showed a decrease of 23%. The content of ascorbic
acid, fell by 4.5%, while the content of flavanones no presented significant
changes. During the reuse of the liquid in several cycles of impregnation the
physical properties showed minimum changes, significant changes were
observed in the functional properties with a decrease in antioxidant activity
(10.6%, 2.5% and 7.5% by FRAP, DPPH and ABTS respectively), the
content of ascorbic acid (17.47%) and phenols (4.6%). Nevertheless, there
were no significant changes in the content of flavanones and oligofructose.

PALABRAS CLAVE: Lactobacillus salivarius spp. salivarius, actividad
antioxidante, oligofructosa, impregnacion a vacio, flavanonas, compuestos
fendlicos, probiotico, prebidtico, simbidtico



INTRODUCCION

Numerosos estudios relacionan estrechamente la incidencia de
enfermedades crénicas con una dieta desequilibrada. Ante esta situacion
aumenta el interés por desarrollar alimentos enriquecidos con compuestos
bioactivos, dirigidos a colectivos con requerimientos especificos, entre los
gue se encuentran los probiéticos, los prebidticos y los antioxidantes.

Los probidticos son microorganismos vivos que, suministrados en
cantidades apropiadas, ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del
consumidor. Se trata en su mayoria de bacterias &cido-lacticas
pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, capaces de
mejorar la composicion de la microflora del colon y aumentar la funcion
barrera de la mucosa intestinal, por lo que estimulan la respuesta inmune y
disminuyen la incidencia de trastornos del aparato digestivo, el nivel de
colesterol en sangre y el riesgo de padecer determinados tipos de cancer,
entre otros efectos.

Los prebidticos son ingredientes no digeribles de los alimentos que
alcanzan intactos el colon donde estimulan selectivamente la proliferacion y
actividad de las bacterias beneficiosas presentes en la microbiota intestinal
(Manning y Gibson, 2004). A este grupo pertenece la oligofructosa, cuyo
consumo regular esta asociado con un aumento en la absorcion de
minerales (Hawthorne y Abrams, 2008; Rastall, 2010), una mejora en la
respuesta inmune (Seifert y Watzl, 2007; Macfarlane et al., 2008) y la
prevencion del cancer colorectal (Asad et al., 2008).

Por otro lado, los antioxidantes tales como la vitamina C, los flavonoides,
derivados polifenoles y carotenoides abundan en los zumos de frutas citricas
y estan implicados en la reduccion de la incidencia de cancer, enfermedades
cardiacas y enfermedades cerebro-vasculares (Temple, 2000; Sanchez-
Moreno et al., 2003; Meléndez-Martinez et al., 2007). La manzana también
es una buena fuente de fitoquimicos y antioxidantes en la dieta. Su consumo
inhibe la proliferacion de las células cancerosas (Dragsted et al., 1993;
Waladkhani y Clemens, 1998), disminuye la oxidacion lipidica y reduce
significativamente el colesterol (Sablé-Amplis et al., 1983; Aprikian et al.,
2001; Leontowicz et al., 2001; Salgado et al., 2008).

El equipo investigador ha desarrollado un procedimiento que permite
incluir componentes con actividad fisiolégica en el interior de una fruta u
hortaliza sin modificar sus caracteristicas estructurales naturales. El
procedimiento desarrollado utiliza la operacion de impregnacion a vacio
como método para modificar la composicion de las frutas y hortalizas de una
forma controlada (Fito et al.,, 1996). En este contexto, la presente
investigacion se planted los siguientes objetivos:

e Estudiar el efecto de incubacién con el microorganismo probiotico
Lactobacillus salivarius spp. salivarius, sobre las propiedades
fisico-quimicas y funcionales de zumo de mandarina enriquecido
con oligofructosa.

e Evaluar el efecto de la reutilizacion del liqguido anterior durante
varios ciclos de impregnacioén consecutivos sobre sus propiedades
fisico-quimicas y funcionales.



MATERIAL Y METODOS
Materia Prima

Se utilizaron manzanas de la variedad Granny Smith, en estado de
madurez adecuado y con calibre de 80 a 85 mm de diametro
aproximadamente. Se cortaron en discos de 65 mm de diametro externo, 20
mm de didmetro interno y 5 mm de espesor.

Para la elaboracion del liquido de impregnacion se utiliz6 zumo de
mandarina comercial marca Don Simén®.

Como fuente de prebiético se utilizé oligofructano (Beneo ™ P95 de
ORAFTY, pureza 93,2%).

El microorganismo probiotico empleado fue Lactobacillus salivarius spp.
salivarius CECT 4063 de la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo
(Universidad de Valencia, Burjassot, Valencia). La reactivacion de los viales
de la cepa almacenados en congelacion se realiz6 mediante resuspension e
incubacion en caldo MRS (Scharlau Chemie ®, Barcelona, Espafia), a 37 °C
durante 24 horas.

Preparacion del liquido de impregnacion

Con la finalidad de adaptar el zumo de mandarina a las condiciones mas
favorables para el crecimiento del probiotico, y de acuerdo con estudios
previos (Arilla, 2008; Betalleluz, 2012), el pH del zumo de mandarina se
ajusto a pH 6 con bicarbonato de sodio, se enriquecié con 0,5% de levadura
de cerveza y 5% de oligofructano comercial. Finalmente, el liquido fue
inoculado con 0,4% del medio MRS que contenia el microorganismo crecido
y se incubd durante 24 horas a 37 °C.

Ensayos de impregnacién a vacio (IV)

La operacion de impregnacion a vacio se llevd a cabo en una camara a
vacio ILMVAE (Alemania). Las manzanas cortadas en rodajas se
sumergieron en el liquido de impregnacion y se aplicdé una presion de vacio
al sistema de 50 mbar durante 10 minutos. Posteriormente se restaurd la
presién atmosférica, manteniendo las muestras sumergidas en el liquido
durante otros 10 minutos. Con el fin de determinar la posibilidad de
reutilizacion del liquido de impregnacion, se realizaron cinco ciclos de
impregnaciones sucesivos.

Determinaciones analiticas
ANALISIS MICROBIOLOGICO

El contenido en L. salivarius spp. salivarius se determiné por duplicado,
tanto en el liqguido de impregnacion como en las muestras de manzana, por

el procedimiento de siembra en placa establecido por la International
Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF 2000).



Para determinar el contenido microbiano en el liquido de impregnacion,
se parti6 de 1 mL de éste y se realizaron diluciones seriadas hasta 107".
Para las muestras de manzana, se homogenizaron 5 g con 45 mL de agua
de peptona tamponada y se realizaron diluciones seriadas hasta 107°. La
siembra de las muestras se realizé en profundidad, con doble capa de agar
MRS (Scharlau Chemie ®, Barcelona, Espafa) para garantizar condiciones
de micro anaerobiosis. Posteriormente, las placas fueron incubadas a 37 °C
durante 24 horas.

El recuento del numero de unidades formadoras de colonia (ufc) por
mililitro de liquido de impregnacion y por gramo de manzana se llevé a cabo
en las placas cuyo numero de colonias se encontraba entre 30 y 300 ufc.

HUMEDAD

La humedad de las muestras se determind por triplicado segun el método
oficial 20.013 de la AOAC (1980) para frutas ricas en azucar. Este método se
basa en la determinacion de la pérdida de peso que experimenta la muestra
cuando se coloca en una estufa de vacio a 60 °C hasta alcanzar peso
constante.

ACTIVIDAD DEL AGUA

Se midio la actividad del agua (aw) a 25 °C y por triplicado utilizando un
higrémetro de punto de rocio (DECAGON Agualab CX-2, + 0,003).

SOLIDOS SOLUBLES

El contenido de sdlidos solubles para las muestras liquidas se determiné
en un refractémetro (ABBE ATAGO, NAR T3, Japo6n) termostatado a 20 °C,
mediante la lectura directa del indice de refraccion en °Brix.

VISCOSIDAD APARENTE

La viscosidad aparente del liquido de impregnacion se determiné con un
redmetro rotatorio (marca HAAKE, modelo Rheo Stress RS1, Alemania) bajo
un gradiente de velocidad de 100 s™. Se utilizé6 un sensor cilindrico cénico
(Z34 DIN Ti) y bafio termostatado a 25 °C (marca HAAKE, modelo
Phoenix 2).

PROPIEDADES OPTICAS

El color de las muestras se determino midiendo reflectancia con un
espectrofotometro (Minolta modelo CM-3600d, Tokio, Japén), utilizando un
iluminante D65 y un observador estandar con un angulo de vision de 10°
(UNE 40-080, 1984). Las muestras liquidas se depositaron en cubetas de
plastico de 25 mL con paso optico de 2 cm. Todas las medidas se realizaron
sobre fondo blanco y negro. El caracter translicido de las muestras se
evalio aplicando la teoria de Kubelka-Munk de dispersion de luz mdltiple



(Judd y Wyszecki, 1975; Hutchings, 1999; Talens et al., 2002). A partir de las
coordenadas de color CIE-L*a*h* se estimaron las coordenadas
psicomeétricas tono (h*z,) y croma (C*,p) (ecuaciones 1y 2).

. b
h,, =arctg ~ 1)

C,, =a* +b* )

Con el fin de cuantificar los cambios globales de color, se calculé la
diferencia de color (AE), mediante la ecuacion 3.

AE =+ AL*?+ Aa* %+ Ab*? (3)

DENSIDAD APARENTE

La determinacion de la densidad aparente de muestras liquidas se realiz6
con un picnoémetro de liquidos a 25 °C y utilizando agua destilada como
liquido de referencia.

pH

La determinacién del pH se realiz6 con un potenciometro micropH
CRISON, 2001, calibrado con buffer de pH 7,00 y 4,01. Como valor de pH se
consideré la media de dos determinaciones efectuadas sobre la misma
muestra, siempre y cuando la diferencia entre ellas fuera menor de 0,1
unidades.

DETERMINACION DE ACIDO L. ASCORBICO

El &cido L-ascoérbico fue determinado por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC), siguiendo el método propuesto por Sanchez-Moreno et
al. (2003) y empleando como solvente de extraccion una disolucién acuosa
con un 3% de &cido meta fosforico y un 8% de acido acético. Para evitar la
oxidacion del acido ascorbico, la extraccion se realiz6 en atmésfera de
nitrogeno. El extracto fue filtrado con un filtro de membrana de nylon de 0,45
Mm. La separacién del acido ascorbico se realizdé por HPLC (Alianza 1996-
Water), usando una columna de fase inversa (Luna Il Phenomenex) C18 (5
pm) de acero inoxidable (250 x 4.6 mm de d.i.) y un detector de diodos. La
fase mévil empleada fue una disolucién al 0,01% de H,PO, ajustada a pH
2,5-2,6, bajo un sistema isocratico con un caudal fijo de 1,0 mL/min y 20 yL
de volumen de inyeccion. La identificacion del acido ascérbico se realizé
comparando el tiempo de retencion y el espectro de absorcion UV-visible
con los de un estandar de acido L-ascorbico en una longitud de onda de 245
nm. Las medidas fueron realizadas por triplicado y la cuantificacion fue
realizada mediante el uso de una curva de calibrado del estandar de &cido L-
ascorbico en un rango de 50 a 400 ppm.



DETERMINACION DE FLAVANONAS

Las flavanonas fueron determinadas siguiendo el método propuesto por
Cano et al., (2008), utilizando como solvente de extraccion una disolucion de
dimetilsulféxido y metanol (1:1 v/v). El sobrenadante fue filtrado a través de
un filtro de membrana de nylon de 0,45 ym. La separacion de las flavanonas
se realiz6 por HPLC (Alianza 1996-Water), usando una columna de fase
inversa (Luna Il Phenomenex) C18 (5 uym) de acero inoxidable (250 x 4.6
mm de d.i.) y un detector de diodos. Las fases moéviles empleadas fueron
acetonitrilo (solvente A) y acido acético al 0,6% (solvente B). Se emple6 un
sistema gradiente a 1 mL/min, con un tiempo de residencia de 30 minutos y
un volumen de inyeccion de 10 pL. Las flavanonas fueron identificadas
comparando su tiempo de retencion y espectro de absorciéon a 280 nm con
los patrones correspondientes. Se determinaron las concentraciones usando
una curva estandar de calibrado entre 60 y 190 ppm para la hesperidina,
entre 9y 21 ppm para la narirutina y entre 2 'y 7 ppm para la didimina.

DETERMINACION DE FRUCTANOS Y AZUCARES REDUCTORES

Para la determinacion de fructanos se sigui6 el método
espectrofotométrico/enzimatico de la AOAC 999.03 utilizando un kit
enzimatico (Megazyme, Bray, Irlanda), el cual consiste en un proceso de
extraccidbn con agua a 80 °C y un tratamiento de una alicuota de la
disolucibn con una mezcla de dos enzimas (sucrasa y amilasa) que
hidrolizan la sacarosa en glucosa y fructosa y el almidén a glucosa en
condiciones de incubacion a 40 °C durante 30 minutos. Posteriormente, Los
azucares reductores presentes son reducidos a sus alcoholes por
tratamiento con una disolucion alcalina de borohidruro a 40 °C durante 30
minutos. La disolucién es neutralizada y el borohidruro en exceso eliminado
con &cido acético diluido. Los fructosanos luego son hidrolizados a fructosa y
glucosa utilizando una fructanasa a 40 °C durante 20 minutos. Finalmente, la
glucosa y fructosa obtenidos de la hidrolisis se miden por espectrofotometria
a una longitud de onda de 410 nm tras la reaccién de la disolucion muestra
con el reactivo acido p-hidro-benzoico hidracida (PAHBAH) en bafio de agua
en ebullicién.

Los azUcares reductores fueron determinados siguiendo el método del
reactivo p-hidro-benzoico hidracida (PAHBAH) de la AOAC 999.03.

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La determinacién de la capacidad antioxidante se realizé por triplicado,
utilizando tres métodos diferentes: el cation radical acido 2,2'-azino-bis-(3-
etillbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS), reportado por Roberta et al., (1999), el
método radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH¢), reportado por Brand-
Williams et al., (1995) y el método FRAP descrito por Benzie y Strain (1996).
La determinacion de las muestras liquidas fue directa y, en los casos
necesarios, se realizaron diluciones con agua destilada. Para las muestras
solidas se utilizd el método de extraccién descrito por Michiels et al. (2012),



utilizando como solvente acetona/agua/acido acético (70:28:2 v/viv) en
presencia de nitrdgeno para evitar reacciones de oxidacion.

DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

El contenido de compuestos fendlicos totales se determind segun el
meétodo del reactivo Folin—Ciocalteu (FC) reportado por Singleton y Rossi
(1965). La determinacion de las muestras liquidas, previamente diluidas, fue
directa. El método de extraccion para las muestras solidas fue el mismo
empleado para determinar la capacidad antioxidante y las mediciones se
realizaron por triplicado.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados a partir del analisis simple de la
varianza (ANOVA), con un nivel de confianza del 95%. El analisis fue
realizado con el paquete estadistico Statgraphics centurion XVL.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del tiempo sobre las propiedades fisico-quimicas y funcionales
del liguido de impregnacién y sobre el crecimiento microbiano.

La Figura 1. muestra la curva de crecimiento del microorganismo y la
evolucion del pH en el zumo de mandarina formulado.
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FIGURA 1. Cinética de crecimiento microbiano de L. salivarius spp. salivarius CECT 4063 y
evolucién del cambio de pH en el zumo de mandarina inoculado.

Como era de esperar, el pH del medio descendié con el crecimiento
microbiano como consecuencia de la degradacion de los azlcares y la
formacion de compuestos &acidos, tales como el acido lactico. En las
condiciones ensayadas, el maximo crecimiento microbiano fue de



7,8-10% ufc/mL (8,9 log ufc/mL) y se alcanzé tras 12 horas de incubacion,
coincidiendo con un descenso del pH desde 6,02 hasta 4,88. A partir de este
instante, tanto la concentracion microbiana como el pH permanecieron
practicamente invariables. Cabe resaltar que la cantidad de probidtico
alcanzada en este estudio casi triplica el valor reportado por Betoret et al.,
(2012), lo que podria ser debido al empleo como fuente de proteina de
levadura de cerveza, rica en vitaminas del grupo B y minerales (fésforo, zinc,
cobre, hierro y manganeso), en lugar de levadura panaria, asi como a la
adicién de oligofructosa en la formulacion del zumo. Diferentes estudios
ponen de manifiesto que la adicion de oligofructosa en preparados lacteos y
no lacteos favorece el crecimiento y/o supervivencia de diferentes cepas de
microorganismos probiodticos durante el procesado y el almacenamiento
(Shin et al., 2000; Xu et al., 2003; Capela et al., 2006; Oliveira et al., 2011).

En la Tabla 1 se muestran las principales propiedades fisico-quimicas y
microbiolégicas analizadas en el liquido de impregnacion recién formulado y
tras 12 y 24 horas de incubacion en estufa a 37°C.

TABLA 1. Efecto del tiempo de incubacion sobre las propiedades fisico-quimicas y
microbiolégicas del liquido de impregnacién.

Tiempo de incubacién (h) 0 12 24
Solidos solubles (Brix) 16,27(0,03)c 16,03(0,05)b 15,90(0,12)a
Azlcares reductores (g/100 mL) 7,6(0,3)c 7,35(0,08)b 6,98(0,07)a
FOS (g/100 mL) 3,9(0,2)a 3,8(0,2)a 3,76(0,07)a
pH 6,02(0,06)c 4,88(0,02)b 4,41(0,02)a
ay 0,986(0,003)b 0,985(0,003)ab 0,984(0,003)a
Densidad (g/cm®) 1,0719(0,0009)a  1,073(0,002)a  1,0706(0,0004)a
Viscosidad aparente (cpoises) 3,45(0,04)a 3,63(0,13)c 3,55(0,04)ab
log ufc/mL 6,869(0,008)a 8,93(0,09)b 8,91(0,03)b

Valor entre paréntesis: desviacion estdndar.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

Confirmando lo que se ha comentado anteriormente, el contenido en
sélidos solubles totales experimentd un notable descenso como
consecuencia de la actividad microbiana. Teniendo en cuenta que la
variacion en la concentracion de oligofructosa resulté minima (en torno a un
2% tras 24 horas de incubacion), se puede afirmar que, como era de
esperar, los azucares simples son fermentados por el probiético mas
rapidamente que otros carbohidratos de cadena mas larga, como la
oligofructosa y, por lo tanto, son su principal fuente de carbono y energia
(Cummings et al., 2001, Hernandez-Hernandez et al., 2012). Segun esto, la
finalidad de incorporar oligofructosa en la formulacion del liquido de
impregnacion seria completar la dosis saludable de prebi6ticos que, en el
caso particular de Espafia, con un valor de 1,1 g/dia segin Espinosa-Martos
et al., (2006), se encuentra por debajo de la media europea (con un valor
segun Roberfroid (2000) entre 3 y 11 g/dia) y de la recomendada para
garantizar su efecto beneficioso para la salud (de 3 a 8 g por porcion segun
Coussement (1999), entre 2 y 10 g por persona y dia segun Tomomatsu


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002011003054#bib10

(1994) y Roberfroid (1998), hasta 15 g/dia segun Gibson (1999) y Rao
(1999) o entre 4 y 12 g/dia segun Conway (2001)).

Respecto a las propiedades fisicas y, teniendo en cuenta que el objetivo
es obtener un zumo que pueda ser incorporado con facilidad a rodajas de
manzana por impregnacion a vacio (IV), se han evaluado los cambios en la
viscosidad y la actividad del agua durante la incubacion. La viscosidad
determina la facilidad de incorporacion del liquido en los poros de la
estructura (Martinez-Monz6 et al., 1998). Por otro lado, disoluciones
isotonicas aseguran que durante la IV actle Unicamente el mecanismo de
transferencia hidrodinamico (Fito et al., 1996) y que las caracteristicas de la
estructura fresca no se vean practicamente alteradas por el proceso.

Tal y como lo demuestran los resultados, la viscosidad aparente presenta
un ligero ascenso y la actividad del agua un ligero descenso durante la
incubacion. Aunque las diferencias son estadisticamente significativas,
desde el punto de vista tecnoldgico la magnitud de estos cambios no tiene
mayor importancia sobre la operacion de impregnacion a vacio. En cuanto a
la densidad, ésta tiende a mantenerse constante.

En la Figura 2 se muestra el espectro de reflectancia del liquido de
impregnacion en funcién del tiempo de incubacion y en la Tabla 2 se
reportan los cambios en las coordenadas de color L*, a*, b* y las magnitudes
tono y croma. Respecto al color, la variacion del tono desde el amarillo hasta
el anaranjado en los zumos de naranja depende del contenido en
carotenoides (Meléndez-Martinez et al.,, 2011). Se ha reportado la
estabilidad de estos compuestos a los tratamientos térmicos usados
habitualmente en el procesado de los alimentos, tales como el escaldado o
la coccion (Borenstein y Bunnell, 1966). Otros autores sefialan que su
estabilidad puede variar mucho dependiendo del tipo de alimento (Purcell et
al.,, 1969). Meléndez-Martinez et al., (2011) afirman que el analisis
espectofotométrico puede proporcionar suficiente informaciéon para concluir
si estos componentes sufren algin cambio durante el proceso.
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FIGURA 2. Espectro de reflectancia del liquido de impregnacién incubado 0, 12 y 24 horas.
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En la Figura 2 se observa que la forma de los tres espectros de
reflectancia es muy parecida y que los mayores valores de reflectancia, asi
como las mayores diferencias con el tiempo de incubacion, se alcanzaron
entre 525 y 700 nm. Este rango corresponde a la deteccion de las
coloraciones de los compuestos carotenoides (580-595: amarillo, 595-605:
naranja; 605— 750: rojo), lo que indica cierto efecto de incubacion sobre
estos compuestos. Los principales carotenoides responsables del color de
zumos de naranja y mandarina son a-caroteno y [-caroteno, zeta
antheraxantina (amarillo), violaxantina (amarillo), B critraurine (rojo
anaranjado) y [B- criptoxantina (anaranjado). Altas concentraciones de [3-
criptoxantina en estos zumos producen el deseable intenso color naranja
brillante (Pérez-Lopez et al., 2006). En un estudio conducido por Kun et al.,
(2008) se reportaron descensos del orden de 10-25% y de 5-25% en el
contenido en a y B caroteno durante la fermentacion de zanahorias por
cepas seleccionadas de bifidobacterias sefialando que la degradacién podria
deberse, en parte al propio metabolismo de las bacterias, ademas de las
condiciones de fermentacion (temperatura, pH).

La evaluacién de las coordenadas L*, a* b* y de las magnitudes tono
(h*ab) y croma (C*ab) del liguido de impregnacion (Tabla 2) muestra un
aumento en las mismas con el tiempo de incubacion. Estas tendencias
concuerdan con lo reportado por Koh et al., (2010), quienes observaron un
incremento significativo en L*, a* y b* durante la fermentacién de jugo de
tomate con bifidobacterias (B. breve y B. longum). Segun Spotti et al.,
(2013), un incremento en los valores a* y b* indicaria el desarrollo de un
color rojo-marrén, tipico de reacciones de Maillard, que podrian haberse
favorecido por la presencia de azucares reductores y de grupos aminos
aportados por la fuente de proteina. Por otro lado, las muestras con el
tiempo de incubacion ganan en luminosidad y pureza de color. A pesar de
esto, las diferencias de color (AE) entre el liquido formulado y el incubado no
son practicamente perceptibles al ojo humano.

TABLA 2. Efecto del tiempo de incubacion sobre las propiedades opticas del liquido de
impregnacion. Diferencia de color (AE) entre liquidos de impregnacion respecto al inicial.

Muestra L* a* b* h*ab C*ab AE
0 54,3(0,2)a 10,31(0,04)a 36,2(0,3)a 74,1(0,5)a 37,6(0,3)a -
12 56,09(0,08)b 10,54(0,05)b 37,9(0,2)b 74,45(0,04)b 39,3(0,2)b  2,5(0,2)a
24 56,6(0,2)c 10,70(0,02)c 38,4(0,2)c 74,4(0,6)b 39,8(0,2)c  3,2(0,2)b

Valor entre paréntesis: desviacion estandar.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

11



En la Tabla 3 se muestran los cambios en las propiedades antioxidantes
del liquido de impregnacion con el tiempo de incubacion.

TABLA 3. Efecto del tiempo de incubacion sobre las propiedades antioxidantes del liquido
de impregnacion.

tiempo de incubacién (h) 0 12 24
acido L-ascdrbico(mg/L) 333(6)c 324(1)ab 318(5)a
FRAP (mM Fe 2 8,8(0,2)a 8,7(0,6)a 9,2(0,6)a
DPPH (mg AA/L) 388(38)a 484(11)b 492(33)b
ABTS (mM trolox) 11,9(0,2)c 10,4(0,2)b 9,2(0,2)a
Fenoles (mg GAE/L) 548(18)a 529(11)a 530(11)a
Hesperidina (mg/L) 542(7)a 547(3)a 548(5)a
Narirutina (mg/L) 51,1(0,3)a 51,4(0,2)a 51,1(0,9)a
Didimina (mg/L) 21,1(0,2)a 21,4(0,7)a 21,9(0,5)a

Valor entre paréntesis: desviacion estandar.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

Respecto a la actividad antioxidante y antiradical de las frutas citricas,
ésta se debe principalmente a la fraccion hidrosoluble, que contiene
fundamentalmente polifenoles y vitamina C, pero también a la fraccion
apolar, rica en carotenoides (Byers y Perry, 1992; Gorinstein et al., 2001;
Tripoli et al., 2007). Entre estos componentes, la vitamina C es considerado
uno de los méas importantes nutrientes y el que mas contribuye en la elevada
capacidad antioxidante de estas frutas (entorno al 65-100% segun Gardner
et al.,, (2000)). Ademéds, los zumos de mandarina presentan cantidades
importantes de flavanonas glicosiladas (principalmente hesperidina),
consideradas responsables del 10% de su actividad antioxidante
(Abeysinghe et al., 2007).

Tal y como se muestra en la Tabla 3, el contenido en acido L-ascorbico
en el liqguido de impregnacion recién formulado resulté similar al reportado
por otros autores (Meléndez-Martinez et al., 2007) y aunque disminuyo
ligeramente tras 24 horas de incubacion a 37 °C en presencia de oxigeno, se
mantuvo en un nivel aceptable. El efecto de incubacién sobre el contenido
en acido L-ascorbico ha sido evaluado por otros en batidos de frutas (Di
Cagno et al., 2011) y jugo de fresa (Klopotek et al., 2005), obteniéndose
resultados similares.

Debido a la diferente naturaleza de los compuestos antioxidantes
presentes en el zumo de mandarina y a sus diferentes capacidades de
reaccionar con las especies de radicales empleadas, es recomendable
evaluar la actividad antioxidante con mas de un método de ensayo (Sdiri et
al., 2012). Como se observa en la Tabla 3, la capacidad antioxidante
analizada por el método FRAP y DPPH aumenta ligeramente con el tiempo
de incubacion, pero disminuye cuando se analiza por el método ABTS, lo
gue puede estar relacionado con la pérdida de los antioxidantes hidrofilos
durante la incubacion. Como reportan varios investigadores, entre ellos
Polydera et al., (2005), la reaccion entre el acido L-ascérbico y el cation de
ABTS es practicamente instantanea, mientras que para los flavonoides es
dependiente del tiempo de reaccién. Se ha sefialado que el método DPPH
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es mas sensitivo a flavanonas hidrofébicas, mientras que el método ABTS lo
es ante antiradicales hidrofilicos, tales como la vitamina C (Del Caro et al.,
2004).

En cuanto a la cantidad de compuestos fendlicos presentes en el liquido
de impregnacién, ésta no se vio afectada por el proceso de incubacién. No
se puede afirmar lo mismo de su estructura, cuyos cambios podrian explicar
las diferencias encontradas en la actividad antioxidante con el tiempo de
incubacion. Es un hecho que la microflora intestinal, la cual incluye
bifidobacterias y lactobacilos, puede metabolizar algunos compuestos
polifenoles produciendo, entre otras transformaciones, hidrolisis de
flavonoides glucésilados o ruptura del anillo C de la molécula (Winter et al.,
1989). Otros polifenoles pueden ser metabolizados produciendo catecol y
otros fenoles mas simples. La conversion de los antioxidantes por
microorganismos puede afectar la actividad biologica de éstos, dando lugar a
la desactivacion de compuestos bioactivos o la activacion de compuestos
inactivos con mayor capacidad de barrido de radicales.

Los resultados mostrados en la Tabla 3 tampoco muestran diferencias
significativas en las concentraciones de hesperidina, narirutina y didimina
con el tiempo de incubacion.

Efecto de la reutilizacion del liquido de impregnacién sobre las
propiedades fisico-quimicas y funcionales y sobre el crecimiento
microbiano.

Una cuestion importante en la aplicacion industrial de los procesos que
implican inmersion de alimentos en medios liquidos, como es el caso de la
impregnacion a vacio, es la gestion de la disolucion residual obtenida en el
proceso (Zhao y Xie, 2004). La posibilidad de reutilizarla en el mismo
proceso, asi como destinarla a la obtencion de aceites esenciales,
flavonoides u otros compuestos fisiolégicamente activos o incluso a la
fabricacion de otros productos como zumos, néctares o concentrados,
podrian ser algunas alternativas, necesarias en la implantacion industrial del
proceso.

En este trabajo se ha evaluado la variacion en las propiedades fisico-
quimicas y funcionales del liquido de impregnacion durante su reutilizacion
en 5 ciclos sucesivos de impregnacién a vacio. Los resultados mostrados en
la Tabla 4 indican que no existen diferencias relevantes entre los parametros
analizados, lo que podria ser debido a que el liquido de impregnacion y la
manzana son practicamente isotonicos, asi como a la elevada relacion masa
fruta/masa liquido de impregnaciéon empleada en el proceso (1:4 m/v).
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TABLA 4. Efecto de la reutilizacion sobre las propiedades fisico-quimicas y microbiol6gicas
del liquido de impregnacion.

_N°ciclos de 0 1 2 3 4 5
impregnacion
Soélidos solubles 17,95 17,6 17,6 17,6 17,4 17,45
(Brix) (0,07)c (0,1)b (0,1)b (0,1)b (0,D)a (0,07)a
pH 4,59 4,57 4,54 4,56 4,55 4,51
(0,01)b (0,01)b (0,01)a (0,02)ab  (0,01)ab (0,01)a
a 0,984 0,984 0,984 0,984 0,984 0,985
W (0,003)a (0,003)a (0,003)a (0,003)a (0,003)a  (0,003)a
Densidad 1,078 1,081 1,079 1,074 1,073 1,076
(g/cm®) (0,001)b  (0,002)b  (0,001)b  (0,002)ab  (0,001)a (0,002)ab
Viscosidad 4,76 4,15 4,195 4,22 4,170 4,24
aparente (cpoises)  (0,07)b (0,06)a (0,007)a (0,04)a (0,014)a (0,03)a
log (ufc/mL) 8,9 8,84 8,90 8,92 8,789 8,94
(0,2)a (0,02)a (0,02)a (0,07)a (0,005)a (0,05)a

Valor entre paréntesis: desviacion estandar.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

Por el contrario, los cambios en las propiedades funcionales fueron mas
acusados, tal y como se muestra en la Tabla 5.

TABLA 5. Efecto de la reutilizaciébn sobre las propiedades funcionales del liquido de
impregnacion.

N° ciclos de

. Iy 0 1 2 3 4 5
impregnacion
FRAP 9,92 9,5 9,67 9,9 9,05 8,9
(mM Fe 2+) (0,01)c (0,4)abc (0,03)bc (0,5)c (0,08)ab (0,4)a
DPPH 482 497 438 458 446 469
(mg/L eq AA) (Ma 3)a (45)a (22)a Da (46)a
ABTS 7,71 7,31 7,77 7,28 7,35 7,2
(mM trolox) (0,09)b (0,07)a (0,02)b (0,12)a (0,07)a (0,2)a
Asﬁglrdbci)co 322 311 297 287 279 266
(mg/L) (5)d (7)cd (7)bcd (10)abc (10)ab (12)a
Fenoles 502 567 464 513 488 478
(mg GAE/L) (2)b (35)c (2)a (2)b (3)ab (3)ab
Hesperidina 543 523
(mg/L) (22)b NA NA NA NA 3a
Narirutina 38 40
(mall) )3 NA NA NA NA ©)b
Didimina 11,8 10,6
(mg/L) (0,5)b NA NA NA NA (0,8)a
FOS 3,7 3,72
(9/100 mL) (0,2)a NA NA NA NA (0,18)a

Valor entre paréntesis: desviacion estandar. NA: no analizado.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

En el caso concreto del acido L-ascorbico, la pérdida resulté del orden del
17%, lo que se traduce en un descenso de la capacidad antioxidante medida
por los méetodos FRAP y ABTS. Nagy (1980) reporta que la degradacion de
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la vitamina C puede producirse por una via enzimatica y no enzimatica. Las
enzimas presentes en los citricos capaces de oxidar la vitamina C son la
citocromo oxidasa, la ascérbico oxidasa y la peroxidasa, pero como en esta
investigacion se ha empleado zumo comercial pasteurizado, es de esperar
gue estas enzimas no se encuentren en el liquido de impregnacion, aunque
si podrian estar presentes algunas, como la peroxidasa, en la matriz
impregnada (manzana). La otra via de degradacion seria la no enzimatica,
debida a las reacciones aerdbicas y anaerdbicas que podrian producirse
durante las etapas previas y posteriores a la impregnacién a vacio.

Por lo que respecta a la capacidad antioxidante medida por el método
DPPH, al ser los compuestos bioactivos lipofilos mas resistentes a las
condiciones de proceso (luz, O, y temperatura), permanecio invariable desde
el principio hasta al final del experimento.

A parte de la capacidad antioxidante, es de gran importancia que el
fructooligosacarido incorporado mantenga su concentracion inicial a lo largo
de los ciclos de impregnacion. Si no fuera asi, seria un factor limitante en la
reutilizacion del liquido. No obstante, los resultados muestran la estabilidad
de este componente bajo las condiciones de impregnacion.

En cuanto al color, se puede observar en la Tabla 6 que las
impregnaciones sucesivas no lo afectan. Tanto la luminosidad como el tono
y croma permanecen constantes y las diferencias de color (AE) toman
valores inferiores a 1y, por tanto, no apreciables por el ojo humano.

TABLA 6. Efecto de la reutilizacion sobre las propiedades 6pticas del liquido de
impregnacion. Diferencia de color (AE) entre liquidos de impregnacion respecto al inicial.

L* a* b* h*ab C*ab AE
57,018 13,416 41,142 71,939 43,274 ]
(0,003)a (0,006)a (0,011)a (0,011)a (0,009)a
N 57,22 13,775 41,49 71,634 43,71 0,540

(0,01)a (0,005)a (0,013)a (0,009)a (0,012)a (0,012)a
57,405 13,791 41,68 71,692 43,903 0,762
(0,002)a (0,002)a (0,01)a (0,006)a (0,009)a (0,016)b
57,391 13,701 41,733 71,82 43,924 0,755
(0,008)a (0,016)a (0,011)a (0,02)a (0,013)a (0,014)b

57,29 13,431 41,61 72,109 43,721 0,54
(0,03)a (0,007)a (0,02)a (0,015)a (0,019)a (0,03)a
57,452 13,479 41,87 72,153 43,98 0,85
(0,005)a (0,016)a (0,02)a (0,015)a (0,03)a (0,02)c

Valor entre paréntesis: desviacion estandar.
Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).
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Evaluacion del grado de enriquecimiento en las muestras impregnadas.

Se evaluo, tanto experimentalmente, como tedricamente mediante la
aplicacion del modelo hidrodinAmico propuesto por Fito (1994) y Fito y
Pastor (1994) (ecuacion 4), el grado de enriqguecimiento de la matriz de
manzana con los compuestos bioactivos presentes en el liquido de
impregnacion.

Xy X Priy X

X = il (4)

1+ X pml

P

donde: x; = concentracion del componente funcional en la fruta impregnada
(9/9); xmi = concentracion del componente funcional en el medio liquido (g/g);
X¢ = concentracion del componente funcional en fruta fresca (g/g); X =
fraccion volumétrica de liquido incorporado (m*/m?); pm - densidad del medio
liquido (g/cm®); ps - densidad de la fruta fresca (g/cm?).

En la Figura 3 se muestran los cromatogramas de la manzana fresca e
impregnada y se observan en la manzana impregnada los picos
correspondientes a la hesperidina, la naritutina y la didimina, ausentes en la
manzana fresca, lo que evidencia el enriqguecimiento de la matriz en estas
flavanonas.

Hesperidina

0.30: —— Manzana fresca

—— Manzana impregnada

0,257
0,204
2

E
0,154

0,104

0,05]

R . /\
6,00

J ﬁ&A Didimina
il
T T T T

— ——— T T T
7,00 8,00 9,00 10,00 1,00 1200 13,00 1400 1500 1600 1700 18,00
Minutes

FIGURA 3. Cromatograma a 280 nm de manzana fresca y manzana impregnada.

3,00 4,00 5,00

En la Tabla 7 se pone de manifiesto que los componentes bioactivos del
liquido de impregnaciéon han sido incorporados con éxito en la matriz
estructural de la manzana. Los datos obtenidos experimentalmente para el
contenido en oligosacaridos, microorganismos probiéticos y compuestos
fendlicos coinciden con los calculados por balance hidrodindmico. Sin
embargo, en el caso de las flavanonas y el acido L-ascorbico se observan
algunas diferencias, siendo los valores experimentales ligeramente inferiores
a los calculados teéricamente, lo que indica que estos compuestos son
menos estables frente a las condiciones de proceso empleadas. Algunos
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componentes como el acido L-ascérbico pueden degradarse en reacciones
de oxidacion.

TABLA 7. Valores tetricos y experimentales del contenido microbiano y de compuestos
funcionales del liquido de impregnacién y de las manzanas fresca e impregnada.

Manzana impregnada

Liguido de Manzana Valor Valor
impregnacion fresca experimental tedrico
9,05" 8,11°
Log ufc/g (0,01) N.A (0,06) 8,27
Acido L-ascdrbico 25,24 2,37 5,54 616
(mg/100 g) (1,01) (0,03) (0,24) ’
Fenoles 504 87,3 82,0 82 62
(mg GAE/100 g) (11) 1,2) (0,8) '
Hesperidina 51,16 6,56
(mg/100 g) (1,4) A (0,09) 13
Narirutina 4.8 0,92
(mg/100 g) 02) NA (0,0) 085
Didimina 2,01 0,290
(mg/100g) (0,09) NA (0,003) 0.36
FOS 3,76 0,684
(9/100 g) (0,04) N-A (0,004) 0,671

Valor entre paréntesis: desviacion estandar.

En el caso de la hesperidina, componente que presenta la mayor
diferencia con el valor estimado podria tener explicacion en la naturaleza
cristalina en que se presenta una fraccion de esta flavanona. Gil-lzquierdo et
al., (2001) sefialan que las flavanonas de los citricos y particularmente la
hesperidina, son bastantes insolubles en soluciones acuosas &cidas y
forman cristales que precipitan, incorporandose en la nube del zumo. Esta
podria ser la razén por la que la manzana no se impregnaria uniformemente.

CONCLUSIONES

La incubaciéon de L. salivarius spp. salivarius en un liquido prebiético

formulado con zumo de mandarina y oligofructosa ha permitido el
crecimiento del mismo hasta los niveles requeridos para ejercer efecto
probiético. De esta forma, ha sido posible obtener un liquido simbidtico con
alto contenido en compuestos antioxidantes, apto para ser utilizado en
procesos de impregnacién a vacio.
Ademas, ha sido posible la reutilizacion del liquido simbidtico en cinco ciclos
de impregnacion sucesivos sin que se vean afectadas sus propiedades
fisico-quimicas y funcionales, lo que supone un aspecto decisivo en la
aplicacion industrial para el desarrollo de nuevos alimentos funcionales.
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