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ABSTRACT:

The aim of the present work is to study the effect of the incorporation of
Folic Acid encapsulated in a mesoporous silica particle on the
physicochemical properties of a whole fat and a fat free yogurt along its
storage in refrigeration. The mesoporous MCM-41 material was synthesized,
loaded with folic acid and functionalized with polyamines obtaining solid S1.
The amount of folic acid and the release kinetics from S1 were characterized
by HPLC. Subsequently, two types of yogurts were fortified with folic acid by
adding the amount of S1 that provides the DRI of this vitamin. Finally we
evaluated the influence of the addition of S1 and well as the storage time on
the physicochemical properties (pH, color and syneresis) and rheology
behavior for both, control and fortified yoghurts. The results indicate that
solid S1 is capable of inhibiting the release of folic acid in both, lactic acid
medium at pH 4 (yogurt) and an acidic solution at pH 2 (stomach). Moreover,
S1 is able to controllably release their contents in neutral pH (intestine),
thereby modulating the bioaccessibility. Moreover, it was found that
fortification generally not alter the physicochemical properties of both types of
yogurt. Thus, the acceptability of such products by consumers should not be
affected.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de la incorporacién
de acido fdlico encapsulado en un material mesoporoso sobre las
propiedades fisicoquimicas y reolégicas de yogur entero y desnatado
durante su almacenamiento en refrigeracién. Para ello se ha sintetizado un
material mesoporoso MCM-41, cargado con acido folico y funcionalizado con
poliaminas (S1) y se ha caracterizado la cantidad y cinética de liberacion de
acido fdlico en funcién del medio. Posteriormente se han fortificado con
acido folico los dos tipos de yogur a través de la adicion de la cantidad de S1
que aporta la CDR de esta vitamina. Finalmente se ha evaluado la influencia
de la adiciébn de particula y el tiempo de almacenamiento sobre las
propiedades fisicoquimicas (pH, color y sinéresis), asi como la reologia,



tanto de los yogures control como de los fortificados. Los resultados indican
gue el sdlido S1 es capaz de inhibir la liberacion del acido félico tanto en un
medio de acido lactico a pH 4 (yogur) como en una solucion a pH acido
(estbmago). Sin embargo, es capaz de liberar controladamente su contenido
en condiciones de pH neutro (intestino) modulando asi la bioaccesibilidad.
Por otra parte, se ha comprobado que la fortificacién no modificé en términos
generales las propiedades fisicoquimicas de ambos tipos de yogur, de
manera que la aceptabilidad de estos productos por parte de los
consumidores no deberia de verse afectada

Palabras clave: Acido félico, yogur, MCM-41, fortificacion, sinéresis,
reologia

RESUM

L'objectiu del present treball és estudiar |'efecte de la incorporacié d'acid folic
encapsulat en un material mesoporés sobre les propietats fisicoquimiques i
reologiques de iogurt sencer i desnatat durant el seu emmagatzematge
L'objectiu del present treball és estudiar I'efecte de la incorporacio d'acid folic
encapsulat en un material mesopords sobre les propietats fisicoquimiques i
reologiques de iogurt sencer i desnatat durant el seu emmagatzematge en
refrigeracié en refrigeracid. Per tal de dur-ho a terme s'ha sintetitzat un
material mesopor6s MCM-41, carregat amb acid folic i funcionalitzat en
poliamines (S1) i s’ha caracteritzat la quantitat i cinetica d’alliberacié de
I'acid folic en funcié del medi. Seguidament s’ha fortificat amb acid folic el
dos tipus de iogurt mitjancant I'addicié de la quantitat de S1 que aporta la
QDR d’aquesta vitamina. Finalment s’ha avaluat la influéncia de I'addicio de
particula i el temps d’emmagatzemament sobre les propietats fisico-
quimiques (pH, color y sinéresis), aixi com també la reologia tant dels iogurts
control com dels iogurts fortificats. Els resultats indiquen que el solid S1 és
capac d’inhibir I'alliberacié de I'acid folic tant en un entorn d’acid lactic a pH 4
(iogurt) i també en una soluci6 a pH acid (estomac). D’altra banda, és capag
d'alliberar controladament el seu contingut en condicions de pH neutre
(intesti) modulant d’aquesta manera la bioaccesibilitat. Per altra part en
aquest estudi també s’ha comprovat que la fortificacio no va modificar en
termes generals les propietats fisico-quimiques dels dos tipus de iogurt, per
tant l'acceptabilitat per part dels consumidors deuria ser la mateixa.

Paraules clau: Acid félic, iogurt, MCM-41, fortificacid, sineresis, reologia.
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INTRODUCCION

Los términos acido félico o folato hacen referencia a un grupo de
vitameros hidrosolubles del complejo B, conocidos como vitamina B9 (Chan
et al.,, 2013). Los folatos se encuentran principalmente en alimentos
vegetales de hoja verde, legumbres, citricos, cereales y derivados (Pérez-
Esteve et al., 2014). La importancia del acido félico en el organismo se debe
a que se trata de una vitamina esencial en numerosos procesos bioldgicos,
como la sintesis y reparaciéon de ADN, o en el proceso de crecimiento y
division celular (Lucock, 2000). Asimismo, cantidades suficientes de acido
félico en la dieta pueden prevenir ciertas enfermedades y problemas en la
salud humana. Su deficiencia es especialmente importante en la etapa de
gestacion, ya que un déficit de la vitamina durante el embarazo provoca
malformaciones en el desarrollo del tubo neural del feto (Czeizel y Dudas,
1992). Recientes investigaciones han relacionado también niveles bajos de
acido félico con ciertas enfermedades degenerativas como el Alzheimer,
Parkinson o la demencia senil (Cacciapuoti, 2013).

La deficiencia de esta vitamina en el organismo puede venir producida
por diversos factores como un consumo dietético inadecuada, mala
absorcion del folato por el organismo o por presentar una necesidad dietética
incrementada como sucede en el caso de nifios, embarazadas o madres
lactantes. Aunque se trata de una vitamina ampliamente distribuida en los
alimentos, la ingesta deficitaria puede producirse por su degradacién durante
el proceso de preparacion y elaboracion de los alimentos, de forma que
durante el cocinado se puede llegar a perder hasta el 50% del folato
contenido en los alimentos (Younis et al., 1997).

Con el objeto de prevenir situaciones carenciales de esta vitamina, se
emplean habitualmente suplementos de acido félico. Sin embargo, estudios
recientes sugieren que el margen entre el beneficio que produce una dosis
apropiada vy el exceso de acido folico es muy estrecho (Lucock y Yates,
2009). En particular, se ha estudiado que durante el proceso de
biotransformacion del acido félico, la ruta metabdlica se satura a dosis que
oscilan entre 266 y 400 pg. A partir de esta cantidad, el &cido félico no
metabolizado pasa al plasma sanguineo, hecho que podria estar asociado a
un aumento del riesgo de padecer cancer, una mayor resistencia a la
insulina y lesiones preneoplasicas y neoplasicas (Kim, 2004). Estos efectos
nocivos sobre la salud sefialan el interés de disefiar sistemas de dosificacion
de acido félico a lo largo de la digestion que permitan controlar su
bioaccesibilidad y biodisponibilidad durante la absorcion.

La bioaccesibilidad de un nutriente se define como la cantidad de
nutriente que se libera de una matriz alimentaria durante la digestion y que lo
hace accesible para la absorcion en la mucosa intestinal (Hedrén et al.,
2002). Una posibilidad para modular la bioaccesibilidad de una molécula
consiste en su encapsulacion y liberacion controlada mediante estimulos
adecuados. Los sistemas clasicos de encapsulacion han consistido
tradicionalmente en el uso de bases organicas (lipidos e hidratos de
carbono) que actuan como soporte (Tomiuk et al., 2012). Sin embargo, estas
bases organicas tienen algunos inconvenientes importantes, tales como la



dificultad para una produccién a gran escala (Chen et al., 2006; Fathi et al.,
2012), baja estabilidad de las estructuras durante el procesado Yy
almacenamiento de los alimentos, dificultad en el control de la velocidad de
liberacibn y también una pobre capacidad para proteger el elemento
encapsulado durante la digestion debido a que las extremas condiciones a
las que son expuestos los alimentos durante el proceso de digestion las
degradan (McClemens y Li, 2010).

Como alternativa a la encapsulacion clasica se han desarrollado sistemas
basados en materiales mesoporosos inorganicos (Vallet-Regi et al., 2004),
tales como las particulas de silice mesoporosos (PSM). Las particulas
mesoporosas son soportes solidos de tamafio de poro entre 2-50 nm. Se
sintetizan mediante una reaccibn entre un precursor organico y un
surfactante, de manera que cambiando alguno de los componentes o
condiciones de sintesis se obtienen diferentes familias de sélidos (Instituto
Tecnologico de Ciudad Madero, 2014). Las PSM presentan unas
caracteristicas Unicas como soportes para encapsular moléculas bioactivas y
controlar su liberacion, ya que se trata de materiales con una estabilidad
muy alta (Ghedini et al.,2010), biocompatibilidad adecuada (Al Shamsi et al.,
2010), sin toxicidad aparente (Suh et al., 2009), gran capacidad de carga
(Coll et al., 2011) y ofrecen la posibilidad de incluir “puertas moleculares” en
su superficie externa que controlen la apertura y cierre del mesoporo. Esta
Gltima caracteristica permite controlar la bioaccesibilidad mediante la
liberacion del material encapsulado como consecuencia de un estimulo
externo. En este sentido, se ha estudiado una combinacién basada en
aminas ancladas en la superficie del PSM que actian como un sistema
adecuado para la entrega de la carga en funciébn de cambios de pH
(Bernardos et al, 2008). Una representacion grafica del mecanismo de
accion de una puerta molecular se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Representacion esquematica de una puerta nanoscopica en la
superficie exterior de un material mesoporoso.

Con el objetivo de conseguir un aporte extra de un determinado
nutriente pueden emplearse diferentes estrategias. La administracién de
suplementos dietéticos en forma de pastillas, capsulas o como preparados
en polvo, en bebidas y barras energéticas ha sido muy utilizada en el pasado
y Su uso todavia esta muy extendido en determinados paises como Estados
Unidos. Sin embargo, en los ultimos afios, el uso de estos suplementos esta
siendo sustituido por el consumo de alimentos enriquecidos y/o fortificados.



Los lacteos presentan muy buenas cualidades para convertirse en
alimentos enriquecidos y/o fortificados, ya que la incorporacién de nutrientes
resulta muy sencilla, y de ahi la gran cantidad de lacteos funcionales
desarrollados hasta la fecha (Bonet et al., 2009). En este sentido, el yogur es
el producto lacteo sobre el que se realizan mas enriquecimientos y
fortificaciones. En Espafa, el consumo de yogur enriquecido y/o fortificado
ha aumentado en practicamente 2 g/persona y dia desde el afio 2000 (12,5
g/persona y dia) hasta el afio 2006 (14,2 g/persona y dia). Los yogures
suelen enriquecerse o fortificarse con vitaminas (principalmente A, D, E, B6,
acidos félico y B1), minerales (calcio y hierro), fibra, probidticos, prebidticos,
simbidticos, esteroles vegetales, soja y acido linoleico conjugado (FEN,
2011).

Los yogures comercializados presentan valores nutricionales y
caracteristicas sensoriales muy diversas. El diferente porcentaje en grasa es
una de las variables mas habituales, con el objetivo de conseguir un
producto adecuado para todo tipo de dietas. Las variedades con diferentes
texturas, son también muy habituales en el mercado, en este sentido existen
yogures cremosos, de estructura firme o en forma de yogur batido. El yogur
batido se consigue al desintegrar su estructura mediante un proceso de
cizalla previo al envasado con la finalidad de producir un yogur menos
viscoso y sin la estructura de gel, que facilita la incorporacion de nuevos
ingredientes tales como frutas, fibras... (Ramirez-Sucre y Vélez-Ruiz, 2012).
Por ultimo, su pH cercano a 4, le convierte en una matriz apropiada para
incorporar matrices porosas con puertas moleculares que responden a
cambios de pH, debido a que a pH acido éstas puertas se encuentran en su
forma cerrada (Bernardos et al, 2008).

Existen diferentes estudios que caracterizan la influencia de la adicién
de diferentes ingredientes funcionales en las propiedades fisico-quimicas de
los yogures (Sendra et al., 2010; Cruz et al., 2013a). En la mayoria de estos
estudios se comparan las caracteristicas reoldgicas, sinéresis, pH y color,
con la finalidad de determinar el efecto de la incorporaciéon de estos
ingredientes y determinar la aceptabilidad final del nuevo producto.

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de la incorporacion
de &cido félico encapsulado en un material mesoporoso sobre las
propiedades fisicoquimicas de yogur entero y desnatado durante su
almacenamiento en refrigeracion



MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Los reactivos tetraetilortosilicato (TEOS), trietanolamina (TEAHs3),
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), hidréxido de sodio (NaOH), 3-
[2-(2-aminoetilamino)etilamino]propilo  (N3), acido acético (CH3;COOH),
cloruro sodico (NaCl), fosfato monosodido (NaH2PO4), fosfato disodico
(Na2HPO4) vy el tetrabutilamonio hidrégeno sulfato (TBAHS) fueron
adquiridos en Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Madrid, Espafa). El
acido folico se obtuvo de los laboratorios Schircks (Jona, Suiza). El
acetonitrilo con grado HPLC fue suministrado por Scharlau (Barcelona,
Espafia).

Dos tipos de yogures cremosos naturales batidos, uno entero azucarado
(E) y otro desnatado edulcorado (D) (Senoble, Ocafa, Espafa), fueron
utilizados como materia prima. La tabla 1 muestra la composicion centesimal
de los dos tipos de yogur utilizados, tal y como indica el etiquetado de los
mismos. Los yogures fueron adquiridos en un supermercado local en
envases de 500 mL y siempre con una fecha de caducidad superior a 21
dias desde el dia de la compra.

Tabla 1. Composicion centesimal (g/100 g) de los dos tipos de yogur
utilizados

Entero azucarado Desnatado edulcorado
Proteina 4,1 4,7
Hidratos de carbono 12,2 5,3
Grasa 3.4 0,1

2.2 Preparacion de las particulas mesoporosas de 6xido de silicio:
sintesis, cargado, funcionalizacién y caracterizacion.

La sintesis de material mesoporoso (MCM-41) se realizé a través de la
llamada ‘ruta de los atranos’. La relacidn molar entre los reactivos es 7
TEAH;: 2 TEOS: 0,52 CTABr: 0,5 NaOH: 180 H,O. En esta sintesis se
pesaron 25,79 g (172 mmoles) de TEAH; sobre los que se afiadieron 0,49 g
(12,33 mmoles) de NaOH disueltos previamente en 2 mL de agua. La
mezcla se puso en agitacibn y se calentd hasta alcanzar 120°C. A
continuacion, se dej6 enfriar hasta 70 °C y entonces se afadieron 11 mL de
TEOS (48,9 mmoles), volviéndose a calentar la mezcla hasta 120°C. Una
vez alcanzada esta temperatura, se afadieron 4,68 g de CTABr (12,8
mmoles). Posteriormente, se dejo enfriar la mezcla hasta 70°C y se
afladieron 80 ml de agua destilada (4,4 mmoles). La mezcla se dej6 en
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agitacion a temperatura ambiente durante aproximadamente 2 h. El gel
obtenido se envejecidé en estufa a 100 °C durante 20 h. Finalmente el sdlido
obtenido se filtr6 y lavé con abundante agua hasta conseguir un pH cercano
a 7y se secO en estufa a 70 °C. Para preparar el material poroso final, el
sélido mesoestructurado fue calcinado a 550 °C bajo una atmosfera
oxidante.

El sélido mesoporoso resultante (MCM-41) fue cargado con acido félico
mediante un proceso de impregnacion. Para ello, 100 mg de MCM-41 fue
impregnada con 0,5 mL de una disolucion de &cido folico en PBS (10
mg/mL) en tres ciclos de adicion. Tras cada uno de los ciclos de adicion, se
coloco el sélido en una estufa a 37 °C para eliminar los restos de agua.

El so6lido mesoporoso cargado con acido félico se funcionaliz6 con 3-[2-
(2-aminoetilamino)etilamino]propilo. Para ello, 100 mg de sélido cargado
fueron suspendidos en 10mL de una disolucion de acido acético al 5%,
donde se afiadid un exceso de N3 (0,43 mL, 0,015 mmol). La mezcla fue
agitada durante 5,5 h a temperatura ambiente. El solido final (S1) se aisl6
mediante filtracion a vacio, se lavé con 300 mL de disolucion de &cido
acético, y seco a 37 °C durante 24 h.

La caracterizacion de los diferentes solidos mesoporosos (MCM-41 y S1)
se realiz6 mediante difraccion de rayos X y microscopia electronica de
transmision (TEM). La difraccion de rayos X se realizé utilizando un
difractobmetro BrukerD8 Advance utilizando radiacion CuKa. Para la
microscopia TEM, la MCM-41 se dispersé en diclorometano y se someti6 a
sonicacién durante 2 min para evitar los agregados. La suspension se
deposité sobre rejillas de cobre recubiertas con pelicula de carbono (Aname
SL, Madrid, Espafa). La adquisicion de imagen se realiz6 mediante un
microscopio JEOL JEM-1010 (JEOL Europa SAS, Francia) funcionando a un
voltaje de aceleracion de 80 kV.

2.3 Determinacion de las cinéticas de liberacion de acido folico desde
las particulas.

Para determinar el efecto del pH en la liberacién de acido folico desde el
sélido S1, 10 mg del sdélido se colocaron en 25 mL de agua ajustada a
diferentes valores de pH para reproducir las condiciones de acidez tipicas
del estobmago (pH 2), del yogur (pH 4 ajustado con acido lactico) y del
intestino (pH 7,5). De esta disolucion, se tomaron periédicamente alicuotas,
las cuales se filtraron con filtros de nilén de 0,45 um y se analizaron para
determinar la concentracion de acido folico presente.

El &cido félico fue determinado por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) en fase reversa, segun el método descrito por (P6o-Prieto
et al., 2011) con pequefias modificaciones. Para ello se emple6 un
cromatografo Hitachi LaChrom (Hitachi Ltd., Tokyo, Japon) con detector
Ultravioleta (modelo L-2400). Para la separacion se utilizé una columna

Kromaphase C18 5 um (250 mm x 4,6 mm) (Scharlab, Barcelona, Espafa).
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Las fases moviles estaban formadas por la fase (A) compuesta por 125
mM de NaH2PO4, 0,875mM de Na2HPO4 y 0,4mM TBAHS en agua y la
fase (B) compuesta por una mezcla de acetonitrilo y fase A, 65:35. La
longitud de onda del detector UV fue fijada en 280nm. EIl programa de
elucién empleado se detalla en la tabla 2.

Tabla 2. Programa de elucién para el analisis acido félico.
Tiempo (min) Flujo( mL/min) Fase mévil A (%) Fase movil B (%)

0 1.0 90 10
5 1.0 90 10
15 1.0 64 36
30 1.0 40 60
35 1.0 90 10
40 1.0 90 10

La capacidad maxima de liberacion del sélido S1 se determind
cuantificando la cantidad de acido folico liberada tras alcanzar el equilibrio
(4h). Esta cantidad maxima de liberacion se utiliz6 para establecer la
cantidad de solido S1 necesaria para liberar la cantidad diaria recomendada
(CDR) de acido félico en la poblacion con mayor necesidad de este nutriente
(600ug/dia en embarazadas) (Eichholzer et al., 2006).

2.4 Preparacion de las muestras

Para cada tipo de yogur, entero (E) y desnatado (D), se preparé una
muestra control (C) y otra muestra con particula (P). A la muestra con
particula (P) se le afiadié la cantidad de sélido S1 necesaria para aportar la
CDR de acido fdlico y se agitd hasta distribuir homogéneamente el material
en el producto. A la muestra control (C) se le realiz6 el mismo proceso de
agitacion pero sin afiadir el solido S1.

De cada tipo de yogur (E-C, E-P, D-C y D-P) se prepararon 6 lotes y cada
dia de muestreo (dia 0, 7 y 21 de almacenamiento) se analizaron dos lotes
por tipo de muestra. Cada dia de andlisis se determiné el pH, color, sinéresis
y propiedades reoldgicas de las muestras.

2.5 Determinaciones analiticas

La medida de pH se realiz6 mediante un pH-metro (Crison Basic 20+,
Crison Instruments S.A, Barcelona, Espafia) con electrodo de puncién. Las
medidas de pH se tomaron directamente sobre la muestra de yogur. Las
medidas se realizaron por triplicado.



Las coordenadas de color CIEL*a*b* (observador 10° e iluminante D65)
fueron obtenidas midiendo el espectro de reflexion de las muestras (Minolta,
CM 3600D, Tokyo, Japon), previo calibrado con placas negras y blancas. A
partir de las coordenadas de color L*, a* y b* se calcul6 el &ngulo del tono
(hap*) y el croma (Cap*) (EQ. 1y EQ. 2, respectivamente). Las mediciones se
realizaron en el interior de una cubeta de metracrilato y todas las
determinaciones se realizaron por quintuplicado.

hy, = arctan% Eqg. 1
wp = Va2 + b2 Eq. 2

Para determinar la sinéresis del producto, se centrifugaron
aproximadamente 20 g de yogur durante 10 min a 8000 rpm y 4°C en una
centrifuga Eppendorf 5804 (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Tras la
centrifugacion, el suero liberado fue extraido y pesado. El porcentaje de
sinéresis se calcul6 mediante la Eq. 3. Las determinaciones de sinéresis se
realizaron por duplicado.

Sinéresis = 100 x Brogur~8suero) Eq. 3
8yogur

Las propiedades reoldgicas se determinaron mediante un reémetro de
tension controlada (Haahe RheoStress 1, Karlsruhe, Alemania) a 4° C. Tres
ciclos consecutivos se subida y bajada desde 0 a 300 s™ fueron realizados
con el objetivo de eliminar la tixotropia de la muestra. El area de histéresis
fue calculada utilizando el programa RheoWin 3.61 Data Manager. Los datos
obtenidos en el tercer barrido de bajada se ajustaron al modelo de Herschel-
Bulkley para fluidos no Newtonianos (Eq 4), en la cual la deformacién
experimentada por una muestra se relaciona con el esfuerzo aplicado a la
misma. Tres parametros caracterizan esta relacion: el indice de consistencia
k, el indice de flujo n, y el umbral de fluencia co. Todas las mediciones se
llevaron a cabo por triplicado.

o=o0y+Ky" Eq. 4
2.6 Andlisis estadistico

Las diferencias entre las muestras debidas a la tipologia de yogur, a la
adicion de particula y al tiempo de almacenamiento se determinaron a través
de un andlisis de la varianza (ANOVA multifactorial), con un nivel de
confianza LSD del 95% (p<0.05). ElI programa estadistico utilizado fue
Statgraphics Centurion XV (Manugistics Inc., Rockville, MD, USA).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de los s6lidos mesoporosos

Los diferentes solidos (MCM-41 antes y después de la calcinacion, sélido
cargado con &cido félico SO y sdlido cargado con &acido folico y
funcionalizado con aminas S1) preparados se caracterizaron mediante
técnicas estandar. Los patrones de difraccion de rayos X se muestran en la
Figura 2. La curva (a) muestra los esperados cuatro picos de una matriz
hexagonal indexada ordenada (100), (110), (200) y (210) reflexiones de
Bragg. Un cambio significativo en la reflexion (100) en el polvo de XRD de la
muestra MCM-41 calcinado se aprecia claramente en la curva b, que
corresponde a una contraccion de las células relacionadas con
condensacion de silanoles durante la etapa de calcinacion. Las curvas cy d
muestran la pérdida de las reflexiones (110), (200) y (210). Sin embargo, la
presencia del pico (100) en todos los casos indica que el proceso de carga
de los poros con &cido félico, y la funcionalizacion adicional con la poliamina,
no modificé la porosidad tipica del material mesoporoso MCM-41.

1/u.a.

20/deg

Figura 2. Patrones en polvo de rayos X de los s6lidos MCM-41 tras la
sintesis (a), MCM-41 calcinado (b), sdélidos no nivelados que contienen la
vitamina B9 (S0) (c) y matriz mesoporosa cargada y funcionalizada (S1) (d).

La mesoestructura MCM-41 después de ser cargada con acido félico y
funcionalizada con poliaminas también fue confirmada por TEM (Fig. 3). Los
mesoporosos se observan como esferas claras en el amalgama de silice
0SCuro.
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Figura 3. Imagen obtenida mediante TEM del material MCM-41 calcinado
(a) y solido cargado S1 (b).

3.2 Perfiles de liberacién del sélido S1 y cuantificacion del acido
folico liberado por el sélido

Los perfiles de liberacion del sélido S1 a diferentes valores de pH (pH 2,
4 ajustado con &cido lactico y pH 7,5) se muestran en la figura 4. Como
puede observarse en la figura, a pH 2 (pH del estbmago) se alcanza una
liberacibn maxima del 5% a las 4 h. Valores similares se alcanzan cuando la
liberacion del sélido S1 se realiza en un medio acuso ajustado a pH 4 con
acido lactico (pH del yogur). Estos datos confirman que en ambos medios la
liberacion del acido félico esté inhibida por dos mecanismos diferentes: por
una parte la escasa solubilidad del acido félico en medio acido y por otra que
al pH de ambas disoluciones las aminas presentes en la superficie se
encuentran protonadas. Este factor favorece las repulsiones culdémbicas
entre las aminas, tendiendo estas a adoptar un estado rigido que bloquea la
entrada a los poros. Por el contrario, a pH 7,5 la baja protonacion de las
aminas favorece la interaccion por puentes de hidrogeno entre aminas
proximas y como consecuencia de estas interacciones los poros se
desbloquean y queda libre el paso de un acido félico altamente soluble
debido al cambio de pH (Pérez-Esteve et al., 2014). La combinacién de
ambos fendmenos favorece que a pH 7,5 se produzca una liberacion
controlada (efecto del pH) y sostenida en el tiempo (efecto de las aminas
gue actuan como puerta molecular).

Este comportamiento permitiria modular la bioaccesibilidad del acido
folico a lo largo del tubo digestivo, ya que en el yogur y en el estbmago las
aminas se encontraran protonadas y por tanto las puertas estarian cerradas,
evitando de este modo la salida del acido folico. Al llegar el yogur
enriquecido al intestino, las puertas moleculares se abririan por efecto del
cambio de pH y el acido folico saldria de manera controlada a lo largo del
proceso de digestion.
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Figura 4. Perfiles de liberacion del solido S1 en agua ajustada a pH 2 —
estdmago- (A), pH 4 ajustado con acido lactico —yogur- (0) y pH 7 —intestino-
(A).

La cantidad de maxima de acido folico liberada por el sélido S1 se calculd
a partir de la curva de liberacion a pH 7,5 (Fig. 4) cuantificando la cantidad
de acido folico liberada en el momento de alcanzar la maxima liberacion
(4h). A este tiempo, 1 mg de soélido S1 libera 85,5 ug de acido folico. A partir
de estos resultados, se establecera que para cubrir la maxima CDR en
embarazadas (600ug) se necesitan alrededor de 7 mg de solido S1. Por
tanto, 7mg sera la cantidad de sélido S1 que debe ser incorporado en una
racion de yogur (125g). Esta preparacion del yogur sera que la se utilice en
las fases posteriores del presente trabajo.

3.3 Caracterizacion de las materia prima utilizada: yogur desnatado y
yogur entero

Se llevo a cabo una caracterizacion inicial de los yogures empleados
como materia prima en el presente estudio. Para ello se determinaron las
propiedades fisico-quimicas de los dos tipos de yogur batidos comerciales
(desnatado y entero) de los cuales se analizaron diferentes lotes de
fabricacion, adquiridos y analizados en diferentes dias.

La tabla 3 muestra los valores de pH, sinéresis, color y parametros
reologicos de ambos tipos de yogur. Se observaron diferencias significativas
para los pardmetros de pH, sinéresis y reologia entre el yogur entero y
desnatado. Sin embargo, respecto al color de las muestras, Unicamente el
tono y el pardmetro a’, cuyo desplazamiento desde valores positivos a
negativos describe coloraciones de rojo a verde, variaron en funcion del tipo
de muestra. Respecto al color destacar que los valores obtenidos en el
presente estudio coinciden con los obtenidos por otros autores (Cruz et al.,
2013b). Tal y como cabria esperar, ambas muestras se caracterizaron por
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altos valores de luminosidad, no observandose diferencias significativas en
funcion del contenido lipidico del mismo.

Las muestras analizadas de yogur entero poseian valores mas bajos de pHy
sinéresis. Estos valores son similares a los obtenidos por otros autores para
yogures enteros y desnatados (Brennan y Tudorica, 2008; Ramirez-Sucre y
Vélez-Ruiz, 2013). En ambos estudios se reporta como la presencia de
glébulos de grasa dificulta la agregaciéon de la caseina y previene la
contraccion y reorganizacion de la red tridimensional de proteina en una
estructura mas compacta y con menos capacidad para retener el suero. Por
tanto, la disminucion del contenido en grasa en el yogur desnatado afecta a
la estructura del gel, y por tanto hace que incremente la sinéresis.

Respecto a los pardmetros de relogia, los valores analizados son
similares a los obtenidos por otros autores para yogures batidos enteros y
yogures bajos en grasa (Ramirez-Sucre y Vélez-Ruiz, 2013). Debido a que
los diferentes tipos de muestras presentaban importantes diferencias en
cuanto a sus caracteristicas fisico-quimicas se decidié estudiar ambos tipos
de muestra por separado, evaluando en cada caso el efecto de la adicién del
material mesoporoso (S1) y el tiempo de almacenamiento sobre sus
propiedades fisico-quimicas.

Tabla 3: Caracterizacién fisicoquimica de los yogures empleados como
materia prima (valores promediotdesviacion estandar).

Parametro Entero Desnatado a

pH 4,08+0,04 4,23+0,12 il
Sinéresis 51+3 47.2+0,4 *

L* 91.3+1,4 90,3+1,6 ns

a* -1,72+0,06 -2,52+0,06 il

b* 11,1+0,8 10,9+1,1 ns

Ca* 11,1+0,8 11,2+0,8 ns

hap* 98,8+0,4 103,0+1,1 il

G0 (Pa) 11,1+0,3 8,7+0,3 ok

n 1,29+0,03 0,0734+0,006 il

K (Pas ") 0,029+0,004 0,67+0,04 ok

Histéresis 9520+596 5897+469 ok

Nivel de significacién (o): *** (p<0.001), ** (p<0.01), * (p<0.1), ns (no signficativo)
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3.4 Efecto de la adicion de particula y tiempo de almacenamiento en
las caracteristicas fisico-quimicas del yogur batido desnatado y yogur
batido entero

La figura 5 muestra los valores de pH tanto de los yogures enteros (E) y
desnatados (D). Como puede apreciarse, para ambos tipos de yogur, la
adicion del acido félico encapsulado en el material mesoporoso no provoco
ningun cambio sobre el pH (Tabla 4). Sin embargo, el pH de las muestras se
incrementd significativament (Tabla 4) a lo largo del almacenamiento en
refrigeracion, especialmente al inicio del periodo de estudio. A diferencia de
lo cabria esperar en los yogures tradicionales, el pH no disminuye a lo largo
del tiempo, sugiriendo una escasa post-acidificacion durante el
almacenamiento. La disminucion del pH a lo largo del almacenamiento
indicaria una post-acidificacion del producto, aspecto que trata de evitar la
nueva tendencia de elaboracion mediante una adecuada seleccion de
cultivos lacticos (Cruz et al., 2013a).

4.50 A
4.00 -
3.50 -

3.00 A
ODia0
L 2.50 -

. 2.00 - @Dia7
1.50 - @ Dia 21
1.00 -
0.50 -
0.00

EC EP DC DP

Figura 5. Valores (mediatdesviacion estandar) de pH para las muestras
entero control (EC), entero particula (EP), desnatado control (DC) y
desnatado particula (DP).

Los valores de sinéresis (figura 6) aumentaros ligeramente durante el
almacenamiento y son superiores en el caso de los yogures desnatados.
Este aumento sugiere que el almacenamiento provoco en ambos casos una
pérdida de la red tridimensional de proteinas. Por el contrario, no se hallé
diferencias significativas (p>0.05) entre los yogures control y los fortificados
con el sélido S1 a cada uno de los tiempos de almacenamiento.
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Figura 6. Valores (media + desviacion estandar) del porcentaje de sinéresis
para las muestras de yogur entero control (EC), entero particula (EP),
desnatado control (DC) y desnatado particula (DP).

Tabla 4. ANOVA F-ratio para cada uno de los dos factores, tiempo de
almacenamiento t, presencia de particula S1 P, asi como su interaccion.

Parédmetro F-ratio entero F-ratio desnatado
P t P*D P t P*D
pH 0.38ns 664.40*** 3.52* 01.39ns 171.05%** 0.43ns
Sinéresis 1.08ns 11.34* 2.04ns 1.56ns 5.08* 1.05ns
L* 0.39ns 6.01** 0.36ns 0.40ns 11.16%** 0.04ns
ax 16.07*** 6.18** 6.51** 11.09** 36.62%** 0.38ns
b* 0.07ns 1.24ns 0.27ns 0.07ns 0.05ns 0.08ns
C* 0.00ns 1.35ns 0.16ns 0.07ns 0.02ns 0.07ns
h* 2.00ns 0.33ns 1.41ns 2.14ns 1.22ns 0.24ns
o0 41.02%** 24.07** 5.99* 0.42ns 18.53*** 3.54ns
K 2601.32*** 654.31*** 651.46*** 0.53ns 26.97*%** 0.73ns
n 370.63*** 110.65*** 93.07*** 0.79nw 41.21%** 0.65ns
Histéresis 143.12%** 89.90*** 14.67*** 2.06ns 2.27ns 2.76ns

Nivel de significacion (o): *** (p<0.001), ** (p<0.01), * (p<0.1), ns (no signficativo)
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Los valores de las coordenadas de color, asi como los de tono (h*ap)
y croma (C*;,) se muestran en la tabla 5. Ambas muestras presentaron un
color blanco amarillento (h*;,=100) y elevada luminosidad (L*~92). Esta
similitud entre ambas muestras puede deberse a la tendencia de la industria
a aproximar los productos enteros y aquellos con reduccion caldrica
(desnatados) con el objetivo de que los productos desnatados no pierdan las
propiedades sensoriales.

La adicibn de particula provoc6 un aumento estadisticamente
significativo (<0.001) en los valores de la coordenada a* (cromaticidad en el
eje verde-rojo) tanto en los yogures enteros como desnatados. Por su parte,
el tiempo de almacenamiento afectd significamente al parametros de
luminosidad, siendo este efecto mayor en el caso del producto desnatado, tal
y como indican los mayores valores de F-ratio y los niveles de significacion
en el caso del yogur bajo en grasa. Algunos autores (Ramirez-Sucre y Vélez-
Ruiz, 2013; Vélez-Ruiz et al., 2013) han descrito la tendencia al cambio de
color neto debido al almacenamiento en refrigeracion. Sin embargo, en el
presente estudio estos cambios sélo son patentes para la luminosidad.

Atendiendo al comportamiento reolégico descrito por las curvas de flujo,
todas las muestras mostraron un comportamiento no newtoniano, asi como
dependencia con el tiempo (tixotropia). Este tipo de comportamiento esta en
concordancia con ensayos realizados por otros autores en yogures y postres
lacteos semisdlidos (Tarrega y Costell, 2006; Cruz et al., 2013b). Por otra
parte, los reogramas de los yogures enteros y desnatados fueron diferentes,
indicando la importancia que tiene la grasa en el comportamiento reologico
de una muestra (Ramirez-Sucre y Vélez-Ruiz, 2013b).

La tixotropia de las muestras se evalu6é como el area de histéresis entre
las curvas de subida y bajada en un mismo ciclo. Como puede observarse
en la tabla 6, los yogures enteros presentaron una mayor area de histéresis
que los yogures desnatados. Esta area de histéresis esta relacionada con el
grado de ruptura de la estructura que ocurre durante la cizalla. La tabla 4
muestra como en el yogur entero tanto la adicién de particula como en el
almacenamiento afectaron significativamente a la histéresis. Sin embargo,
Gnicamente el factor de almacenamiento fue significativo sobre el
comportamiento reoldgico. Asumiendo que el area de histéresis es un indice
de la energia necesaria para destruir la estructura responsable de la
dependencia del tiempo, los datos experimentales indicaron que la materia
prima es el pardmetro de méaxima influencia, y que tanto el tiempo de
almacenamiento como la presencia de particula tienen un efecto ligero
(entero) o no significativo (desnatado).

A partir de los 3 ciclos de subida y bajada el area de histéresis disminuy6
significativamente respecto a los valores del primer y segundo ciclo (datos
no mostrados). Por tanto, se considerd que durante el tercer ciclo se elimina
la tixotropia y el comportamiento reoldgico es independiente del tiempo.

Las curvas de flujo del tercer ciclo se ajustaron al modelo Herschel-
Bulkley (Tabla 6), consiguiendo valores de ajuste R? superiores a 0.99 en
todas las muestras y confirmandose la adecuacion del modelo para
modelizar este comportamiento reolégico. Como puede observarse en la
tabla, los valores mas altos de consistencia (k) y mas bajos de umbral de
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fluencia (oo) se encontraron en las muestras de yogur desnatado. Los
valores de indice de comportamiento al flujo (n) indican claramente que las
muestras de yogur desnatado presentan un comportamiento pseudoplastico
(0O<n<1), mientras que que las muestras de yogur entero se comportan
plasticos de Bingham (n>1). Estos resultados coinciden con los estudios
realizados por Ramirez-Sucre y Vélez-Ruiz (2013).

CONCLUSIONES:

El sélido S1 sintetizado es capaz de modular la bioaccesibidad del acido
folico en funcion del pH del medio, siendo capaz de inhibir la liberacion en
medios acidos donde no se desea que libere, y liberar controladamente en el
tiempo en medios neutros (condiciones del intestino). Por otra parte, la
evaluacion fisico-quimica muestra como las diferencias encontradas entre
las muestras control y fortificadas son minimas, probablemente debido a que
para alcanzar la CDR de acido félico es suficiente con la adicion de una
pequefia cantidad de S1 (7 mg S1/125g de yogur). EI almacenamiento
provocO cambios en algunas propiedades fisico-quimicas, teniendo éstas la
misma tendencia tanto en los yogures controles como en los enriquecidos.
Atendiendo a estos resultados puede concluirse que la fortificacién de
yogures con &cido félico encapsulado en soportes mesoprosos
funcionalizados con aminas actuando como puertas moleculares es una
buena estrategia para modular la bioaccesibilidad de esta vitamina sin
modificar las caracteristicas fisicoquimicas del alimento.
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Tabla 5. Valores medios (y desviacidon estandar) de los pardmetros de color de las muestras analizadas

Muestra L* ax b* C*a h*an
0 7 21 0 7 21 0 7 21 0 7 21 0 7 21
NC 90,8+1,4 92,7+0,2 92,61+0,19 -1,72+0,08 -1,61+0,05 -1,67+0,03 11,3+0,8 10,68+0,11 11,1+0,4 11,4+0,8 10,80+0,11 10,95+0,18 98,7+0,3 98,5+0,2 98,8+0,1
NP 90,9+1,4 92,6+0,2 92,54+0,11 -1,60+0,04 -1,61+0,04 -1,61+0,05 11,3+0,6 10,79+0,14 10,94+0,07 11,3+0,6 10,91+0,14 11,06+0,07 98,1+0,4 98,5+0, 98,4+0,2
DC 89,7t1,4 91,9+0,2 92,0+0,2 -2,52+0,08 -2,64+0,03 -2,64+0,02 11+1 10,98+0,11 11,07+0,10 11,5+#1,2 11,29+0,11 11,38+0,10 102+1 103,5+0,1 10,34+0,1
DP 89,3+ 1,7 91,8+0,2 92,0£0,3 -2,47+0,03 -2,58+0,05 -2,61+0,02 11+1 11,03+0,14 11,22+0,13 11,6+1,2 11,33+#0,14 11,52+0,13 102+1 103,2+0,1 10,31+0,1

Coordenadas de Color CieLab y valores de croma (C*ap) Y tono (h*ap)

Tabla 6. Valores medios (y desviacion estdndar) de los pardmetros reoldgicos del modelo de Herschel-Bulkley ajustado a los
datos experimentales obtenidos en el tercer ciclo de baja y del area de histéresis.

Muestra 6, (Pa) K (Pas") n Histéresis
0 7 21 0 7 21 0 7 21 0 7 21
NC 11,64+1,05 11,36 +0,75 9,87 +0,92 0,030+0,004 0,028+0,004 0,026+0,010 1,290+0,032 1,282+ 0,037 1,245+ 0,078 9520597 6678+841 8174+ 1161
NP 11,74 +0,97 11,23 +1,90 10,69 1,35 0,029+0,004 0,032 £0,016 0,028+0,004 1,278+0,031 1,266 £0,091 1,268+0,026 8675+433 8273+ 457 7615+ 403
DC 8,72+0,29  7,81+0,24 7,73 £0,28 0,671+0,039 0,525+0,024 0,493+0,023 0,739+0,006 0,764+ 0,005 0,767 0,006 5897470 5174+ 256 4370+ 809
DP 8,40+0,13 8,07 £0,02 6,99 2,00 0,658+0,017 0,537+0,012 0,887+0,708 0,740 £0,004 0,763+ 0,003 0,699+ 0,123 4939 +636 4881+ 172 4103+£1130

Umbral de fluencia (o), indice de consitestencia (k), indice de comportamiento al flujo (n)
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