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Resumen

Resumen

En los tiempos actuales, el desarrollo de los alimentos que promuevan la salud y el
bienestar es una de las prioridades claves de la industria alimentaria. La técnica de
impregnacion al vacio (VI) es considerada como una herramienta en el desarrollo de
nuevos productos a partir de frutas o vegetales, en donde se puede enriquecer o
incorporar ingredientes nutricionales y funcionales modificando su composicion para
cumplir requisitos especificos de salud, de una manera réapida y sencilla. En ese
sentido, la presente investigacion se enmarca en el desarrollo de dos propuestas de
aperitivos funcionales como alternativa a los productos comerciales existentes en el
mercado que se caracterizan por su alto contenido de grasa saturada, sal, azlUcar
refinada y alta densidad energética y cuyo consumo tiene consecuencias negativas
para la salud. Los objetivos planteados para este desarrollo fueron en una primera
etapa estudiar la viabilidad de la técnica de IV para incorporar un prebi6tico:
oligofructosa (Orafti P95) en manzana (var. Granny Smith) y en una segunda etapa
desarrollar un zumo simbidtico a partir de mandarina enriquecido con oligofructosa e
inoculado con Lactobacillus salivarius spp salivarius para su incorporacion a la
manzana por IV a fin de potenciar la funcionalidad natural de esta fruta. Para su
presentacion como aperitivo en ambos desarrollos se evalud la estabilidad en

procesos de secado y almacenamiento.

El primer desarrollo se inici6 con el estudio de la influencia de diferentes variables del
proceso de IV como: la presion de vacio (PV), la concentracion de las soluciones de
impregnacion (CS), la duracion de la aplicacion de la presion de vacio y la presion
atmosférica (t1 y t2 respectivamente) y la variedad de manzana, empleandose
disoluciones de oligofructosa (Orafti P95). Como era de esperarse hubo una mayor
incorporacion de soélidos con el aumento de la concentracion de la disolucion y a la
vez una pérdida de agua bajo las concentraciones mas altas, permitiendo tener

control sobre sobre el grado de impregnacién. En los rangos estudiados no se



VI

encontro efecto significativo para las variables: PV, t1 y t2. Asimismo, se determinaron
los pardmetros de impregnacion con disoluciones isotonicas. La variedad Fuji y
Granny Smith fueron seleccionadas por sus caracteristicas fisicoquimicas y su nivel
de impregnacion, bajo una solucién isotdnica se logré un contenido de 5.7y 5.1% de
oligofructosa respectivamente. El producto presentd una buena estabilidad sin
cambios significativos en el contenido del prebi6tico después de un secado a 40°C
por 24 horas, asi como el mantenimiento de sus propiedades fisicoquimicas y

funcionales después de 4 meses de almacenamiento.

El segundo desarrollo se inicié con el estudio de la formulacion de la solucion de
impregnacion; se evaluaron los factores: fuente y concentracion de proteina,
cantidad inicial de in6culo y concentracion del prebiotico. Los resultados obtenidos
sefialan a la levadura de cerveza como la fuente de proteina mas apropiada, la
cantidad de in6culo no tiene efecto significativo en el recuento final y la presencia de
oligofructosa a concentraciones elevadas ejerce un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento del microorganismo. Las caracteristicas iniciales del zumo formulado
para el crecimiento del probiotico fueron pH de 6, 0.5% de levadura de cerveza, 0.4%

v/v de indculo y 5% de oligofructosa.

Adicionalmente, fue estudiado el efecto de la incubaciéon del zumo formulado con
Lactobacillus salivarius spp. Salivarius, sobre las propiedades fisico-quimicas y
funcionales y se evalud la reutilizacién del mismo liquido en 5 ciclos de impregnacion
a vacio. El zumo formulado resulté un medio adecuado para el crecimiento del
microorganismo cuyo contenido inicial aumentoé en 2 ciclos logaritmicos obteniéndose
un recuento de 8.9 log UFC/mL. El crecimiento se evidencio por las variaciones en el
pH, sdlidos solubles y azucares reductores, las variaciones en otras propiedades
(color, densidad, aw, viscosidad) fueron minimas. La incubacion tuvo un efecto
significativo en la capacidad antioxidante donde fue detectado un aumento de 4.6% y
26.7% bajo las metodologias de FRAP y DDPH respectivamente, el método de ABTS
por el contrario evidencié un descenso de 23%. El contenido de acido ascérbico, por
su naturaleza oxidativa, descendié en un 4.5%, mientras que el contenido de

flavanonas, por su caracter estable, no presenté cambios significativos. Durante la



reutilizacion del liquido en varios 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 % evaluados por la metodologias de: FRAP, DPPH y ABTS respectivamente),
en el contenido de acido ascorbico (17.4%) y fenoles (4.6%). No hubo cambios
significativos en el contenido de flavanonas y oligofructosa. Se ha demostrado tanto
experimentalmente como a través de calculo tedrico la conveniencia del liquido
simbidtico para el enriquecimiento de manzana por la técnica de impregnacion a
vacio. Sin embargo, el secado a 40 °C durante 24 horas produce cambios importantes
en las propiedades funcionales, fisicoguimicas y sensoriales. El contenido en
probidtico en el producto seco fue superior a 108 UFC/g al iniciar el almacenamiento,
nivel gue descendio en los primeros 15 dias del estudio. A partir de este momento no
se encontraron recuentos. Con respecto al resto de propiedades funcionales
evaluadas, unicamente el contenido en acido ascoérbico disminuyé de forma acusada
a partir de los 30 dias de almacenamiento. En estudios previos se ha demostrado que
la actividad del agua y la humedad son parametros criticos que afectan la viabilidad
del probidtico. La valoracion funcional de los aperitivos desarrollados los presentan
como alternativas saludables y de importante contribucién al enriquecimiento de la
dieta, no obstante se hace necesario evaluaciones in vitro e in vivo para demostrar

su eficacia

Resum

En els actuals moments, el desenvolupament dels aliments que promoguin la salut i
el benestar és una de les prioritats claus de la industria alimentaria. La técnica
d'impregnacio al buit (VI) és considerada com una eina en el desenvolupament de
nous productes a partir de fruites o vegetals, on es pot enriquir o incorporar
ingredients nutricionals i funcionals modificant la seva composicié per complir
requisits especifics de salut, d'una manera rapida i senzilla. En aquest context la

present investigacio s'emmarca en el desenvolupament de dues propostes d'aperitius
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funcionals com a alternativa als productes comercials existents en el mercat que es
caracteritzen pel seu alt contingut de greix saturat, sal, sucre refinada i alta densitat
energetica i el consum té consequeéencies negatives per a la salut. Els objectius
plantejats per a aquest desenvolupament van ser en una primera etapa estudiar la
viabilitat de la técnica d'lV per incorporar un prebiotic: oligofructosa (Orafti P95) en
poma (var. Granny Smith) i en una segona etapa desenvolupar un suc simbiotic a
partir de mandarina enriquit amb oligofructosa i inoculat amb Lactobacillus salivarius
spp salivarius per la seva incorporacio a l'illa per IV a fi de potenciar la funcionalitat
natural d'aguesta fruita. Per a la seva presentaci6 com a aperitiu en els dos
desenvolupaments es va avaluar I'estabilitat en processos d'assecatge i
emmagatzematge.

El primer desenvolupament es va iniciar amb l'estudi de la influéncia de diferents
variables del procés d'lV com: la pressio de buit (PV), la concentracié de les solucions
d'impregnacié (CS), la durada de l'aplicaci6 de la pressio de buit i la pressio
atmosferica (t1 i t2 respectivament) i la varietat de poma, emprant dissolucions de
oligofructosa (Orafti P95). Com era d'esperar hi va haver una major incorporacio de
solids amb 'augment de la concentracio de la dissolucio i alhora una perdua d'aigua
sota les concentracions més altes, permetent tenir control sobre sobre el grau
d'impregnacié. En els rangs estudiats no es va trobar efecte significatiu per les
variables: PV, t1i t2. Aixi mateix, es van determinar els parametres d'impregnaciéo amb
dissolucions isotoniques. La varietat Fuji i Granny Smith van ser seleccionades per
les seves caracteristiques fisicoquimiques i el seu nivell d'impregnaci6, sota una
solucié isotonica es va aconseguir un contingut de 5.71 i 5.1% de oligofructosa
respectivament. El producte va presentar una bona estabilitat sense canvis
significatius en el contingut del prebiotic després d'un assecat a 40 ° C per 24 hores,
aixi com el manteniment de les propietats fisicoquimiques i funcionals després de 5
mesos d'emmagatzematge.

El segon desenvolupament es va iniciar amb l'estudi de la formulacio de la solucio
d'impregnacié es van avaluar els factors: font i concentracié de proteina, quantitat
inicial de indcul i concentracié del prebiotic. Els resultats obtinguts assenyalen al llevat

de cervesa com la font de proteina més apropiada, la quantitat d'inocul no té efecte



significatiu en el recompte final i la presencia de oligofructosa a concentracions
elevades exerceix un efecte inhibitori. Les caracteristiques inicials del suc formulat
per al creixement del probiotic van ser pH de 6, 0.5% de llevat de cervesa, el 0.4%

v/v de inocul i 5% de oligofructosa.

Addicionalment, va ser estudiat I'efecte de la incubacio del suc formulat amb
Lactobacillus salivarius spp. salivarius sobre les propietats fisicoquimiques i
funcionals i es va avaluar la reutilitzacié del mateix liquid en 5 cicles d'impregnacié a
buit. El suc formulat resultar un mitja adequat per al creixement del microorganisme
el contingut inicial va augmentar en 2 cicles logaritmics obtenint un recompte de 8.9
log UFC/mL. El creixement es va evidenciar per les variacions en el pH, solids
solubles i sucres reductors, les variacions en altres propietats (color, densitat, aw,
viscositat) van ser minimes. La incubacio va tenir un efecte significatiu en la capacitat
antioxidant on va ser detectat un augment de 4.6% i 26.7% sota les metodologies de
FRAP i DDPH respectivament, el metode de ABTS per contra va evidenciar un
descens de 23%. El contingut d'acid ascorbic per la seva naturalesa oxidativa, va
baixar en un 4.5%, mentre que el contingut de flavanonas pel seu caracter estable no
presentar canvis significatius. Durant la reutilitzacié del liquid en diversos cicles
d'impregnacio les propietats fisiques van presentar canvis minims, es van observar
canvis significatius en les propietats funcionals amb un descens en lactivitat
antioxidant (10.6%, 2.5% i 7.5% per FRAP, DPPH i ABTS respectivament), en el
contingut d'acid ascorbic (17.4%) i fenols (4.6%). No hi va haver canvis significatius
en el contingut de flavanonas i oligofructosa. S'ha demostrat tant experimentalment
com a traves de calcul teoric la conveniencia del liquid simbiotic per a I'enriquiment
de poma per la tecnica d'impregnacio al buit. No obstant aixo0, I'assecat a 40 ° C durant
24 hores produeix canvis importants en les propietats funcionals, fisicoquimiques i
sensorials. El contingut en probiotic en el producte sec va ser superior a 106 UFC / g
en iniciar I'emmagatzematge, nivell que va descendir en els primers 15 dies de
I'estudi. A partir d'aquest moment no es van trobar recomptes. Pel que fa a la resta
de propietats funcionals avaluades, Unicament el contingut en acid ascorbic va

disminuir de forma acusada a partir dels 30 dies d'emmagatzematge En estudis previs



s'ha demostrat que l'activitat de I'aigua i la humitat s6n parametres critics que afecten
la viabilitat del probiotic. La valoracié funcional dels aperitius desenvolupats els
presenten com alternatives saludables i d'important contribucié a I'enriquiment de la

dieta.

Abstract

In modern times, the development of foods that promote health and well-being is one
of the key priorities of the food industry. (VI) Vacuum impregnation technique is
considered to be a tool in the development of new products from fruits or vegetables,
from where you can enrich or incorporate nutritional and functional ingredients by
changing its composition to meet specific requirements of health, in a fast and easy
way. In this context this research is framed in the development of two proposals for
functional snacks as an alternative to the commercial products on the market that are
characterized by their high content of saturated fat, salt, refined sugar and high energy
density and whose consumption has negative consequences for health. The goals set
for this development were initially studying the feasibility of the technique of IV to
incorporate a prebiotic: oligofructose (Orafti P95) in apple (var. Granny Smith) and a
second stage to develop a symbiotic juice from mandarin oligofructose enriched and
inoculated with Lactobacillus salivarius spp salivarius for incorporation into the apple
by IV in order to enhance the natural functionality of this fruit. The processes of drying
and storage stability were evaluated for its presentation as an appetizer in both

developments.

The first development began with the study of the influence of different variables of
the process IV as: pressure of vacuum (PV), the concentration of solutions of
impregnation (CS), the duration of application of vacuum pressure and atmospheric
pressure (t1 and t2 respectively) and the variety of apple, dissolutions of
OLIGOFRUCTOSE (Orafti P95). As expected, there was a greater incorporation of

solids with the increase of the concentration of the solution and at the same time a



loss of water under the highest concentrations, allowing control about the degree of
impregnation. In the ranges studied found no significant effect for the variables: PV, t1
and t2. Also determined the parameters of impregnation with isotonic solutions. Fuji
and Granny Smith variety were selected by their physicochemical characteristics and
their level of impregnation, under an isotonic solution was achieved a 5.7 content and
oligofructose 5.1% respectively. The product presented stability without significant
changes in the contents of the prebiotic after drying at 40 ° C for 24 hours, as well as
the maintenance of its physicochemical and functional properties after 4 months of

storage.

The second development began with the study of the formulation of the solution of
impregnation, the factors were evaluated: source and concentration of protein, initial
guantity of inoculum and concentration of the prebiotic one. The obtained results
indicate to the yeast of beer like the most appropriate source of protein, the quantity
of indculo it does not have significant effect in the final count and the presence of
oligofructose to high concentrations exercises an inhibitory effect. The initial
characteristics of the juice formulated for the growth of the probiético were pH of 6,

0.5 % of yeast of beer, 0.4 % v/v of indculo and 5 % of oligofructose.

Additionally, there was studied the effect of the incubation of the juice formulated with
Lactobacillus salivarius spp. salivarius on the physical-chemical and functional
properties and there was evaluated the recycling of the same liquid in 5 impregnation
cycles of vacuum impregnation. The formulated juice turned out to be a way adapted
for the growth of the microorganism which initial content increased in 2 logarithmic
cycles an inventory of 8.9 being obtained log UFC/mL. The growth was demonstrated
by the changes in the pH, solid soluble and sugar differentials, the changes in other
properties (color, density, aw, viscosity) they were minimal. The incubation had a
significant effect in the antioxidant capacity where there was detected an increase of
4.6 % and 26.7 % under the methodologies of FRAP and DDPH respectively, the
ABTS method on the contrary demonstrated a descent of 23 %. The ascorbic acid
content, by its nature oxidative, fell by 4.5 %, while the content of flavanones, by its

character stable, did not presented significant changes.
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During the recycling of the liquid in several impregnation cycles, the physical
properties presented minimal changes; significant changes were observed in the
functional properties with a descent in the antioxidant activity (10.6 %, 2.5 % and 7.5
% for FRAP, DPPH and ABTS respectively), in the content of ascorbic acid (17.4 %)
and phenols (4.6 %). There were no significant changes in the flavanonas content and

oligofructose.

It has been shown both experimentally and through theoretical calculation the
desirability of the liquid symbiotic for the enrichment of apple for the impregnation
technique in a vacuum. The content in probiotic in the dried product was greater than
108 CFU/qg at the start of the storage, level which fell in the first 15 days of the study.
From this time there were no counts. With respect to the rest of functional properties
evaluated, only the content in ascorbic acid decreased sharply from the 30 days of
storage. In previous studies, it has been shown that the activity of water and humidity
e critical parameters that affect the viability of the probiotic. The functional assessment
of the snacks developed are presented as healthy alternatives and important
contribution to the diet enrichment; however it is important to evaluate them by in vitro

exams in order to demostrate its efficency.
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Capitulo |

1. Introduccidn

La siguiente revision se centra en el desarrollo de los temas en que se enmarca
la presente investigaciobn y que justifican el planteamiento de sus objetivos.
Describe los cambios de la percepcién que tienen los consumidores actuales del
rol de los alimentos que consumen, que no solo incluye los aspectos
nutricionales sino que denota el conocimiento de la relacién estrecha con la
mejora de funciones fisiologicas y con la prevencion de enfermedades. Dentro
de este marco se describe la percepcidn, exigencias y expectativas del
consumidor respecto a los alimentos funcionales. La respuesta del mundo
cientifico, la industria, el mercado y las entidades publicas reguladoras para
hacer frente a estas demandas, permitiendo integrar las bases cientificas de
campos como: la mercadotecnia, la medicina, la nutricion y la ciencia, tecnologia
e ingenieria de alimentos para desarrollar alimentos innovadores que incluyan
procesos que preserven los compuestos bioactivos de demostrada accion en el
organismo y que estén dirigidos ademas del publico en general a una poblacién
de exigencias especiales. Finalmente, se describe los desarrollos propuestos a
partir de una técnica innovadora como la impregnacion a vacio para la
modificacion de matrices vegetales promoviendo cambios nutricionales

funcionales y ademas sensoriales, demostrando la versatilidad de la misma.

1.1 Mercado actual y tendencias mundiales en el desarrollo de alimentos

funcionales.

No obstante que la relacion alimentacion- salud fue reconocida por la medicina

china y desde las épocas en que el sabio griego Hipdcrates aseguraba: Que tus
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alimentos sean tu medicina y los medicamentos tu alimento, el mayor auge del
significado de esta expresion se ha dado en los ultimos afios y ha tenido una
mayor repercusion en el desarrollo de nuevos alimentos, entre los que se
encuentran los llamados funcionales, gracias a que actualmente se dispone de

evidencia cientifica que demuestra la relacion entre alimentacion y salud.

Actualmente, los alimentos funcionales son una de las categorias de alimentos
mas importantes en el mercado global de la salud y bienestar y con un potencial
de crecimiento futuro por lo que se ha convertido en una de las areas mas
interesantes, atractivas y foco de las investigaciones y el desarrollo de nuevos
productos. Prueba de ello son las numerosas y crecientes publicaciones en este
campo y los nuevos productos que se han venido introduciendo en el mercado.
Dada la tendencia de los consumidores a exigir alimentos con beneficios
adicionales para mejorar la salud, el bienestar y la calidad de vida, las grandes
empresas alimentarias estan invirtiendo en el desarrollo de alimentos funcionales
(Jones y Jew, 2007; Siro et al., 2008).

Este auge y las previsiones optimistas de crecimiento del mercado viene
justificado no s6lo por la conciencia que tienen los consumidores de que llevar
una vida sana incluyendo sus dietas contribuye a reducir el riesgo de padecer
enfermedades y potenciar un estado de salud y bienestar (Regmi y Gehlhar,
2005; Sadler, 2005), sino también por una serie de cambios socioeconémicos y
demograficos como: el aumento de la esperanza de vida, aumento del poder

adquisitivo en paises emergentes y el incremento de costos médicos.

La mayor esperanza de vida y los cambios en el estilo de vida han llevado a un
aumento de la incidencia de enfermedades cronicas tales como: obesidad,
osteoporosis, cancer, enfermedades cardiovasculares, hipertension y diabetes
(Shimizu, 2003). Este panorama ha orientado los esfuerzos de los gobiernos,
los investigadores, los profesionales de diferentes areas relacionadas, entidades
de salud y la industria que han encontrado en la alimentacion la manera de

revertir esta situacion (Ares et al., 2008).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464611000375#b0030#b0030
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464611000375#b0075#b0075
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En la tabla 1.1 se resume las razones que estdn provocando una mayor
demanda de alimentos que proporcionen salud, mejoren el bienestar y reduzcan

el riesgo de desarrollar enfermedades o dolencias.

Tabla 1. 1 Razones que explican el auge creciente de los alimentos funcionales

e Los consumidores se preocupan por la salud, y reconocen el vinculo entre
alimento y salud, desean prevenir en lugar de curar las enfermedades, por lo
que buscan alimentos con mayor valor agregado ademas del nutricional.

e Las organizaciones encargadas de legislar en materia de alimentos estan
reconociendo los beneficios de los alimentos funcionales en la salud publica.

e Reconocimiento del potencial econémico de este rubro por las entidades
gubernamentales como una estrategia de prevencion de la salud publica.

e Los costes médicos se incrementan cada vez mas. Blsqueda de alternativas
a la mediciona convencional basada en la prevencion.

e Aumento de la esperanza de vida. La poblacién en paises industrializados esta
envejeciendo, por lo que existe una mayor preocupacion en temas de calidad
de viday mantenimiento de la salud.

e Los consumidores desean contrarrestar el incremento notable en los riesgos
medioambientales de polucién, microbios y sustancias quimicas en el aire,
agua y alimentos.

e Avances tecnoldgicos, entre ellos la biotecnologia, asi como la investigacion
cientifica que documenta la eficacia de estos alimentos.

o Estilos de vida (falta de tiempo para cocinar, ritmo de vida acelerado, enorme
oferta de alimentos que hacen dificil la toma de decisiones) que han conducido

a desequilibrios y desérdenes alimentarios

Adaptado de Sander, (1998)

La estimacion del tamafio del mercado no es sencilla, especialmente por no
existir un consenso global respecto a la definiciébn de alimentos funcionales. Es
asi como pueden encontrarse en diversas publicaciones cifras y proyecciones
que varian de forma significativa. Dentro de las publicaciones que registran la

evolucion del mercado mundial pueden mencionarse a: Sloan (2000) quien
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publica montos de 47.6 billones de doélares, Menrad (2003) quien sefiala para el
mismo afio 2000 un monto de 33 billones de ddélares y Benkouider (2004) que
dio una estimacioén de casi 61 billones de ddlares para el 2004.

El daltimo reporte del mercado disponible es el publicado por Leatherhead Food
Research (2014) que sitta el valor del mercado mundial de alimentos funcionales
en 43.27 billones de délares para el afio 2013 (esta cifra hace referencia a
alimentos y bebidas que hacen alegaciones de salud especificas y excluye
productos como las bebidas energéticas), lo que supone un crecimiento del
26.7% en comparacion con la cifra registrada hace cinco afios por esta misma
fuente. Asimismo, este estudio sefiala que las tasas de crecimiento del mercado
siguen muy por debajo de los niveles observados en los primeros afos del
milenio. Adicionalmente, el informe pronostica que el mercado mundial de
alimentos funcionales llegarda a 54 billones de ddlares el afio 2017, lo que
equivale a un aumento del 25% en comparacion con el Ultimo dato disponible
del 2013.

La cifra global reportada por esta fuente esta limitada a ciertas partes del mundo,
incluyendo los cinco principales paises de Europa occidental, ademas de los
Estados Unidos, Japdn y Australia. Japon con ventas en un monto estimado de
17.5 billones de dolares, representa el 40.5 % del mercado global de alimentos
funcionales en el 2013, significando entre 2009 y 2013, un crecimiento de 25%.
En el caso de los Estados Unidos su mercado representa mas del 38% del valor
del mercado mundial, con ventas por valor de 16,5 billones de délares el mismo
afo, significando un crecimiento en mas del 29% en los ultimos afios desde
2009, impulsado por el aumento de la popularidad de alimentos funcionales
como los productos lacteos con probibticos y cereales para el desayuno
fortificados con granos enteros. En los proximos afios, se espera que Estados
Unidos sea el mercado de mayor crecimiento, superando a Japén en su calidad
de principal mercado del mundo para los alimentos funcionales. Respecto a
Europa la participacién en el mercado fue de 20.2% del valor del mercado

mundial, con ventas regionales dominados por el Reino Unido, Francia y
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Alemania. En esta parte del continente la situacion es un poco mas compleja,
en vista que el mercado se encuentra en una etapa posterior de desarrollo por lo
que su crecimiento ha sido bastante modesto en los ultimos afios. Se sefiala que
una de las causas principales de esta tendencia son las regulaciones mas
estrictas respecto a las declaraciones de propiedades saludables, ejerciéndose
un mayor control y presién sobre fabricantes de alimentos funcionales para que
proporcionen evidencia cientifica robusta que respalden las alegaciones de salud

de sus productos.

El informe afiade que las ventas de alimentos funcionales son igualmente
vulnerables a las circunstancias econémicas, por el hecho de que por lo general
este tipo de alimentos tienen precios mas altos. Ademas, algunos sectores
parecen estar llegando a la madurez. Estos factores podrian frenar el crecimiento

vertiginoso observado en afos anteriores.

Segun el informe, el tema de la energia y mejora del estado de animo son los
sectores del mercado mas grande, con un estimado de $ 16.5 billones en 2013,
que equivale al 27.1% del total del mercado y refleja la amplia popularidad de
las bebidas energéticas en particular en la mayor parte del mundo. Otros
sectores importantes son: el orientado a la salud digestiva ($ 16 billones) y los

alimentos relacionados con la salud del corazén ($ 13.75 billones).

Como se ha mencionado en un parrafo anterior, una de las principales
dificultades encontradas en la evaluacién del potencial de los alimentos
funcionales es la falta de una definicion universalmente aceptada o interpretacion
juridica del concepto. El término funcional ha sufrido una evolucion en su
concepcidn a lo largo de los afios, lo que ha determinado que existan diferentes
definiciones en la literatura y que hacen complicado unificar este concepto. Esta
disparidad, ademas ha impedido un calculo exacto de la evolucién del mercado.
Conviene analizar algunos conceptos reportados en la bibliografia para

establecer un marco conceptual mas claro.
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El término alimento funcional nacié en Japon, a raiz del aumento considerable
de la expectativa de vida y en un mayor envejecimiento de sus habitantes
consecuencia del rapido desarrollo econdmico que siguio a la post guerra, unido
a un aumento considerable de las patologias crénicas no transmisibles:
cardiovasculares, diabetes, hipertension, osteoporosis, cancer, y en los ultimos
afos, obesidad (Yamada et al., 2008; Hardy, 2000; Kwak y Jukes, 2001; Stanton
et al., 2005). En un esfuerzo nacional por reducir el costo creciente de la atencién
de salud motivo al gobierno japonés a buscar en conjunto con la academia y la
industria de alimentos el desarrollo de un nuevo tipo de alimentos que
efectivamente tuviesen un efecto positivo en la salud de la poblacién derivado de
su consumo. A comienzos del decenio de 1980 se iniciaron tres programas de
investigacion a gran escala financiados por el gobierno de Japon sobre “analisis
sistematico y desarrollo de los alimentos funcionales”, “analisis de la regulacién
fisiolégica de la funcion de los alimentos” y “andlisis de los alimentos funcionales
y disefio molecular’. En 1991 se estableci6 una categoria de alimentos
potencialmente beneficiosos, denominados “alimentos de uso especifico para la
salud” (Foods for Specific Health Use, FOSHU) (Duran y Valenzuela, 2010;
Ashwell, 2004; Burdock et al., 2006; Kwak y Jukes, 2001; Menrad, 2003),
convirtiéndose en el primer pais en el mundo en reconocer la funcionalidad de
ciertos alimentos como una categoria separada. Y junto con esta categorizacion
desarrollé un sistema para evaluar y aprobar los mensajes saludables en sus
etiquetas. Se denominan FOSHU aquellos alimentos de los que se espera que
ejerzan un efecto beneficioso especifico sobre la salud, por adicion de
determinados constituyentes activos o por un efecto derivado de la supresién en
los mismos de alérgenos alimentarios. Los efectos de tales adiciones o
supresiones deben haber sido evaluados cientificamente, y debera solicitarse
autorizacion para formular alegaciones relativas a los beneficios especificos que
cabe esperar de su consumo. Para ser considerados FOSHU, se requieren
pruebas de que el producto alimenticio final, y no sus componentes individuales
aislados, ejerzan un efecto saludable sobre el organismo cuando se lo consume
como parte de una dieta diaria. Los productos FOSHU deben presentarse en

forma de alimentos habituales y no como comprimidos o capsulas.



Capitulo 1: Introduccion

El Consejo de Nutricion y Alimentacion de la Academia de Ciencias de los
Estados Unidos los define como «alimentos modificados o que contengan un
ingrediente que demuestre una accion que incremente el bienestar del individuo
o disminuya los riesgos de enfermedades, mas alla de la funcién tradicional de
los nutrientes que contiene (Araya y Lutz, 2003). Otro concepto es el dado por el
Institute of Food Technologists (IFT) que los define como alimentos y
componentes de alimentos que proveen de un beneficio a la salud a parte de la
nutricion basica, incluyendo alimentos convencionales, fortificados enriquecidos
y mejorados Yy suplementos dietarios. Ellos proveen nutrientes esenciales en
cantidades necesarias para el normal mantenimiento, crecimiento y desarrollo
y/o componentes biolégicamente activos que imparten beneficios a la salud o

deseables efectos fisiolégicos (Ramesh et al., 2012).

Europa no fue ajena a esta corriente y en los afios noventa, el ILSI (International
life Science Institute) Europe (ILSI Europa) elabor6 un proyecto sobre alimentos
funcionales presentado como una accion concertada de la Comision Europea
(CE). Conocido por sus siglas en inglés, FUFOSE (por “Funcional Food Science
in Europe” [Ciencia de los Alimentos Funcionales en Europa]), esta iniciativa
concertada comenzé en 1995. Durante tres afios, los mas de 100 expertos
europeos en nutricibn y medicina que participaron en este proyecto FUFOSE
evaluaron criticamente la situacion de los alimentos funcionales. Revisaron la
literatura cientifica sobre los alimentos y los componentes alimentarios y su
capacidad para modular las funciones organicas. Se revisG posteriormente el
concepto de alimento funcional y se elabor6 por vez primera un marco global que
incluyé una estrategia para la identificacion y desarrollo de los alimentos
funcionales y para la fundamentacion cientifica de sus efectos, a fin de justificar
las alegaciones. Por ultimo, redactaron el informe titulado “Conceptos cientificos
sobre los alimentos funcionales en Europa: documento de consenso” (Ashwell,
2004).
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LA FOFUSE define como alimento funcional aquel que ha demostrado
satisfactoriamente tener un efecto benéficioso en una o méas funciones
selectivas del organismo, ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos, de un
modo tal que resulte apropiado para mejorar el estado de salud y bienestar y/o
reducir el riesgo de enfermedad. Un alimento funcional debe seguir siendo un
alimento y debe demostrar sus efectos en cantidades en que normalmente se
consumen en la dieta. No se trata de comprimidos, ni capsulas sino de alimentos

que forman parte de un régimen normal (Sir6 et al., 2008).

Ademas de estas definiciones oficiales existen en la literatura una variedad de
vocablos mas o menos relacionados con los “alimentos de uso especifico para
la salud”. Dentro de ellos, hay términos como alimentos nutracéuticos, alimentos
disefiados, farmalimentos, medicalimentos y vitaminalimentos, y otros mas
tradicionales, como suplementos alimentarios y alimentos enriquecidos, lo que
complica la existencia de una definicion unificada y contribuye a generar

confusion.

Roberfroid (2000) menciona las siguientes caracteristicas unicas de un alimento
funcional y que permite ain ahora dado el tiempo transcurrido establecer una

distincion con las demas términos:

a. Ser un alimento convencional o un alimento de todos los dias.

b. Consumirse como parte de la dieta normal

c. Tener un origen natural (en oposicién a sintético) en concentracién natural o
presente en alimentos que normalmente no los contienen.

c. Tener un efecto positivo en alguna funcion fisiolégica especifica méas alla del
valor nutritivo.

d. Su consumo mejora el bienestar y la salud y/o reduce el riesgo de padecer
enfermedades o proporciona beneficios para la salud asi como para mejorar

la calidad de la vida incluyendo el desempefio psicologico, fisico y conductual.

(1)

. Tener alegaciones autorizadas y con base cientifica.
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La funcionalidad atribuida a esta categoria o concepto de alimentos se debe a
los compuestos bioactivos. Los compuestos bioactivos presentes en los
alimentos funcionales contribuyen en modular las funciones fisiologicas con
efectos beneficiosos sobre la salud. Estos incluyen fibras, probioticos y
prebiodticos, vitaminas, minerales, acidos grasos, péptidos, proteinas y
metabolitos secundarios de las plantas. En éste Ultimo grupo se considera:
polifenoles, carotenoides, glucosinolatos, y alcaloides que han despertado un
interés particular, porque en muchos de ellos se ha demostrado poseen
propiedades antioxidantes, antimicrobianos, anti-inflamatorios,

inmunomodulatorias y anticancerigenas.

Durante las udltimas décadas, una enorme cantidad de conocimiento se ha
acumulado respecto a la quimica, los niveles encontrados en las plantas y
alimentos derivados de plantas, la estabilidad durante el procesado, la
interaccién con el tracto gastrointestinal, y la bioactividad de estos compuestos.
Sin embargo, su diversidad quimica y el hecho de que muchos de ellos no estan
disponibles en cantidades suficientes plantea un reto para los investigadores,
especialmente cuando se trata de los estudios de eficacia. Por otro lado, estos
estudios a menudo se limitan a los compuestos individuales y no consideran
adecuadamente las condiciones en las matrices alimentarias complejas. En
consecuencia, quedan muchas preguntas por responder antes de sacar
conclusiones fiables para establecer declaraciones de propiedades saludables.
El lado positivo es que este panorama es un enorme potencial de innovacion,
gue hace de este segmento uno de los mas interesantes en el mercado de

alimentos en general (Schieber, 2012).

En las ultimas décadas, los investigadores han comenzado a identificar de forma
aislada los componentes que hacen que un alimento sea funcional y determinan
los beneficios concretos que estos proporcionan a nuestro organismo. Sin
embargo, es bien sabido que los estudios sobre componentes individuales o
mezclas de los mismos suelen ser muy variables y diferentes a los que aporta el

alimento que los contiene. Béasicamente, suele producirse porque las

11
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interacciones entre compuestos son muy complejas. Algunos de los efectos de
estos compuestos pueden ser aditivos, sinérgicos, potenciadores, inhibidores,
neutralizantes o antagonistas, entre otros (Jeffery et al., 2005).

Enlatabla 1.2 se presenta una lista con algunos de estos compuestos bioactivos

su fuente y sus beneficios potenciales.

Dado el crecimiento de este mercado y frente a un panorama tan competitivo, la
innovacion se ha convertido en la piedra angular en el desarrollo de nuevos
alimentos funcionales. También es un hecho que hay mas fracasos que éxitos,
por lo que se hace necesario cambiar esquemas tradicionales de innovacion.
Biela (2010) sefala que la comprensién de las necesidades subyacentes,
valoraciones y puntos de vista de los consumidores son la clave para el
desarrollo de nuevos productos, especialmente alimentos funcionales, lo que
significa que la percepcion de lo que buscan los consumidores en un alimento
debe ser considerada para como punto de partida en el disefio de los mismos.
Asimismo, los esfuerzos especificos de diferentes grupos de actores no sélo los
procesadores sino también cientificos, médicos, proveedores de ingredientes,
comercializadores entre otros son necesarios para aprovechar estas

oportunidades e introducirse en el mercado con menor riesgo (Menrad, 2003).

La innovacion puede plantearse a través de todos los componentes de la cadena
del alimento y una posible clasificacion de las innovaciones presentada por
Bigliardi y Galati (2013) es la siguiente: a) nuevos ingredientes alimenticios y
materiales b) innovacién en productos frescos c¢) nuevas técnologias en el
procesado de alimentos d) innovaciones en la calidad e) nuevos métodos de
empague y f) nuevos métodos de distribucién y mercadeo.
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Tabla 1. 2 Componentes funcionales de los alimentos, fuentes y beneficios potenciales

Clase Algunos componentes

B-caroteno

Carotenoides
Luteina y zeosantina

Licopeno

Fibra insoluble

Betaglucanos
Fibra dietaria

Fibra soluble

Granos enteros

Acidos grasos
monoinsaturados (MUFAS)

Acidos grasos poliinsaturados
(PUFAS) -

Fuentes

zanahorias, calabaza dulce, papa,
melén, espinacas, tomates

col rizada, espinacas,maiz, huevos,
frutas citricas, esparragos,
zanahorias, brocoli

tomates y productos procesados de
tomate, sandia, pomelo rojo / rosado

salvado de trigo, salvado de maiz,
cascara de frutas

salvado de avena, harina de avena,
cebada, centeno

céascara de la semilla, guisantes,
frijoles, manzanas, frutas citricas

granos de cereales, todo pan de trigo,
harina de avena, arroz integral

frutos secos, aceite de oliva, aceite
de canola

nueces, semillas de lino, aceite de
linaza

Algunos beneficios potenciales

Neutraliza los radicales libres que pueden dafiar las células.
Refuerza las defensas antioxidantes celulares, se convierte en
vitamina A en el organismo.

Contribuye al mantenimiento de la salud ocular.

Contribuye al mantenimiento de la salud de prostata.

Contribuye al mantenimiento de la salud digestiva puede reducir el
riesgo de algunos tipos de cancer.

Puede reducir el riesgo de cardiopatias coronarias. Previene riesgo
de diabetes tipo 2.

Puede reducir el riesgo de cardiopatias coronarias y algunos tipos
de cancer.

Puede reducir el riesgo de cardiopatia coronaria y algunos tipos de
canceres; contribuye al mantenimiento de niveles saludables de
glucosa en la sangre.

Puede reducir el riesgo de enfermedades coronarias.

Contribuye en el mantenimiento de la salud del corazén y del ojoy
al mantenimiento de la funcion mental.

13
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Clase Algunos componentes
acidos grasos Omega-3-
Acidos Grasos ALA

PUFAs — acidos grasos
Omega-3
DHA / EPA

Acido linoléico conjugado
(CLA)

Antocianinas (cianidina,
pelargonidina, delfinidina,
malvidina y derivados)

Flavanoles -catequinas,
epicatequinas,
Epigallocatequinas

Procianidinas y

. proantocianidinas
Flavonoides

Flavanonas -
hesperedina,
naringenina

Flavonoles - quercetina,
kaempferol,isoramnetina
miricetina

Isotiocianatos Sulforafano

Calcio

Fuentes

salmon, atun, aceites de pescado

carne de res y cordero, algunos
quesos

bayas, cerezas, uvas rojas

té, cacao, chocolate, manzanas, uvas

arandanos, chocolate, manzanas,
fresas, uvas, vino rojo, mani, canela,
té, chocolate

citricos

cebolla, manzana, té, brécoli

coliflor, brocoli, brotes de brocaoli,
repollo, col rizada, rabano picante

sardinas, espinacas, yogur, productos
lacteos bajos en grasa alimentos y
bebidas enriquecidos

Algunos beneficios potenciales

Puede reducir el riesgo de enfermedades del corazén. Contribuye
con el mantenimiento de salud ocular y la funcion mental.

Contribuye al mantenimiento de la composicion corporal deseable y
la salud inmunoldgica.

Refuerza las defensas antioxidantes en la célula. Contribuye con
mantenimiento de la salud cerebral.

Contribuyen con el mantenimiento de la salud del corazén.

Contribuye con el mantenimiento de salud del tracto urinario y la
salud del corazon.

Neutraliza los radicales libres que dafan las células. Refuerza las
defensas antioxidantes celulares.

Neutraliza los radicales libres que dafan las células. Refuerza las
defensas antioxidantes celulares.

Puede mejorar la desintoxicacion de compuestos no deseados.
Refuerza las defensas antioxidantes celulares.

Puede reducir el riesgo de osteoporosis.
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Clase

Minerales

Acidos fendlicos

Estanoles, esteroles plantas

Polioles

Prebioticos

Probidticos

Algunos componentes

Magnesio,

Potasio

Selenio

Acido caféico, acido fertlico

Los estanoles / esteroles libres

Esteres de estanol / esterol

Xilitol, sorbitol, manitol, lactitol

Los fructooligosacaridos
(FOS), polidextrosa

levaduras, Lactobacillus,
Bifidobacterium y

Fuentes

espinacas, semillas de calabaza,
panes de grano entero y cereales,
almendras, nueces de Brasil, frijoles

papa, productos lacteos bajos en
grasa, panes de granoy cereales
entero, jugos, frijoles, platano,
verduras de hoja verde

pescado, carne roja, todos los
granos, ajo, higado, huevo

manzanas, peras, frutas citricas,
algunas verduras, cereales integrales,
café

maiz, soja, trigo, alimentos y bebidas
enriquecidos

éster de estanol dietética
suplementos dietarios de éster de
estanol, alimentos y bebidas
enriquecidos

algunas gomas de mascar y otras
aplicaciones alimentarias

granos enteros, cebollas,algunas
frutas, ajo, miel, puerros, platano,
alimentos y bebidas enriquecidas

yogures y otros ciertos fermentados
de origen lacteo y no lacteo

Algunos beneficios potenciales

Contribuye el mantenimiento la funcién del mudsculo y el sistema
nervioso, la salud inmunolégica y 6sea.

Puede reducir el riesgo de alta presion arterial y accidentes
cerebrovasculares, en combinacion con una dieta baja en sodio.

Neutraliza los radicales libres que pueden dafiar las células.
Contribuye al mantenimiento del sistema inmunoldgico y la salud de
la préstata.

Refuerza las defensas antioxidantes celulares. Contribuye con el
mantenimiento de la salud ocular y del corazoén.

Puede reducir el riesgo de cardiopatia coronaria.

Puede reducir el riesgo de cardiopatia coronaria.

Puede reducir el riesgo de caries dentales.

Contribuye con el mantenimiento de la salud digestivay a la
absorcion de calcio.

Contribuye en el mantenimiento de la salud del sistema digestivo e
inmune los beneficios son especificos de las especies.

15
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Clase

Fitoestrogenos

Proteinas soya

Sulfitos y tioles

(De Ramesh et al., 2012)

Algunos componentes
otras cepas especificas de las
bacterias beneficiosas

Isoflavonas daidzeina
genisteina

Lignanos

Proteina

Sulfuro de dialilo, Alil
metilo trisulfuro

Dirioltiones

Fuentes

soja y alimentos a base de soja

semillas de lino, centeno, algunos
verduras, semilla y nueces, lentejas,
brécoli, coliflor,
zanahoria

soja y alimentos a base de soja como
la leche, el yogur, el queso y el tofu

ajo, cebollas, puerros,

verduras cruciferas (brocoli)

Algunos beneficios potenciales

Contribuye con el mantenimiento de salud de los huesos y sistema
inmune, y la funcién saludable del cerebro. Contribuye en la salud
menopausica de las mujeres.

Contribuye con el mantenimiento de la salud del corazén y la salud
inmunolégica.

Puede reducir el riesgo de cardiopatia coronaria.

Mejora la desintoxicacion de compuestos no deseados; contribuye
con el mantenimiento de la salud del corazén, el sistema inmune y
digestivo.

Puede mejorar la desintoxicacion de compuestos no deseados;
contribuye con el mantenimiento de una
funcién inmune saludable.
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El desarrollo de alimentos funcionales implica varias y distintas etapas desde el
concepto hasta la implementacion éxitosa en el mercado e involucra sectores
como el de: investigacion-desarrollo, la industria, los organismos regularorios y
consumidores dentro de un ciclo que es llamado de la innovacion y es
desarrollado por Jones y Jew (2007) (figura 1.1). El ciclo comienza con la
identificacion de un concepto hasta la elaboraciéon de un prototipo aceptable
comercialmente, luego requiere de una evaluacion de la eficacia y la seguridad
a través de pruebas en animales y humanos, la posterior publicacién de los
datos contribuye a la credibilidad en el alimento funcional desarrollado, la
aceptacion de los consumidores y también es la base para la aprobacion por los
organismos regulatorios y el desarrollo de alegaciones de salud. La aceptacién
del consumidor y la provision de alegaciones de salud facilita la penetracion del
producto en el mercado y en si mismo estimula iniciativas para la creacion de

nuevos productos siguiendo el mismo ciclo.

El desarrollo de alimentos funcionales como se puede ver es un proceso
complejo con etapas algo diferentes de las del desarrollo tradicional de nuevos
productos y ha sido descrito también como costoso y arriesgado (van Kleef et
al., 2002; Siro, Kaplona, Kaplona, y Lugasi, 2008), lo que sefala la necesidad de
nuevas competencias para el personal y las empresas que trabajan en ello
(Mark-Herbert, 2002; Khan et al., 2013).

17
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Generacion de Conceptos
(Teoria)

Ideas Nuevas
Crecimiento de la Desarrollo de
Industria | Prodgctos
Penetracion de - (Realidad)

Mercado Evo/ucic?n de
Prototipos

Compra del

Consumidor Eficacia y Seguridad
Percepcion Estudios a nivel
e Interés celular, animal y en
humanos
Actividad de + Quejas Eid i
Medios de Salud ,
Efectos sustanciales
Revisioén
Regulatoria Publicacién

En revision

Figura 1.1 Ciclo de sucesos en el desarrollo de alimentos funcionales
(De Jones y Jew, 2007)

Siro et al. (2008) sefalan que la estrategia para crear un alimento funcional se

apoya en las siguientes premisas:

1. La eliminacion de un componente conocido identificado como
causante de un efecto perjudicial cuando se consume (por ejemplo, una
proteina alergénica).

2. El aumento de la concentracién de un componente presente de forma
natural en los alimentos a un nivel en el cual induce efectos beneficiosos
(por ejemplo, fortificacion con un micronutriente) para llegar a una ingesta
diaria superior a la ingesta diaria recomendada pero compatibles con las
directrices dietéticas para la reduccion del riesgo de enfermedad.

3. Adicién de un componente que no esta presente normalmente en la
mayoria de los alimentos y no es necesariamente un macronutriente o un
micronutriente pero para el que los efectos beneficiosos se han

18
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demostrado (por ejemplo, antioxidantes no vitaminicos o fructanos
prebidticos).

4. Sustitucion de un componente, generalmente un macronutriente (por
ejemplo: grasas), cuya ingestion es generalmente excesiva y por lo tanto
causa efectos nocivos, por un componente para el que los efectos
beneficiosos se ha demostrado, y finalmente

5. El aumento de la biodisponibilidad o la estabilidad de un componente
conocido por producir un efecto funcional o por reducir el riesgo de
enfermedad.

Betoret et al. (2012) mencionan que para el desarrollo de un alimento funcional

hay que tener en cuenta:

a. Necesidades del consumidor, preocupaciones sociales. Segun las ultimas
encuestas llevadas a cabo las enfermedades que mas preocupan a los
consumidores son las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades del
sistema digestivo y la obesidad (Drbohlav et al., 2007; Hilliam, 1998; Keller,
2006; Korzen-Bohr y O"doherty Jensen, 2006; Van Kleef et al., 2002, 2005).

b. Estudio de mercado que permita detectar nichos de oportunidad. Previamente
al desarrollo es necesario realizar un estudio que permita identificar los nichos
de oportunidad existentes en el mercado.

c. Revision bibliografica. La revision bibliografica permite identificar los avances
cientificos existentes en el area de interés, las tecnologias disponibles para
llevarlos a cabo, las areas sin desarrollar asi como la libertad para operar y
definir el desarrollo del producto.

d. Identificacion de compuestos fisiolégicamente activos y desarrollo de una
matriz alimentaria. Es necesario seleccionar o desarrollar una matriz
alimentaria adecuada que tanto en su estado fresco como después del
procesado proteja a los compuestos fisiolégicamente activos y al mismo
tiempo permita la liberacién de los mismos en el organismo en el lugar y

momento adecuado.
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e. Analisis de los cambios durante el proceso. El éxito comercial de los productos
funcionales depende en ultima estancia del sabor, la apariencia, el precio y
la alegacion saludable dirigida a los consumidores. Para la obtencion de un
alimento funcional de calidad y efectivo es necesario analizar los cambios
que experimentard dicho alimento durante el procesado tanto a nivel
microscopico como macroscopico. Los cambios durante el proceso de
fabricacion sobre los compuestos con actividad funcional o sobre la propia
estructura del alimento afectan directamente a la eficacia y a la aceptacion
del producto funcional desarrollado.

f. Evaluacion de la eficacia y la seguridad del alimento funcional completo. La
evaluacion de la eficacia y la seguridad es una etapa esencial para demostrar
el efecto del alimento funcional y puede llevarse a cabo realizando estudios
in vitro o in vivo. Los sistemas celulares proporcionan informacion biolégica
basica sobre las interacciones de los nutrientes en procesos bioquimicos. Sin
embargo, para evaluar la actividad biolégica sobre una base fisiologica de
cuerpo entero es preferible el uso de animales o seres humanos. Los estudios
in vivo con animales permiten un alto grado de control de la dieta, el medio
ambiente y la genética, si bien, existen casos en donde los modelos animales
no imitan adecuadamente las respuestas fisiolégicas de los seres humanos.
Existen numerosas diferencias en el metabolismo de los lipidos entre las
diversas especies que deben ser consideradas cuando se evalia la
relevancia en humanos de los resultados obtenidos en la investigacion con
modelos animales (Bergen y Mersmann, 2005). La confirmacion de la eficacia
del alimento funcional en un sistema humano proporciona una base sélida
gue permite establecer las alegaciones de propiedades saludables para ese
producto especifico.

g. Legislacion. Los aspectos legales no pueden dejarse a un lado. Especialmente
en Europa, las empresas que tratan de poner en marcha un alimento
funcional se han enfrentado a una variedad de marcos legislativos que
regulan la aprobaciéon de productos, los tipos de informacion nutricional
requerida en las etiquetas y los tipos de alegaciones funcionales y de salud

en relacion con un producto, normalmente de manera muy inconsistente
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entre los estados miembros (Bech-Larsen y Scholderer, 2007). Sin embargo,
el “Reglamento (CE) No. 1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 20 de diciembre de 2006, sobre la nutricion y de las propiedades
saludables en los alimentos” ha entrado en vigor (European Comission (CE),
2006) y unifica los criterios legales de todos los estados miembros a tener en
cuenta a la hora de comercializar un alimento funcional. Este reglamento fija
los procedimientos de autorizacidn necesarios para garantizar que las
declaraciones que figuran en el etiquetado, la presentacion o la publicidad de
alimentos sean claras, precisas y se fundamenten en pruebas aceptadas por
toda la comunidad cientifica. Este reglamento se ha ido modificando con
reglamentos posteriores de tal manera que la ultima modificacion
corresponde al reglamento (UE) No. 432/2012 de la Comision de 16 de mayo
de 2012 por el que se establece una lista de declaraciones autorizadas de
propiedades saludables de los alimentos distintas de las relativas a la

reduccion del riesgo de enfermedad y al desarrollo la salud de los nifios.

El mercado de alimentos funcionales estd en continuo crecimiento a nivel
mundial como lo demuestra los innumerables productos que se estan
introduciendo continuamente. La competencia en este campo es cada vez mas
intensa y para sobrevivir a esta competencia un alimento funcional necesita ser
comprado continuamente y por lo tanto tiene que ser desarrollado considerando
las necesidades del consumidor para lograr su fidelidad. Por lo que la
investigaciéon del consumidor es crucial. Desde la revisién de las principales
definiciones de alimentos funcionales es posible enlazar conceptos claves
(salud- tecnologia- nutricién) con los principales actores que estan involucrados
en la investigacion y desarrollo de procesos y alimentos funcionales: tecndlogos
de alimentos, nutricionista y especialistas, la combinacién de habilidades propias
de estos actores es esencial para el desarrollo de productos innovadores
(Bigliardi y Galati, 2013) como se precisa en la figura 1.2. Estos mismos autores
seflalan que la innovacién no sélo es desde el punto de vista tecnolégico sino
incluye el aspecto social y cultural con el objetivo de satisfacer no sélo

necesidades nutricionales sino personales y sociales.
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ESPECIALISTAS NUTRICIONISTA
Beneficios a la salud, Funciones
marcadores nutricionales
fisioldgicos,

mecanismos
patogénicos

TECNOLOGOS
ALIMENTARIOS
Materia prima, ingredientes
Procesos tecnoldgicos

Figural.2 Tres principales actores involucrados en el proceso de investigacion
y desarrollo para el disefio de alimentos funcionales (De Bigliardi y
Galati, 2013).

Betoret et al. (2012) distinguen tres tendencias en las tecnologias empleadas
para el desarrollo de alimentos funcionales: a) tecnologias tradicionales:
formulacién y mezcla, la cual constituye una tecnologia simple, barata y muy
adaptable. Ejm. fortificacion con vitaminas y minerales b) tecnologias disefiadas
para prevenir el deterioro de compuestos fisiolégicamente activos, entre los que
se encuentran la: microencapsulacion, recubrimientos y films comestibles,
impregnacion al vacio y c) tecnologias emergentes en el disefio personalizado

de alimentos funcionales (nutrigenomica).

Desde el afio 2001 en el que se dio a conocer el primer bosquejo de la secuencia

del genoma humado se han dado pasos importantes para poder describir los
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procesos biolégicos a nivel molecular determinando cuales son los genes que se
activan o se bloquean, cuales son las proteinas que se producen y cOmo estas
proteinas influyen en los procesos metabolicos. También se han abierto nuevas
perspectivas sobre la forma en que el ambiente puede modificar estos eventos
moleculares y la manera en que el genotipo puede predecir el fenotipo e influir
en la respuesta del individuo al estilo de vida. Esto ha dado paso a la aplicacion

de nuevos campos de la ciencia en el desarrollo de alimentos funcionales.

Las tecnologias emergentes basadas en la informaciéon genética ofrecen una
amplia ventana de oportunidades en el area de alimentos funcionales pero aun
estd en sus etapas iniciales, por lo que muchos aspectos tienen que ser
estudiados, pero su futuro seguro sera muy prometedor para la innovacién en el
desarrollo de este grupo de alimentos. Dentro de estas ciencias emergentes la
nutrigendmica es una ciencia que busca dotar de una explicaciéon molecular al
modo en que los componentes quimicos ingeridos en la dieta pueden modificar
el estado normal de salud alterando la estructura de la informacion genética
(Afman y Muller, 2006; Mutch et al., 2005).

La introduccion de la genética en el campo de los alimentos funcionales permitira
un alto nivel de personalizacion de la dieta (nutricion personalizada) que se base
en el perfil genético de las personas y el desarrollo de productos especificos

adaptados a las necesidades particulares de segmentos de la poblacién.

Fernandez y Benito (2008) mencionan algunos postulados de la nutrigenémica
que explicarian resultados discrepantes en los estudios clinicos del efecto de
componentes funcionales en la salud y de la rigurosidad con que estas
evidencias son tratadas: a) bajo ciertas circunstancias y en algunos individuos
la dieta puede ser un factor de riesgo serio para desarrollar ciertas enfermedades
b) componentes moleculares de la dieta pueden actuar en el genoma humano
tanto directa como indirectamente alterando la estructura genética o su
expresion c) el grado en el que la dieta influye en el equilibrio entre salud y

enfermedad dependera de la estructura genética individual d) algunos genes
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regulados por la dieta son propensos a jugar un papel en el establecimiento,

incidencia y progresion de las enfermedades cronicas.

De modo que es perfectamente posible en base a la informacion de los genes
que se posee, proporcionar un consejo personalizado sobre la nutricion y la
salud, de manera de predecir susceptibilidades futuras en materia de salud y
orientar la eleccidén de las mejores opciones preventivas y el disefio de la dieta
(Dwyer, 2006; Gibney et al., 2005).

Otro campo que estda emergiendo con auge en el desarrollo de alimentos
funcionales es la modificacion genética. La combinacion de la genémica y de la
biologia molecular ha proporcionado a los cientificos una nueva manera de
generar variedades vegetales que presentan un valor nutricional mejorado y un
espectro funcional mas amplio y mayor precision que con los métodos
convencionales de cultivos vegetales. En una primera instancia el uso de esta
tecnologia respondia a meras razones agroeconOmicas para conseguir
resistencia a herbicidas y agentes patdgenos hoy su espectro de accion va en la
mejora de las cualidades nutricionales y funcionales. No obstante, la
potencialidad de esta ciencia en el desarrollo de alimentos funcionales por
modificacién genética esta todavia en debate y vista con cierto temor en algunas
ciudades especialmente en Europa, por las preocupaciones que tienen los
consumidores y las entidades reguladoras de los efectos de estos cultivos a largo
plazo. Falta aln alcanzar un consenso sobre muchos aspectos de tipo ético y

regulador (The cluster competitivenees group, 2007).

Un aspecto importante a tener en cuenta en el disefio de alimentos funcionales
es la influencia de la matriz (microestructura) que contiene el componente
funcional, no son suficientes los estudios con los componentes aislados, ha sido
demostrado extensamente que la matriz donde se encuentran y los
componentes que lo acompafien pueden ejercer efectos activantes, anuladores,
sinergistas o antagonistas o que interfieran en el metabolismo, la absorcién y

biodisponibilidad del componente (Jeffery, 2005), de ahi las exigencias de
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demostrar la eficacia del consumo de los alimentos funcionales en el alimento
tal como va a ser consumido (Titta et al., 2010). Un ejemplo son los estudios
conducidos por Titta et al. (2010) en el que se reporta que la antocianina de
varias fuentes reduce la ganancia de peso y el desarrollo de adipocitos en
pruebas con ratones con una dieta alta en grasa. Sin embargo, cuando las
antocianinas purificadas son usadas en lugar de las antocianinas en su fuente
nativa, el impacto en la ganancia de peso no es observado, esto prueba que la
eficacia de los fitonutrientes esta influenciada trementamente por la matriz que
acompana al fitonutriente, un factor que puede explicar muchas de las evidencias
conflictivas del rol y efectividad de los fitoquimicos en promocionar la salud,
consideracion que tiene que ser tomado en cuenta en el disefio de los
experimentos de intervencion especialmente con humanos (Martin, 2012). Clifton
et al. (2004) estudié el enriquecimiento de leche, pan, cereales y yogurt con
esteroles y descubrieron que aunque el nivel de colesterol LDL fue bajo para los
cuatro tipos de alimentos, la matriz lactea fue casi tres veces mas efectiva que
el pan y los cereales. En otro estudio se ha demostrado que la vitamina C
regenera la vitamina E y mejora el efecto antioxidante de los compuestos
carotenoides (Yeum et al.,, 2004), del mismo modo estudios in vitro han
demostrado que flavonoides se comportan de manera sinergista con la vitamina
E para prevenir la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (Hwamg, 2000).
En otra investigacion se ha confirmado que la biodisponibilidad de algunos
componentes funcionales altamente lipofilicos como los carotenoides es muy
baja cuando son consumidos en frutas y vegetales crudos, pero se incrementa
apreciablemente cuando los alimentos son procesados, mezclados con otros
componentes alimenticios o incorporados en soportes bien disefiados (Lemmens
et al., 2014; Oehlke et al., 2014; Davidov-Pardo y McClements, 2014;
McClements, 2015). Asi, dada la diversidad de interacciones que existen dentro
de los componentes nutrientes y no nutrientes, estos efectos deben de ser
estudiados para el desarrollo de alimentos funcionales con mayor potencial e

impacto sobre la salud.
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Uno de los aspectos determinantes para el crecimiento y aceptacion futura de
los emergentes alimentos funcionales esta relacionado con los estudios de
intervencion con voluntarios bien controlados que confirmen la eficicacia de
estos alimentos y proporcionen el fundamento cientifico a las alegaciones.
Dentro de este contexto se hace necesario la mejora en el disefio y optimizacion
de los protocolos de ensayos, la seleccion de adecuados biomarcadores que
maximicen la capacidad de identificar la respuesta de relevancia clinica en estos
estudios de intervencion que demuestren de manera confiable esta eficacia
(Verhagen et al, 2004).

1.2 Alimentos funcionales y salud: una perspectiva desde la interaccion de
los prebidticos, probidticos y fitoquimicos con la microbiota intestinal

y sus consecuencias en la salud humana

La microflora del tracto gastrointestinal del ser humano es un complejo y
dinamico ecosistema de 300-500 especies, en su mayoria bacterias que
principalmente se encuentran en el colon e intestino delgado distal, mientras que
en el estbmago e intestino delgado proximal hay un escaso numero de bacterias.
Al nacer, el tracto gastrointestinal es estéril. La flora intestinal es adquirida
durante el periodo neonatal y puede modificarse negativamente de forma
temporal o de manera definitiva por estilos de vida y con el uso de antibioticos
0 positivamente con la introduccidn de especies de bacterias deseables para el

tracto gastrointestinal que son precisamente los probidticos.

Esta microbiota compleja desarrolla estrategias para regular la adquisicién y
utilizacién de nutrientes en simbiosis con el huésped y en respuesta a la dieta.
La actividad bioquimica de este complejo ecosistema genera compuestos
saludables, asi como compuestos potencialmente nocivos a partir de la dieta, y
su equilibrio es esencial para mantener un estado saludable. Esto podria
conseguirse por diversas estrategias nutricionales, incluyendo la administracion
de bacterias probidticas y otros componentes de los alimentos funcionales

(Laparra y Sanz, 2010).
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Los estudios con colonizacion intestinal controlada han permitido identificar tres
funciones primarias de la microflora intestinal: (a) funciones de nutricion y
metabolismo, como resultado de la actividad bioquimica de la flora, que incluyen
la recuperacion de energia en forma de &cidos grasos de cadena corta,
produccion de vitaminas y efectos favorables sobre la absorcién de calcio y hierro
en el colon; (b) funciones de proteccion, previniendo la invasion de agentes
infecciosos 0 el sobrecrecimiento de especies residentes con potencial
patégeno, y (c) funciones tréficas sobre la proliferacion y diferenciacion del
epitelio intestinal, y sobre el desarrollo y modulacion del sistema inmune
(Guarner,2003).

La condicién y funcion del tracto gastrointestinal depende del mantenimiento de
un balance apropiado del ecosistema intestinal. La composicion de la flora
intestinal difiere entre individuos y también en el transcurso de la vida dentro del
mismo individuo. Muchos factores, como el clima, la dieta, edad, medicacion
(especialmente antibiéticos), xenobidticos, enfermedad, estrés, pH, infecciones,
localizacion geografica, raza, circunstancias socio—econdmicas y el estilo de vida
pueden afectar este balance. De estos factores, la dieta se considera un
elemento importante para los cambios en la diversidad bacteriana intestinal que
pueden afectar su relacion funcional con el hospedero (Ley et al., 2008).

Componentes de la dieta con efectos bioldégicos son susceptibles de ser
metabolizados por las bacterias intestinales durante el paso por el tracto
gastrointestinal, antes de ser absorbidos. El colon tiene la mayor carga
bacteriana y constituye un sitio activo del metabolismo en lugar de una simple

ruta de excrecion (Aura et al., 2008).

La actividad metabdlica de la microbiota intestinal en los componentes bioactivos
de los alimentos puede modificar la exposicion del huésped a estos
componentes asi como a sus efectos saludables potenciales. Ademas, algunos

de los componentes funcionales de los alimentos influyen en el crecimiento y/o
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actividad metabdlica de la microbiota intestinal y, con ello su composicion y
funciones (Campbell et al.,, 1997; Gibson et al., 2005). Por ejemplo, los
flavonoides son componentes presentes en las plantas como o-glicésidos, su rol
como promotor de la salud ha sido ampliamente documentado demostrando
evidencias de su impacto sobre enfermedades cancerigenas, cardiovasculares,
osteoporosis etc (Gioia et al., 2014). Estos compuestos son hidrolizados por las
enzimas de la flora microbiana en sus aglicones, y esta transformacion es
esencial para la absorcién, biodisponibilidad y el desarrollo de sus propiedades
funcionales (Jou et al., 2012; Rossi et al., 2010).

Los fitoquimicos, prebioticos y probidticos son los compuestos bioactivos méas

ampliamente caracterizados de la dieta.

Los fitoquimicos son compuestos bioactivos no nutrientes que son de interés
por sus efectos anti-estrogénico, anti-inflamatorio, inmunomodulatorio y anti-
cancerigeno. Sin embargo, la biodisponibilidad y efecto de estos compuestos
es muy dependiente de su transformacion por la microbiota, existe una creciente
evidencia de que la microbiota juega un papel integral en los beneficios
potenciales de salud relacionados con una dieta rica en compuestos fendlicos
(van Duynhoven et al., 2011; Crozier et al., 2009; Rodriguez-Mateus et al., 2014).
Por ejemplo, Larrosa et al. (2010) demostraron que las urolitinas, metabolito
derivado de la accion de la microbiota sobre los elagitaninos, presentan efecto
antiinflamatorio en experimentos con animales modelos. En otro estudio in vitro,
conducido por Verzelloni et al. (2011), se ha encontrado que ciertos metabolitos
derivados de la accion de la microbiota son claves en la prevencion de la
diabetes. Otra evidenica méas son los resultados reportados por Hidalgo et al.
(2012) quienes sefialan que la accion de la microbiota del colon sobre las
antocianinas, produce metabolitos como el acido protocatecuico, acido siringico,
acido galico y acido vanilico que han sugerido en estos estudios in vitro un papel

protector contra la aterosclerosis.
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El efecto beneficioso de los probidticos principalmente recae en su influencia en
la composicion de la microbiota intestinal y su habilidad para generar productos

de fermentacidn con numerosos roles bioactivos.

Los prebitticos son principalmente ingredientes alimenticios no digeribles,
principalmente oligosacaridos, que afectan de manera positiva al estimular la
actividad de bacterias intestinales especificas. Los efectos de los prebioticos
incluye el control del transito intestinal y una reduccion del riesgo de padecer
patologias como: obecidad, ateroesclerosis, diabetes y alergias (Pang et al.,
2012; Roberfroid, 2007). La utilizacién de los prebidticos por las bacterias
colonicas conlleva en muchos casos a la produccion de acidos grasos de cadena
corta lo que posee un impacto importante sobre el ambiente del intestino grueso,
el metabolismo de los macronutrientes y la prevencién de enfermedades. Los
acidos grasos de cadena corta se absorben con rapidez, utilizandose como
fuente de energia entre comidas, al influir en el pH de las heces y en la funcién

coldnica puede incluso disminuir el riesgo de cancer.

En general, una composicion de la microbiota intestinal equilibrada confiere
beneficios para el huésped, mientras que los desequilibrios microbianos estan
asociados con trastornos metabdlicos e inmunitarios (Nadal et al., 2007,
Santacruz et al., 2009).

Por lo tanto, la microbiota intestinal es tanto un objetivo para la intervenciéon
nutricional para mejorar la salud y un factor que influye en la actividad biolégica

de los otros compuestos de los alimentos.

La forma méas antigua y todavia mas ampliamente usada para aumentar el
namero de bacterias saludables en el tracto intestinal ha sido el consumo directo
de bacterias vivas. Estas bacterias se llaman probioticos y hasta la fecha han
sido predominantemente seleccionados de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium y ambos forman parte normal de la microbiota intestinal y de la

mucosa.
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En la figura 1.3 se sintetiza las reacciones de estos tres componentes
funcionales con la microflora colénica para la produccion de metabolitos
responsables de sus efectos saludables.

Polifenoles : S
. Carbohidratos Probioticos
* Flavonoides . .. . . .
T e e Fibra dietaria e Bacterias acido lacticas
* Acidos fendlicos . % 5 :
. *  Oligosacaridos * Bifidobacterias
¢ Lignanos
K | Q
‘I
Fermentacion \
intestinal
\
Metabolitos fenélicos Metabolitos de
Aglicones carbohidratos Cambios en microflora
Acidos hidroxifenilpropionicos +  Acidos grasos de cadena corta *  Actividad microbiana
Acidos hidroxifenilacéticos *  Gases *  Composicion de la microflora
Acido hiptrico «  Otros metabolitos

Efectos fisiologicos
Efecto local (en el colon)
Efectos sistémicos

s

Efectos en
la salud

Figura 1.3 Interacciones de los componentes alimenticios funcionales con la
microflora coldnica para la manifestacion de sus efectos saludables
(De Puupponen-Pimia et al., 2002)

1.3 Percepcién del consumidor respecto a los alimentos funcionales

Para el éxito en el desarrollo de alimentos funcionales resulta interesante
conocer las actitudes, creencias y el comportamiento del consumidor frente a
este tipo de alimentos, a fin de disefiar alimentos mas acordes a sus expectativas

y/o promover procesos de difusion que amplien el conocimiento y/o la
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informacion respecto a aspectos relacionados con la funcionalidad de los
alimentos. El proceso de seleccion y compra de un alimento es un fenbmeno
complejo en el que ademas de las caracteristicas sensoriales, los beneficios
nutricionales, la imagen, las preferencias familiares y culturales, los habitos de
compra, de calidad y precio, influyen otros aspectos como la actitud del
consumidor hacia el producto. Las propiedades quimicas y fisicas de los
alimentos son percibidas por los consumidores como atributos sensoriales,
siendo éstos los que influyen en su seleccion al exteriorizarse como preferencia
hacia un determinado alimento. Los investigadores se han dado cuenta ademas
gue es importante estimar y evaluar el grado de conocimientos que maneja el
consumidor en el momento de seleccionar un alimento funcional. Esta
informacion permitird recomendar el énfasis que debe darse a las campafias de
educacion en nutricién, con el fin de promover una alimentacion equilibrada y
diversificada. Se hace necesario que el consumidor reciba mayor informacion
sobre las alternativas de nuevos alimentos que pueda consumir y de los
beneficios que derivan de su ingesta, con el fin que su eleccién esté basada en
un mayor conocimiento de lo que es apropiado y beneficioso para su salud, lo

gue trascenderia en una mejor calidad de vida (Reinhardt, 2011).

El conocimiento de la percepcion, caracteristicas y las necesidades de los
potenciales consumidores de alimentos funcionales es de vital importancia y ha
sido motivo de numerosas investigaciones que han puesto al descubierto la
posicion del comprador final frente a este tipo de productos y han proporcionado
las bases para el desarrollo de estrategias de disefio del producto,
comercializacion y marketing de los mismos para una penetracion mas segura
en el mercado (Aaker y Lee, 2001; Van Kleef, 2005; Annunziata y Veccchio,
2011; Krystallis, Maglaras y Mamalis, 2008; Menrad, 2003, Siegrist et al., 2008
Carrillo et al., 2013 ). No hay que olvidar que la fidelidad del consumidor hacia
un producto nace de su experiencia positiva, del cumplimiento de sus
expectativas y de la seguridad y credibilidad que le ofrece la publicidad del
mismo, lo que exige un especial conocimiento de lo que espera el consumidor

como punto de partida para el disefio del producto.
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Algunas conclusiones interesantes de estos estudios son las siguientes:

a. Los productos que son considerados intrinsecamente saludables como
yogurt, cereales y jugos son preferidos y confiables como vehiculos de
elementos funcionales.

b. El grupo de consumidores de sexo femenino es un grupo objetivo mas
promisorio ya que presenta mayor aceptacion a este tipo de alimentos.

c. Los consumidores de mayor edad manifiestan mayor intencion de
compra.

d. La existencia de un miembro de la familia con un problema especifico de
salud afecta positivamente a la aceptacion.

e. Existe la necesidad de una mayor difusion de noticias de estos productos
a través de la implementacién de camparias de informacion y actividades
de educacién publica. En este sentido tienen un alto grado de credibilidad
y un impacto positivo la informacion proveniente de doctores vy
autoridades publicas que de las provenientes de los productores.

f. A los consumidores les interesan mas los productos que disminuyen el
riesgo de enfermedades cardiovasculares y osteoporosis, sobre aquellos
basados en el estrés y la fatiga.

g. Los consumidores suelen preferir los productos funcionales que producen
beneficios directos, antes que aquellos que disminuyen el riesgo de

padecer enfermedades.

1.4 Probidticos, prebidticos y simbidticos en el mercado de alimentos

funcionales

Los probidticos son microorganismos vivos que pueden incluirse en la
preparacion de una amplia gama de productos incluyendo: alimentos,
medicamentos, y suplementos dietéticos. Las especies de Lactobacillus vy

Bifidobacterium son las mas comunmente utilizadas como probiéticos, pero la
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levadura Saccharomyces cerevisiae y algunas especies de E. coli y Bacillus
también son incluidos en este grupo (Vacharaksa y Finlay, 2010, Arumugan et
al., 2011).

Varios aspectos, incluyendo la seguridad, funcionalidad y caracteristicas
tecnoldgicas, tienen que ser tomadas en consideracion en el proceso de
selecciéon de microorganismos probidticos. Aspectos de seguridad incluyen
especificaciones como: origen (tracto gastrointestinal de humanos sanos), no
patogenicidad y resistencia caracteristica a antibiéticos (Mattila-Sandholm et al.,
1999; O’Brien et al., 1999; Salminen et al., 1998).

Aspectos funcionales incluyen la viabilidad y persistencia en el tracto
gastrointestinal, propiedades inmunomodulatorias, antagonistas y
antimutagénicas. No menos importantes son las propiedades tecnologicas para
gue puedan ser fabricados e incorporados en productos alimenticios sin perder
viabilidad y funcionalidad o sin la generacion de sabores y texturas
desagradables. Deben sobrevivir al paso por el tracto superior gastrointestinal
(Gl) y llegar vivos a su sitio de accion, y deben ser capaces ejercer accion en el
entorno intestinal (Puupponen-Pimia, 2002). En la figura 1.4 se resume estos

criterios.

La condicién basica de todo probidtico es la de tener un efecto beneficioso sobre
el portador y, ampliando el espectro segun Granato et al., (2010), debe reunir las

siguientes caracteristicas:

v" Debe ser de procedencia humana con probada seguridad y tolerancia y
no ser patdgeno para el ser humano incluso para las personas con
iInmunocompromiso, no ser toxico y no ir asociado con enfermedades

gastrointestinales ni con otras como la endocarditis infecciosa.
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Figura 1. 4 Propiedades deseables en las bacterias probiéticas (De Puupponen-
Pimia et al., 2002)

v Debe tener una alta resistencia a su paso por el transito intestinal y por lo
tanto una alta resistencia a las enzimas proteoliticas de la luz intestinal.
Ser estable frente a acidos y bilis y no conjugarse con las sales biliares.
En resumen, tienen que tener una alta supervivencia en el ecosistema
intestinal permaneciendo vivo y estable.

v Debe activar el sistema inmune a través de una estimulacion sin efecto
proinflamatorio.

v" Debe poseer un mecanismo especifico de adhesion a las mucosas para
de esta manera prevenir la colonizacion de gérmenes patdégenos.

v' Debe permitir un crecimiento rapido en las condiciones habituales del

ciego y todo el trayecto coloénico.

El rol de los probidticos para prevenir y tratar una variedad de enfermedades

humanas ha sido conocido empiricamente por mucho tiempo, sin embargo los
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estudios para documentar, explicar y validar estos beneficios han aumentado en
los ultimos afos. Estos estudios han dado lugar a avances significativos en la
comprension de estos microorganismos y sus mecanismos de accion. Solo para
tener una idea de la importancia que estan dando los cientificos al tema, en un
estudio de la evolucion del nimero de publicaciones identificadas con el termino
probioticos en los dltimos 20 afios teniendo como base de datos la ISI Web of
Knowledge, sélo 5 publicaciones se registraron en 1990, mientras que mas de
1000 publicaciones se produjeron en el 2010 (Figueroa-Gonzales et al., 2011).
Estos incluyen numerosos estudios de intervencion humana y un numero de
revisiones que integran estudios individuales. En general, la evidencia clinica
mas fuerte a favor de los probidticos esta relacionada con su uso en mejorar la
salud del intestino y estimular la funcion inmunitaria. Los estudios varian mucho
en calidad y se han llevado a cabo con una gama de cepas probiéticas,
alegaciones de salud, y poblaciones objetivo. Los resultados que se reportan
documentan los efectos beneficiosos sobre la salud y los mecanismos de accién
de las cepas probibticas. Entre otros, se les ha atribuido accién contra la
intolerancia a la lactosa, actividad antipatogénica, actividad inmunomodulatoria,
efectos hipercolesterolémicos, prevencion de enfermedades inflamatorias del
estbmago y prevencion del cancer. Estas evidencias han contribuido a que el
consumo de probiéticos para prevenir y tratar una amplia variedad de
enfermedades gane popularidad en la Ultima década. Esto se debe en parte, a
una necesidad de encontrar alternativas a las terapias tradicionales tales como
antibioticos asi como la falta de tratamientos efectivos para enfermedades

gastrointestinales y otras (Al-Sheraji et al., 2013).

En la figura 1.5 se presenta de forma esquematica los beneficios que han sido
reportados por diversos estudios. Es importante tener en cuenta que los efectos
gue se reportan solo pueden ser atribuidos a la/las cepas consideradas en cada
investigacion, y no se puede generalizar a toda la especie ni a todo el grupo de
bacterias acido lacticas u otros probidticos. Por lo tanto, ninguna cepa probidtica
proporcionara todas las prestaciones propuestas, ni siquiera las cepas de la

misma especie, y no todas las cepas de la misma especie seran eficaces en
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todas las condiciones. También es importante no asumir que cuando una cepa
probiotica que ha demostrado ser beneficiosa para la salud de manera individual,
va a tener el mismo beneficio cuando se administra en combinacion con otros
cepas. Por lo tanto, cualquier nueva mezcla de cepas probibéticas, incluso si

contiene una cepa probidtica bien estudiada, debe demostrarse por otros
estudios.

Produccion de

Incremento de la
Reduccion del Vitamina B

Detoxificacion de biodisponibilidad
colesterol carcinogénicos de nutrientes
' f
Incremento de la \ ’,*
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flujo intestinal i colon
compuestos toxicos
Mejora de la

respuesta inmune de
los fluidos corporales

Figura 1.5 Beneficios atribuidos a los microorganismos probiéticos
(De Granato et al., 2010)

Otro aspecto a tener en cuenta es el eventual papel beneficioso de las sustancias
de vehiculo/relleno. Algunos efectos pueden no reproducirse cuando se cambia
el vehiculo/relleno utilizado, por ejemplo, debido a una disminucion de la
viabilidad de la cepa. Estas consideraciones ademas de la heterogeneidad de
los estudios y problemas metodol6gicos, explican la dificultad que existe aun
ahora a pesar de las numerosas investigaciones en aceptar las alegaciones de
salud para las aplicaciones de probidticos en alimentos. Hasta la fecha, ninguna

reivindicacion de salud para algun producto probiotico ha recibido la resolucion
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positiva de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). El Unico caso
donde una alegacion de salud relacionada a un probiotico ha sido considerado
justificada ha sido para yogur estandar y mala digestion de lactosa (EFSA NDA
panel, 2010). En este caso, la actividad beneficiosa se atribuy6 a los cultivos
iniciadores del yogur (que contienen los microorganismos “Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus”), los cuales
consumen completamente la lactosa por fermentacion, en lugar de una cepa
probidtica per se. La mayoria de las alegaciones presentadas han sido
rechazadas por la EFSA por no presentarse evidencia cientifica consistente
(Makinen et al., 2012).

Los prebidticos representan una segunda estrategia para mejorar el equilibrio de
las bacterias intestinales. En lugar de introducir cepas exdgenas en el tracto
intestinal de un individuo, los prebidticos tienen el objetivo de estimular
selectivamente la proliferacion y/o actividad de los grupos de bacterias
beneficiosas presentes en la microbiota intestinal. Estos son ingredientes no
digeribles de los alimentos que alcanzan intactos el colon, donde pueden ser
fermentados preferentemente por grupos de bacterias benéficas (Raghuveer,
2009). Las moléculas prebiodticas lideres en el mercado alimentario europeo son
los fructoligosacaridos (FOS), que son oligbmeros compuestos en su mayoria
por moléculas de fructosa unidas por enlaces B-glicosidicos, con una molécula
de glucosa en su extremo reductor. Se pueden obtener mediante la hidrélisis de
la inulina o sintesis enziméatica por invertasas o fructosil-transferasas a partir de

sacarosa (Manning y Gibson, 2004; Sangeetha et. al., 2005)

Una definicion formal del término prebiético fue postulada en 1995 por Gibson y
Robertfroid quienes lo definieron como moléculas fermentables (substratos
afiadidos al ecosistema) que poseen un efecto favorable sobre la flora intestinal
indigena, estimulando el crecimiento selectivo (nUmero y cepas) de bacterias del
colon. El efecto beneficioso de los prebioticos se debe por un lado a favorecer el
crecimiento selectivo a nivel del colon de bacterias saludables (Bifidobacterium
y Lactobacillus) y por otro lado la fermentacion colonica. Existen una serie de
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requisitos que han sido postulados para que un alimento o componente
alimentario pueda ser considerado un prebidtico estos son: no debe ser
hidrolizado, absorbido ni digerido en el intestino delgado, debe presentar una
fermentacién selectiva por bacterias favorables y debe ser fermentado total o
parcialmente por la flora colénica, debe ser sustrato de una a varias bacterias
beneficiosas estimulando de manera selectiva su crecimiento y asi favorecer el

equilibrio de la flora colénica con predominio de Lactobacillus y Bifidobacterium.

La accién favorable para la salud de los prebi6ticos se centra en tres campos:

v" Accion inmunomoduladora: la flora microbiana con mayor cantidad de
bifidobacterias favorecida por los oligosacaridos prebiéticos se asocia a
una menor prevalencia de atopia.

v' Accion metabdlica: fermentacion col6nica con produccion de acidos
grasos de cadena corta AGCC (propidnico, butirico y acético).

v Accion nutricional: las bifidobacterias favorecen la sintesis de algunas
vitaminas como las vitaminas B6, B12, Ac. fdélico, Ac. nicotinico y
favorecen a través de la fermentacion coldnica la absorcion de calcio,

magnesio, hierro y zinc.

En la figura 1.6 se presenta los beneficios atribuidos a los prebidticos de tipo
oligosacaridos reportado por diferentes investigaciones (O'Neil, 2008;
Roberfroid, 1993; Delzenne y Williams, 2002; Cashman, 2002; Scholz-Ahrens et
al., 2001; Rumney y Rowland, 1995; Naughton et al., 2002; Manning y Gibson,
2004; Saavedra et al., 1999; Macfarlane y Cummings, 1999) y esquematizadas
por De Kothari, Patel y Goyal (2014).
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Oligosacaridos
prebioticos

!

Fermentacion selectiva por Sustancias
lactobacilos y bifidobacterias antimicrobianas

Acidos grasos de cadena corta 41

Reduccién del pH de los conductos Antagonismo directo

!

L 4

Supresion del
envejecimiento

Bioregulacion

Prevencioén de
enfermedades

+ Absorcion de * Inmunomodulacion - Diarrea + Longevidad
minerales « Antialérgico « Constipacion
+ Metabolismo de + Riesgo de cancer
lipidos y + Colesterolemia
carbohidratos « Diabetes
+ Produccion de + Enfermedades del
nutrientes bazo inflamado
« Peristalsis
- Estrés
« Apetito

Figura 1.6 Beneficios para la salud de los oligosacaridos prebioticos
(De Kothari, Patel y Goyal, 2014)

Otra alternativa que se presenta y que potencia la accién individual de los
probidticos y prebiodticos son los simbidticos que son definidos como una mezcla
de ambos que afectan al ser humano mejorando la supervivencia e implantacién
de microorganismos vivos en el tracto gastrointestinal por estimulacién selectiva
del crecimiento y/o activacion del metabolismo de uno o un nimero limitado de
bacterias promotoras de la salud (Gilson y Roberfroid, 1995), este concepto
marca una tendencia promisoria en el sector de alimentos funcionales de como
una combinaciébn de probidticos y prebibdticos puede conferir beneficios
superiores que usando los compuestos individuales. A nivel tecnoldgico es
atribuido a la adicién de prebidticos la sobrevivencia de bifidobacterias durante

el tiempo de vida de los productos lacteos (Lourens—Hattingh y Viljoen, 2001)
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El efecto simbidtico en la microflora fecal en experimentos con animales ha sido
demostrado por el incremento del recuento de  anaerobios, aerobios,
Lactobacillus y Bifidobacterium y decrecimiento de clostridio, enterobacterias y
escherichia coli (Suskovic et al., 2001). Bouhnik et al. (1996) reportaron un
incremento en el numero de bifidobacterias fecales en voluntarios sanos
después del consumo de un simbidtico mezcla de inulina y Bifidobacterium spp.
Kiebling et al. (2002) observaron un significativo decrecimiento de la relacion de
colesterol tipo LDL/HDL después de un periodo largo de consumo de yogurt

simbidtico en humanos (L.acidophilus y B. longum mas inulina).

1.5 Desarrollo de alimentos no lacteos con incorporacion de prebioticos y

probidticos

Como se ha mencionado anteriormente, el mercado de alimentos funcionales
estd dominado por productos destinados a la salud intestinal y en particular por
los probiéticos. Ouwehand (2007) reporta 379 lanzamientos de productos
probidticos en todo el mundo en el afio 2005. Hasta hace unos afios el yogur y
las leches fermentadas fueron los alimentos probioticos mas difundidos
comercialmente, sin embargo nuevas alternativas de derivados lacteos
especiales se estan investigando y algunos introduciéndose en el mercado a fin
de ofrecer una mas amplia variedad de sabores y texturas asi como mejores
matrices para estos microorganismos. Entre estas alternativas se tiene: postres,
leche en polvo para bebés recién nacidos, helado, mantequilla, mayonesa, varios
tipos de quesos, entre otros (MaKinen-Aakula, 2006; Ly, Szigeti, Ma'the 'Szaka,
y Szente, 2007). En parte el empleo de la leche como base para el desarrollo de
alimentos probiéticos puede ser explicado por la imagen en general positiva y
saludable de este alimento entre los consumidores (Makinen-Aakula, 2006).
Desde el punto de vista de la conveniencia como sustrato para probioticos esta
bien documentado que los sustratos derivados de la leche son los mejores

medios para el crecimiento de microorganismos probiéticos.
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En general, los puntos principales a ser considerados al momento de incorporar
los probioticos en alimentos son: la seleccidn de una cepa probidtica compatible
con las caracteristicas de la matriz alimenticia que favorezca el crecimiento y/o
supervivencia del probidtico (si la fermentacion es requerida), condiciones de
procesado del alimento compatibles con la supervivencia del probiético; el
embalaje, y condiciones ambientales para asegurar una adecuada
supervivencia del mismo en la cadena de suministro del producto y durante el
almacenamiento, y finalmente asegurar que la adicién del probiético no tenga
efectos adversos en el sabor y la textura del producto.

Por otro lado, ciertas tendencias de comportamiento y exigencias por razones
de salud de los consumidores estan marcando pautas en la utilizacion de otros
vehiculos a parte de la matriz lactea para estos microorganismos, alentando a
los investigadores y la industria a explorar nuevas matrices alimentarias. Los
acontecimientos que marcan esta direccién son, por ejemplo: el crecimiento de
un sector de consumidores vegetarianos, consideraciones de salud como evitar
el consumo de alimentos con colesterol, consumidores intolerantes a la lactosa
o alérgicos a proteinas lacteas y razones econdmicas por las que en los paises
en desarrollo se quiere incentivar el empleo de materias primas alternativas
(Heenan et al., 2004; Yoon et al., 2006).

La aplicacién de cultivos probidticos en medios no lacteos representa un gran
desafio, ya que la viabilidad de éstos depende de diversos factores que
interacttan tales como: pH, produccién de peréxido de hidrégeno, concentracion
de azUcares (estrés osmdtico), actividad de agua, metabolitos, temperatura de
almacenamiento, niveles de oxigeno y presencia de microorganismos
competidores e inhibidores (Donkor et al.,, 2006; Hull et al., 1984; Lourens-
Hattingh y Viljoen, 2001; Reid et al., 2007; Talwalker y Kailasapathy, 2004).

Ademas, el soporte que conduce al probidtico tiene influencia en su funcion
fisiol6gica como: la regulacién de la colonizacion del microorganismo en el tracto

gastrointestinal, efecto buffer al paso de las bacterias por el estdmago, induccion
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de cambios en la composicion celular y el estado fisiolégico. También la
presencia de manera natural, afiadida o producida por la fermentacion, de otros
componentes fisiolégicamente activos tales como: fibras, acidos organicos,
bacteriocinas o péptidos bioactivos, entre otros, pueden presentar efectos
sinérgistas o antagonistas, por lo que una combinacién apropiada, puede
fomentar el crecimiento de estas bacterias favorables y mejorar su eficacia
funcional (Gibson et al., 2003; Sanders, 1998; Gibson et al., 2004; Bomba et al.,
2006).

Los vegetales, en general, contienen nutrientes beneficiosos como minerales,
vitaminas, fibra dietética y antioxidantes, lo que los hace sustratos ideales para
los cultivos probiodticos, mientras que carece de los alergenos lacteos que
pueden impedir el consumo en ciertos segmentos de la poblacién. Se han
estudiado como medios de crecimiento o soportes grupos de alimentos que son
parte de la dieta normal del dia a dia como son: las frutas (Lavermicocca, 2006),
hortalizas (Yoon, et al., 2006), legumbres (Heenan et al., 2004) y productos de
cereales (Helland et al., 2004). En la tabla 1.3 se presenta diversas propuestas
de sustratos alimenticios no lacteos reportados por las investigaciones y con

resultados exitosos.

Sin embargo, hay algunos aspectos tecnoldgicos que se tienen que superar,
especialmente en matrices alimenticias a base de frutas que por su bajo pHy
la presencia de acidos organicos en altos niveles son inhibitorios para
bifidobacterias (Saarela, 2009). El pH tiene influencia en el crecimiento y la
viabilidad del probidtico, particularmente para las especies de bifidobacterias
(Kailasapathy et al., 2008; Shah y Ravula, 2000). Los zumos de frutas
tipicamente tienen un pH por debajo de cuatro o incluso tres (Saarela et al., 2006;
Saarela et al., 2009), las bifidobacterias son sensibles a valores de pH por debajo
de 4.6 (Boylston et al., 2004). El dafio causado por la exposicion a medios acidos
incluye una acumulacion intracelular de protones, asi como dafios estructurales

en la membrana celular, ADN y proteinas (Corcoran et al., 2008). Los zumos de
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frutas son una matriz alimentaria desafiante para la mayoria de las cepas de

bifidobacterias.

Tabla 1. 3 Propuestas alimenticias no lacteas para el desarrollo o soporte de

microorganismos probioticos

Grupo Matriz Alimenticia Microorganismo Probiotico
Jugo de manzana
Manzana impreganda
de jugo de manzana
. L. casei spp.rhamnosus
Manzana impreganda PP
de jugo de manzana
deshidratada
L. acidophilus CCRC 10695b
Pulpa de platano células libres y células
homogenizado inmovilizadas en perlas de k-
carragenano y Ca-alginato
Basados | Lactobfacnlus casei y
en frutas Jugo de noni Lactobacillus plantarum y
Bifidobacterium longum
L. paracasei, L. acidophilus, L.
Jugo de granada .
delbruekii y L. plantarum
Jugo de melon L. casei B-442
L. acidophilus LA 39 L. casei
A4,
Jugo de tomare .
L. delbrueckii D7, L.
Basados
plantarum C3
en . . .
L. acidophilus LA 39, L. casei
verduras
Jugo de remolacha A4,
roja L. delbrueckii D7, L.

plantarum C3

Nivel de
crecimiento

1.9E+8 cfu/ml

4.5E+5 cfulg

1.8E+8 cfulg

8.698- 9.716 log
UFC/mL

cercano a
10°UFC/mL

2.9- 9x108, 3.07-
9x108, 3.6-9x10% y
3.9-9x108 UFC/mL

respectivamente

8.93 log
UFC/mL(20 h
fermentacion)

8.3 log UFC/mL al
final de 42 dias de

almacenamiento

1.0-9.0x10°

UFC/mL después

de 72 hde

fermentacion

9.2 x108
-27.8x108 UFC/mL

Referencia

Betoret et al.
(2003)

Tsen et al.,
(2009)

Wang et al.
(2009)

Mousavi et al.
(2011)

Vidal Fonteles
et al. (2011)

Yoon et al.
(2004)

Yoon et al.
(2005)
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Grupo Matriz Alimenticia
Leche de mani
Jugo de col
Jugo de zanahoria
con
fructooligosacaridos
Postre helado de
soya no fermentado
Otros
granosy
Leche de soya
cereals

Leche de soya
suplementada
fructooligosacaridos
(FOS), inulina,

mannitol,

Microorganismo Probiético

B.pseudocatenulatum G4

Lactobacillus casei A4,
Lactobacillus debrueckii D7, y
Lactobacillus plantarum C3

Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus
(clasificados como

DSM 20081y ATCC 11 842)

Lactobacillus rhamnosus
(DSM 20 711)

Lactobacillus acidophilus
MJLAL, L. rhamnosus 100-C
and Bifidobacterium lactis
BDBB2
L. paracasei ssp. paracasei
Lp-01 and B. lactis Bb-12
Saccharomyces boulardii
74012
L. delbrueckii ssp. bulgaricus
Lb1466
S. thermophilus St1342
L. acidophilus L10
L. acidophilus La4962
B. lactis B94
B. longum BI536
L. casei L26
L. casei Lc279
Lactobacillus sp. FTDC 2113,
Lactobacillus acidophilus
FTDC 8033, Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356,
Lactobacillus
casei ATCC 393,
Bifidobacterium FTDC 8943 y

Nivel de
crecimiento

7.12-8.39 log
UFC/mL

17.5+7.05 x 108
72 h

5.0-5.2 x10°
UFC/mL

4.8-5.2x 10°
UFC/mL

>107 UFC/g
despues 28
semanas -20°C

7.88 log UFC/mL

8.24 log UFC/mL
7.37 log UFC/mL
8.81 log UFC/mL
8.44 log UFC/mL
9.54 log UFC/mL
9.13 log UFC/mL
8.88 log UFC/mL

Todas las cepas
mostraron
viabilidad

excediendo 7 log

UFC/mL después
de 24 h.

Referencia

Mustafa et al.
(2009)

Yoon et al.
(2006)

Nazzaro et
al.(2008)

Heenan et al.
(2004)

Donkor et al.
(2007)

Yeoy
Liong,(2010)
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Grupo Matriz Alimenticia
maltodextrina y
pectina

Leche de soya con
pure de fresa

Pudin de cereales
(harina de maiz y

arroz)

Arroz tratado
enziméticamente con
enzimas sacaroliticas

y formulado con 3%
caseina, 3% aceite
de soyay 0.4%
lactato de calcio ,
pectina y fresa
Bebida basada en
harina de avena
(5.5%); sacarosa
(1.5%); combinacion
aspartamo, ciclato de
sodio y sacarina
Diluciones de harinas
de avenas
comerciales
Adavena® M40 (M40
product) y Adavena®
G40 (G40 product)
Bebida en base a
malta
Leche de soya

suplementada con

Microorganismo Probiético
Bifidobacterium longum FTDC
8643

L. lactis ATCC11545vy L.
lactis LL3.

Lactobacillus acidophilus La5
y 1748, Bifidobacterium
animalis Bb12, y Lactobacillus

rhamnosus GG

Lactobacillus acidophilus 'y L.
casei subsp. Rhamnosus

Lactobacillus plantarum B28

Lactobacillus reuteri ATCC
55730, Lactobacillus
acidophilus DSM 20079 y
Bifidobacterium bifidum DSM
20456

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus acidophilus
ATCC 314, L. acidophilus

Nivel de
crecimiento

Después de la
fermentacion y
durante 3 semanas
a 6°C los recuentos
fueron mayores de
8 log UFC/mL
mas alto
crecimiento de L.
rhamnosus GG
8 log UFC/g, en
12 h

7.6x107 UFC/g.

7.5 x 10'° UFC/mL
6-8 h

L. reuteri ATCC
55730 mantuvo la
mas alta viabilidad

(108 UFC /mL)

despues de 30 dias
a 6°C
8.41 log UFC/mL.
30h

Referencia

Beasley et
al.(2003)

Helland et
al.(2005)

Boonyaratanako
rnkit y
Wongkhalaung
(2000)

Angelov et
al.(2006)

Martensson et
al. (2002)

Kedia et al.
(2007)
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Grupo Matriz Alimenticia Microorganismo Probiotico N'Yel.de Referencia
crecimiento
vitaminas del grupo FTDC 8833, L. acidophilus Mayor 7 log Ewe et al.
B FTDC 8633 Y y L. gasseri UFC/mL (2010)
FTDC 8131

La tolerancia de las bacterias probidticas a estas condiciones adversas se puede
mejorar empleando estrategias como: la seleccion de cepas adecuadas,
tratamientos de estrés previos a la fermentacion, la aplicacion de materiales
protectores por encapsulamiento, y la optimizacion del proceso de produccion de
la cepa y del alimento (Champagne, 2009; de Vos et al., 2010; Doleyres y
Lacroix, 2005; Gomes y Malcata, 1999; Muller et al., 2009; Saarela et al., 2004,
Saarela et al., 2011).

Aunque una adecuada seleccion de la cepa, tolerante a medios acidos es una
solucién inmediata, otra alternativa muy estudiada es la microencapsulacién que
permite la proteccion de las células en matrices formadas por gomas, gelatinas
o proteinas. Esto mejora la tasa de supervivencia durante los procesos
tecnolégicos y bajo condiciones fisiolégicas del estbmago, mejorando la

viabilidad en comparacién con células libres (Burgain et al., 2011).

También se ha sefalado que la fermentacion de los medios a base de frutas
produce sabores y olores perceptibles y no agradables (Luckow y Delahunty,
2004; Luckow et al., 2005; Luckow et al., 2006), que puede ser una limitacién
para el éxito en el mercado. Luckow y Delahunty (2004) reportaron, que cuando
Lactobacillus plantarum se emple6 en la fermentacién de zumo de naranja los
consumidores prefirieron  las caracteristicas sensoriales de los zumos
convencionales de naranja a su homélogo funcional (jugo que contiene
probioticos), pero sefialan que las preferencias podrian cambiar si paralelamente
se proporciona informacion sobre los beneficios que implica su consumo sobre
la salud y finalmente proponen como estrategia para enmascarar estos sabores

la adicion de 10% (v/ v) de zumos de frutas tropicales.
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No obstante estos inconvenientes, los zumos de fruta han sido considerados
medios apropiados para la fortificacion con cultivos probiéticos entre otras
razones por su posicionamiento como productos alimenticios saludables y
refrescantes (Tuorila y Cardello, 2002; Yoon et al., 2004; Sheehan et al., 2007),
por su frecuencia de consumo y porque tienen perfiles de sabor atractivos para

todas las edades (Tuorila y Cardello, 2002).

Otra alternativa planteada en las investigaciones es la utilizacion de trozos de
frutas como soporte donde se inmovilizan los microoganismos probidticos. Por
ejemplo, Kourkoutas et al. (2005) reportaron que la inmovilizacion de Lb. casei
en piezas de manzana y membrillo, presentan buena adaptacion al medio acido
sobreviviendo durante largos periodos de almacenamiento. Betoret et al. (2003)
combina los efectos beneficiosos de un probiotico (Lb. Casei), zumos de fruta y
manzana para elaborar un aperitivo funcional. Aprovechando la estructura
porosa del tejido vegetal de la manzana, utilizando zumos de fruta como medios
de fermentacion y mediante la aplicacion del proceso de impregnacién a vacio
lograron incorporar los microorganismos a la estructura celular a niveles para
ser considerado un alimento probidtico. Por otro lado, sugieren un efecto
protector de la matriz después de un proceso de estabilizacién por secado por
aire a 40°C que permiti6 mantener el contenido del probidticos a un nivel mayor
a 6 log UFC/g después de almacenamiento a temperatura ambiente durante 2
meses. Otros métodos de incorporacion de probidticos en matrices alimenticias

se presentan en la tabla 1.4

Los probidticos no solo tienen que sobrevivir a un nivel que garantice su
funcionalidad sino ademéas no deben afectar negativamente las propiedades
sensoriales de los jugos de frutas. La cuidadosa seleccién de la matriz de la fruta,
las cepas de probioticos y la adicion de otros ingredientes son las opciones mas
inmediatas para optimizar la fabricacion de bebidas probioticas no lacteas
(Mousavi et al., 2010).
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Los efectos protectores de diversos antioxidantes y vitaminas, y mezclas de los
mismos (por ejemplo, extracto crudo de semilla de uva blanca, el extracto de té
verde, vitamina B2, vitamina B3, vitamina B6, vitamina C y vitamina E), se han
estudiado en un sistema modelo de zumo de fruta usando cepas de L.
rhamnosus HNOO1, B. lactis HNOO1 y L. paracasei LPC 37. Las diferencias en
el comportamiento entre las bacterias probidticas se encontré en presencia de
compuestos y extractos después de seis semanas de almacenamiento. Los
jugos modelo que contenian vitamina C, extracto de uva o extracto de té verde
presentaron mejores tasas de supervivencia (Shah, Ding, Fallourd, y Leyer,

2010).

Tabla 1. 4 Métodos de incorporacién de probidticos en matrices alimentarias

Ejemplos
Metodo de incorporacion . i .
P Cepa probidtica Matriz de Referencia
soporte
L. plantarum ( ITM21B) Valerio et al.
Alcachofa
L. paracasei (IMPC2.1) (2006)
. o L. plantarum strain (L4),
Adhesién en la superficie por Repollo Beganovic et al.
L. L. mesenteroides (LMG
fermentacion (col fermentada) (2011)
7954)
) Aceitunas de Lavermicocca et
L. paracasei (IMPC2.1)
mesa al. (2005)
S. cerevisiae (CECT
1347) Betoret et al.
L. casei spp. (2003)
Impregnacion a vacio Manzana
preg rhamnosus (ECT 245)
L. rhamnosus (CECT Puente et al.
275) (2009)
L ) Manzana y Kourkoutas et al.
i6 i . casei
Inmersién de una matriz en membrillo (2005)
solucion con el
. . . . Alegre et al.
microorganismos e incubacion L. rhamnosus (GG) Manzana
(2011)
] Tapia et al.
B. lactis (Bb-12) Manzana/papaya
(2007)
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Ejemplos
Metodo de incorporacién o i .
! P ! Cepa probiotica Matriz de Referencia
soporte
Recubrimientos a base de ) )
. ] L. acidophilus (La-5) Moayednia et al.
alginatos y gellan (Films Fresa
i - 2010
comestibles) B. lactis (Bb-12) ( )
Puré de Tsen, et al.
Perlas de gel
e K g L. acidophilus (BCRC manzana (2004)
e
. 10695) Tsen et al.
carragenina Jugo de tomate
(2008)
L. rhamnosus, B.
longum, L. salivarius,
Incorporacion L. plantarum, L. Jugo de naranja
como células acidophilus, L. y manzana Dingy Shah,
inmovilizadas paracasei, (2008)

B. lactis (Bi-04, Bi-07)

Cal-alginato .
Jugo de tomate  King et al. (2007)
L. acidophilus (BCRC
Tsen et al.
10695) Puré de platano
(2003)
L. acidophilus (LA 39),
L. plantarum (C3),
. Jugo de Yoon et al.
L. delbrueckii (D7), .
remolacha roja (2005)

Fermentacion

L. casei strain (A4)
L. delbrueckii (DSM
20081),

L. rhamnosus
(DSM20711)

Jugo de
zanahoria

Nazzaro et al.
(2008)

También se han planteado productos a base de cereales como buenos vehiculos
de probidticos. Los granos de cereales como la avena y cebada son
considerados fuentes importantes de proteinas, carbohidratos, vitaminas,
minerales y fibra soluble tal como B-glucano y arabinoxilano, oligosacaridos
(galacto-y fructooligosacaridos) y almidon resistente (Chavan y Kadam, 1989;
Shah, 2001; Andersson et al., 2001), que promueven varios efectos fisiolégicos
beneficiosos y que tienen funcion prebidtica al estimular selectivamente el
crecimiento de Lactobacillus y Bifidobacterium presentes en el colon (Andersson

et al., 2001). Los granos enteros también son fuentes de muchos fitoquimicos,
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incluyendo los fitoestrogenos, compuestos fendlicos, antioxidantes, acido fitico y

esteroles (Katina et al., 2007).

Otras alternativas, se encuentran dentro del grupo de las leguminosas como es
el caso de la soja, rica en proteinas de alta calidad (Wang et al., 2006), sin
embargo, una de las limitantes en su consumo y utilizacién industrial es el sabor
poco agradable que presenta y su contenido de rafinosa y estaquiosa
componentes que producen flatulencia. Frente a estos obstaculos la
fermentacién se presenta como una alternativa ya que tiene el efecto adicional
de aumentar la digestibilidad y la palatabilidad (Han et al., 2001). La leche de
soja es un buen sustrato para bacterias de las especies de Lactobacillus: Lb.
Casei (Garro et al., 1999), Lb. Helveticus (Murti et al., 1993), Lb. Fermenti
(Chumchuere y Robinson, 1999), Lb. fermentum (Garro et al., 2001, 2004), Lb.
reuteri (Tzortzis et al., 2004), y Lb. acidophilus (Wang et al., 2002, 2003, 2006).
Adicionalmente, productos de soja tradicionalmente juegan un papel importante
en la prevencion de enfermedades crénicas como trastornos en la menopausia,

cancer, aterosclerosis, y osteoporosis (Liu et al., 2006).

El contenido de grasa, concentracion y tipo de proteinas, azlUcares y pH
del producto son algunos de los factores que podrian afectar el crecimiento de
probiéticos y la supervivencia en los alimentos. Por lo tanto, la formulacién del
producto puede ser disefiada para contribuir a su eficacia y mejorar la idoneidad
de un sustrato, evaluando fuentes de energia (por ejemplo, glucosa),
antioxidantes adecuados, vitaminas o sales minerales que puedan ser afiadidos
(Kurmann, 1988; Ishibashi y Shimamura, 1993; Dave y Shah, 1998; Gomes,
Malcata, y Klaver, 1998).

Los nutrientes esenciales para el crecimiento y la supervivencia microbiana
pueden también ser afiadidos a los jugos vegetales. Rakin et al. (2007)
reportaron que cepas de L. plantarumy L. acidophilus mostraron un crecimiento
y acidificaciéon éptima en el jugo de remolacha cuando se afiadié extracto de

levadura.
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1.6 Laimpregnacion avacio (IV) como técnicaen el desarrollo de alimentos

funcionales

Existen una variedad de tecnologias que se han venido estudiando y empleando
para desarrollar alimentos funcionales. Fito et al. (2001) mencionan como
tecnologias utilizadas con mayor frecuencia: a) Mejoras de los sistemas de
produccion vegetal y animal (formulacion de dietas que propicien el metabolismo
para la acumulacion de determinados componentes funcionales), b)
modificacion genética (arroz mejorado con alto contenido de B-caroteno y hierro,
c) mezcla de compuestos fisiologicamente activos con los alimentos
tradicionales de uso general en la formulacion de alimentos liquidos, geles o
reestructurados Yy d) tecnologias basadas en la ingenieria de matrices donde se
aplica el conocimiento de la matriz alimentaria: composicion, estructura y
propiedades para promover y controlar los cambios adecuados para mejorar
algunas propiedades sensoriales y/o funcionales en los productos alimenticios
(fritura, expandidos extruidos etc).

Otra clasificacion presentada por Betoret et al. (2011) agrupa las tecnologias en
tres grupos principales: el primer grupo formado por las tecnologias
tradicionalmente empleadas en el procesado de alimentos como la formulacion
y mezcla, cultivo y cria. El segundo, constituidas por aquellas que forman una
estructura para tratar de impedir el deterioro de compuestos fisiologicamente
activos como: microencapsulacion, peliculas y recubrimientos comestibles y la
impregnacion a vacio. Por ultimo, el tercer grupo formado por tecnologias
emergentes utilizadas para disefiar alimentos funcionales personalizados

(nutrigendémica).

El término ingenieria de matrices ha sido usado para definir un area de la
ingenieria de alimentos que aplica el conocimiento de la conformacién de la
matriz alimentaria, estructura y propiedades con el objetivo de promover y

controlar cambios adecuados que mejoran algunas propiedades sensoriales y/o
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funcionales asi como su estabilidad (Fito et al., 2003), se incluyen dentro de este
grupo: los geles, emulsiones, extruidos y expandidos y dentro del grupo de
procesados no tradicionales basado en las propiedades de la microestructura
esta la impregnacién a vacio. Con este término estan clasificados algunas
tecnologias basadas en el empleo de la fraccion de espacios vacios de los
alimentos con el objeto de introducir de una manera controlada compuestos

quimicos organicos en los capilares de los tejidos bioldgicos.

La impregnacion a vacio es una operacion de transferencia de materia entre un
medio liquido y un sustrato sélido con estructura porosa como lo puede ser una
fruta o verdura. La creacion de gradientes de presion en el sistema constituido
por el soélido sumergido en el seno del liquido provoca la salida de gas y una
importante entrada de liquido en el interior de la estructura porosa (Fito, 1994).
De esta forma es posible eliminar el aire ocluido en los poros e incorporar solutos
de forma controlada en la estructura matricial del alimento poroso modificando
convenientemente su composicion original sin practicamente afectar su
estructura. Como no se requiere de la utilizacion de altas temperaturas se
minimiza el dafio a los tejidos y se preserva el color, el sabor y los aromas y
componentes activos naturales (Betoret et al., 2012). La posibilidad de incluir en
la estructura matricial de un alimento poroso componentes de interés apunta a
la impregnacién a vacio como una técnica eficaz para el disefio de nuevos
productos nutricionalmente equilibrados, saludables y/o funcionales (Fito et al.,
2001). El hecho de que los componentes incorporadas se queden incluidos en la
matriz estructural del alimento natural supone una importante proteccion de los
mismos frente a las reacciones de deterioro (Betoret et al., 2011) y ayudan a
modular la liberacién de los mismos pudiendo influir en la asimilacion (Ribereiro
et al., 2006).

El proceso de impregnacion a vacio es afectado por numerosos factores internos
y externos. Los factores internos incluyen propiedades del tejido a impregnar
tales como su estructura (porosidad, tortuosidad), propiedades mecanicas, la

forma y tamafio de los capilares, asi como la forma y tamafio de la muestra. Los
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factores externos mas importantes que influyen en la velocidad de impregnacion
incluye el nivel de presion aplicado, la composicion y concentracion de la
solucion, temperatura, la relacion solucién/matriz, el tiempo requerido para
alcanzar y permanecer en presion de vacio asi como la exposicion a la presion
atmosférica (Grass et al., 2003; Zhao y Xie, 2004; Fito et al., 1996).

Dentro de la numerosas aplicaciones que se han planteado se puede clasificar
segun el objetivo perseguido en dos grupos: a) modificacion de las propiedades
fisico-quimicas y atributos sensoriales del producto (reduccién del pH,
reduccion de la actividad de agua, cambios en la propiedades térmicas, mejora
en la estructura de frutas y vegetales, mejora en el color, sabor y aroma) y b)

modificacién de las propiedades saludables y funcionales del producto.

La aplicacion de esta técnica se inicié buscando incrementar la velocidad de
transferencia de masa en la deshidratacion osmética a través de la impregnacion
de capilares con soluciones hipertonicas, desde ahiy en los ultimos afios se han
planteado numerosas aplicaciones industriales que la ha alzado como una
tecnologia no destructiva alternativa en el desarrollo de productos en los que
manteniendo la ventaja de la estructura porosa original de los alimentos frescos
se modifica la composicién de los mismos a través de la incorporacion de
liquidos que sirven de vehiculo de componentes que evitan el oscurecimiento,
agentes que dan firmeza, preservantes, anticongelantes, agentes
antimicrobianos, acidos, azlcares, depresores de la actividad de agua (aw),
vitaminas y compuestos bioactivos funcionales entre otros (Betoret et al., 2003,
Park et al., 2005; Xie y Zhao, 2003), con el objeto de prolongar el tiempo de vida
atil, fortificar, enriquecer o cumplir requisitos de calidad (Martinez-Monz et al.,
1998; Martinez-Monzo et al., 2000; Derossi et al., 2012).

En la figura 1.7 se presenta un flujo propuesto por Zhao y Xie, (2004) para la
aplicacion de la técnica de impregnacion a vacio en el desarrollo de productos y

el aprovechamiento de subproductos de la misma.
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Frutas o vegetales
(enteras o piezas)

Adicién Soluto

A 4

Pretratamiento
Blanaueamiento

A4

Impregnacion a vacio
Paso 1. Presion de vacio
30-100 mmHg
| Paso 2. Restitucién a

Presion atmosférica

Concentracion
Membrana

Concentracién

Crioconcentracion

Solucién diluida de IV |

Solucién de gobierno
para productos en

, conserva
Lavado con agua Dilucién + CO,
Bebidas refrescantes
l con sabor a fruta
Frutas o Vegetales tratados por IV Vegetal tratado en

I solucién NaOH
>
Jaleas/Mermeladas (Aceitunas verdes)

Pasteurizacién

JV / Secado por aire

Deshidratacién

Liofilizacion | Secado por microondas |

Figura 1. 7 Flujo de procesado bajo la técnica de impregnacién a vacio (De Zhao
y Xie, 2004)

En la tabla 1.5 se presenta algunas investigaciones donde se emplean la
impregnacion a vacio en el desarrollo de alimentos demostrando el potencial de
esta técnicay en latabla 1.6, ejemplos de aplicacién orientados a la modificaciéon

de las propiedades funcionales.
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Tabla 1. 5 Ejemplos de aplicacion de la técnica de impregnacion a vacio para
modificar propiedades fisicoquimicas y atributos sensoriales.

Matriz Alimenticia

Durazno

Fresa

Manzana

Manzana

Manzana

Manzana, fresa,

frambruesa

Fresa, papaya

Fresas

Berenjena

Manzana

Fresa

Manzana

Espinaca

Metabolito impregnado

Pectinmetil esterasa

Cl.Ca

Solucion de ClzCa y

espermine

Extracto de uva ,sucrosay

pectina de alta metilacion

Solucién de Cl2Ca

Solucién isoténica de

sucrosa

Pectina de alta metilacion

Cl2Ca,

Soluciones de sacarosa

Jarabe de fructosa de

maiz pectina de alta

metilacion calcio y zinc

Pectinmetil esterada

derivada de aspergillus

niger extraida de manzana

y pomelo y Cl2Ca

Miel

Pectina de alta metilacion

Cl2Ca, pectina de

manzana

Solucién de sucrosa,
acido ascorbico,

hexilresorcinol Cl.Ca

Solucién de trealosa

Funcionalidad
Incremento de la firmeza en

duraznos enlatados
Incremento de la firmeza

Mejora de las propiedades
mecanicas y estructurales del
tejido. Reduccién del agua
congelable, mejora de la
resistencia al dafio por
congelacion
Mejora de la textura
Incremento de la conductividad

térmica

Reduce la pérdida de firmeza

después de la pasteurizacion

Reduccioén de la aw

Mejora de la calidad textural y
reduccion de la pérdida por goteo

después de la descongelacion

Incremento de la firmeza

Prevencion del oscurecimiento
enzimatico, mejora actividad

antioxidante

Reduce el dafo estructural

después de la congelacién rapida

Efectivo inhibidor del
oscurecimiento y ablandamiento

durante el almacenamiento

Mejora de la tolerancia a la

congelacion

Referencia

Javeri (1991)

Ponappa et al.(1993)

Martinez-Monzo,
(1998)

Del Valle, (1998)
Martinez-Monz6,
(2000)

Degraeve et al.(2003)

Moreno et al. (2004);
(2000)

Zie y Zhao,(2004)

Banjongsinsiri et al.,
(2004)

Jeon y Zhao, (2005)

Van Buggenhout et

al., (2006)

Bieganska-Marecik y
Czapski, (2007).

Phoon et al. (2008)
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Matriz Alimenticia

Zanahoria

Berros

Pomelo (impregnacién a
vacio+deshidratacion
osmatica)
Pimienta, cetas,

calabacin

Manzana

Calabacin

Peras minimamente

procesadas

Pifia

Fresa

Aceitunas

Metabolito impregnado

Solucién acuosa de
chitosan y acido acético

(film comestible)

Proteinas anticongelantes

Lactato de calcio

Soluciones acido lactico

Solucién isoténica de
fructosa, acido ascorbico,
esencia de manzana

verde

Solucién de maltodextrina
NaCl Cl.Ca

EDTA, 4-hexylresorcinol,
citrato y ascorbato, lactato
de calcio
Film formado por emulsion
de caseinato
Solucién de trealosa y

extracto de trigo

Soluciéon de NaCl NaOH

Funcionalidad
Mejora la resistencia a la
transmisién de vapor. Mejora la
preservacioén de colory la
resistencia mecanica durante el
almacenamiento en frio
Estabilizacion de la estructura para
prevencion de problemas en
procesos de congelacién y la
cadena de frio debido a
fluctuaciones de temperatura.
Extensién del tiempo de vida util
por reduccién de la velocidad de
respiracion
Incremento del grado de

acidificacion

Mejora del sabor

Mejora de la ganancia de soluto y
agua, cambios texturales y
microestructurales limitados

Prevencion del oscurecimiento
enzimatico. Preservacion de
propiedades mecanicas

Extension de la vida util

Mejora de la tolerancia a la
congelacion
Acorta los tiempos de

desamargado

Referencia

Vargas et al. (2009)

Cruz et al. (2009)

Moraga et al. (2009)

Derossi et al. (2010),
(2013), (2011).

Comandini et

al.(2010)

Occhino et al. (2011)

Perez Cabrera et al.
(2011)

Talens et al. (2012)

Velickova et al. (2013)

Tamer et al. (2013)
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Tabla 1. 6 Ejemplos de aplicacion de la impregnacion a vacio para modificar las

propiedades saludables y funcionales de frutas y vegetales.

Alimento

Vegetales (berenjena,
champifiones,

zanahoria)

Manzana

Manzana

Pera

Papa entera

Broccoli, endivia,

zanahoria,coliflor

Hojas de lechuga

Manzana

Manzana

Manzana

Componente
incorporado

Calcio

Solucién isoténica con
lactato de calcio y
gluconato ferroso

Jarabe de fructosa de
maiz, caseinato de

calcio acetato de alfa

tocoferol Gluconal y
lactato de zinc

Solucién diluida de miel
con alfa tocoferol

Vitamina C

Aloe Vera

Solucion isoténica de
sacarosa con
lactogluconato de
calcio
Derivados de
quercetina de piel de

manzana
Jugo de mandarina

Jugo de manzana
comercial enriquecido
con extracto de
cascara de manzana
(alto contenido de

flavonoides)

Funcionalidad

Enriquecimiento con

minerales

Enriquecimiento con

calcio y fierro

Enriquecimiento con
vitamina E y calcio y

zinc

Enriquecimiento con

vitamina E

Enriquecimiento

antioxidante

Antioxidante

Enriquecimiento de

minerales

Enriquecimiento con

flavonoides

Flavanonas

(hesperidina)

Flavonoides (quercitina)

Referencia

Grass et al. (2003)

Barrera et al. (2004)

Park et al. (2005)

Lin et al. (2006)

Hironaka et al. (2011)

Sanzana et al. (2011)

Grass et al. (2011)

Eschulze et al., (2012)

Betoret et al. (2012)

Schulze et al. (2012)
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Capitulo 2

2. Objetivos y plan de Trabajo

2.1 Justificacion e interés social de la tesis doctoral

En las siguientes lineas se detallan las evidencias cientificas que sustentan la
seleccion de los componentes: manzana, zumo de mandarina, probiético
(Lactobacillus salivarius) y prebidtico (oligofructosa) que forman parte de las

propuestas de aperitivos funcionales desarrolladas en la presente investigacion:

1. Numerosos estudios han demostrado que el consumo de frutas y verduras
puede reducir el riesgo de padecier enfermedades crdénicas no transmisibles
como las enfermedades cardiovasculares y algunos canceres (Knain et al.,
2006; Temple, 2000). Los efectos beneficiosos de las frutas y verduras han

sido atribuidas a su contenido de fibra y antioxidantes.

2. Segun un estudio realizado por el Ministerio de Agricultura, Alimentacién y
Medio Ambiente junto con la Fundacion Espafola de la Nutricion (FEN), el
consumo de frutas y hortalizas por parte de los espafioles ha aumentado en
los ultimos afios aunque sigue sin alcanzar los niveles recomendados para
lograr una alimentacion saludable. Desafortunadamente, el consumo diario
de verduras y frutas se estima inferiores a las dosis (400 g, excepto papas y

otros tubérculos fuente de almidones) recomendada por la Organizacion
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Mundial de la Salud (OMS) y Alimentacion y la Agricultura (FAO) (Di Cagno
et al. 2013). Un andlisis de la tendencia de consumo realizado por Cerdefio
(2011) concluye que dentro de las frutas los citricos (naranja y mandarina) y
la manzana lideran las preferencias con 1242.58 y 557. 26 millones de kilos
en el afio 2010 respectivamente. En este contexto la industria puede jugar
un papel muy importante en el incremento de esta tendencia proponiendo

formas de consumo alternativas y atractivas.

3. La manzana es ampliamente consumida a nivel mundial, constituye una parte
significativa de la dieta humana, es reconocida como una de las principales
fuentes dentro de la dieta de fitoquimicos y antioxidantes principalmente en
forma de fendlicos tales como flavonoides y &cidos fendlicos, y exhiben alta
capacidad antioxidante (Boyer y Liu, 2004; Wu et al., 2004; Khanizadeh et al.,
2008). Varios estudios en animales y en humanos han demostrado que su
consumo inhibe la proliferacion de las células cancerosas (Waladkhani y
Clemens, 1998; Dragsted y Strube, 1993), disminuye la oxidacion lipidica,
reduce significativamente el colesterol en plasma, el colesterol LDL (C-LDL)
y triglicéridos (Aprikian et al., 2001; Leontowicz et al., 2001; Sablé-amplis et
al.,, 1983; Salgado et al., 2008), reduciendo el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, ademas se le ha reconocido actividad
antiinflamatoria. Los principales compuestos responsables de estos efectos
son la fibra y los polifenoles (Boyer y Liu, 2006; Aprikian et al., 2003;
Leontowicz et al., 2003; Nagasako-Akazome et al., 2007). Serra et al. (2012)
demostraron en ensayos con ratas que la reduccion del colesterol y LDL
oxidado esta directamente correlacionada con la presencia de compuestos
fendlicos como: catequina, epicatequina y procianidina B1, actividad
antioxidante, y B-caroteno. La manzana dentro de las frutas tiene uno de los
niveles mas altos de actividad antioxidante y también alta concentracion de
compuestos fendlicos totales, y quizas mas importante, tienen la mayor parte
de fenoles libres en comparacion con otras frutas (Sun et al., 2002). Esto

significa que no estan unidas a otros compuestos en los frutos por lo que
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pueden estar mas disponibles para la absorcion en el torrente sanguineo
(Boyer y Liu, 2004).

4. Hay mucha literatura cientifica acerca de los efectos beneficiosos que el
consumo de zumos de citricos ejerce en la salud humana. La ingesta de
zumos de citricos afecta positivamente a la concentracion de vitamina C y
biomarcadores del estado antioxidante en sangre humana (Sanchez-Moreno
et al., 2003), contribuyendo asi a la reduccién de la morbilidad y la mortalidad
por cardiopatia coronaria (Rouseff y Nagy, 1994) y el riesgo de desarrollar
ciertos tipos de canceres (Block, 1992; Steinmetz y Potter, 1996; So et al.,
1996). Estos efectos beneficiosos se atribuyen ademas de la vitamina C al
contenido de una amplia variedad de compuestos biolégicamente activos,
tales como: flavonoides, carotenoides y derivados polifendlicos. Todos estos
compuestos poseen propiedades antioxidantes lo que les permite actuar
como captadores de radicales libres. También se les ha reconocido actividad
anti-inflamatoria anti-tumoral, anti-fingica e inhibitoria de la coagulacion de la
sangre asi como efectos protectores contra las enfermedades crénicas y
degenerativas (Byers y Perry, 1992; Gorinstein et al., 2001; Tripoli et al.,
2007; Middleton y Kandaswami, 1994; Olson, 1988; Yehoshua et al., 1995).
Codonez-Franch et al., (2008) llevaron a cabo una investigacién con el
objetivo de determinar el efecto del consumo de 500 mL de zumo de
mandarina durante 28 dias sobre los biomarcadores relacionados con el
estrés oxidativo en 48 nifios con hipercolesterolemia. Al final del estudio se
concluy6 que la ingesta regular de zumo de mandarina redujo
significativamente los biomarcadores plasmaticos de la oxidacién de lipidos
y proteinas y mejord el estado antioxidante de los consumidores. Los
flavonoides, los compuestos fendlicos mas abundantes en estas frutas han
demostrado tener muchas funciones biolégicas como antioxidante,
anticancerigeno, cardiovascular, y anti-inflamatorios (Benavente-Garcia y
Castillo, 2008; Huang y Ho, 2010). Un reciente estudio in vivo con humanos
(Martin et al., 2011) concluye que la hesperidina est4d causalmente

relacionada con el efecto protector vascular tras el consumo de zumo de
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naranja. Hesperidina, narirutina, y didimina pertenecen al grupo de
flavanonas glicosiladas y son los flavonoides mas abundantes en zumo de
mandarina. De acuerdo con estudios in vitro, la hesperidina la mas
abundante entre las flavanonas, actia como un antioxidante (Vinson et al.,
2002; Wilmsen et al., 2005). En estudios en animales y humanos se ha
demostrado su contribucién a la reduccion del colesterol (Park et al., 2001),
la presion arterial (Yamamoto et al., 2008) y la pérdida de densidad Osea
(Chiba et al., 2003). También reduce la generacion de especies reactivas de
oxigeno (Zielinska- Przyjemska y Ignatowicz, 2008) y tiene efectos

citotoxicos en las células humanas del cancer de colon (Park et al., 2008).

. Se sabe que la microflora intestinal juega un papel de vital importancia para

la salud. Por esta razon, existe un creciente interés en la modificacion de la
composicién de la flora intestinal con el fin de lograr una comunidad
bacteriana intestinal mas beneficiosa. Esto explica por qué actualmente los
alimentos funcionales dirigidos a la mejora del balance y la actividad del
medio intestinal son el mayor segmento del mercado funcional en Europa,
Japon y Australia. Son dos los medios mas estudiados que buscan aumentar
el numero de Bifidobacterium y Lactobacillus intestinales por incorporaciéon
de probidticos y prebiéticos. Los componentes conocidos como probiéticos,
se utilizan para alterar la composiciéon de la microflora en el colon (actividad
bifidogénico). Sin embargo, estos cambios pueden ser transitorios y la
resultante implantacion bacteriana es muy limitada. Por otro lado, los
prebiéticos son componentes de la dieta que no son digeridos por los
humanos, pero que tienen un efecto beneficioso a través de la selectiva
estimulacién del crecimiento y/o actividad de una Unica especie (0 de un
namero limitado) de bacterias que ya residen en el colon, mejorando asi la
salud de las personas (Losada y Olleros, 2002). Los prebioticos representan
un nutriente selectivo para microorganismos beneficiosos y tienen el
potencial de aumentar la eficacia de los actuales productos probibticos
(Hughes y Hoover, 1991).
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6. Numerosos estudios in vitro e in-vivo resaltan el papel de los probidticos

como una alternativa en el tratamiento de diversas patologias como se ha
indicado mas ampliamente en la introduccion. Los resultados obtenidos les
atribuyen efectos como reduccion de la intolerancia a la lactosa, reduccion
de niveles de colesterol, efectos protectores, efectos anticarcinogénicos,
efectos sobre la produccidon de células tumorales y efectos en patologias
gastrointestinales. Dentro de este Ultimo grupo se consideran enfermedades
gastrointestinales como la Ulcera péptica, tanto gastrica como duodenal, y la
gastritis, los que segun numerosos estudios son consecuencias directas de
la infeccién por la bacteria Helicobacter pylori. Cerca de la mitad de la
poblacibn mundial es afectada por este microorganismo por lo que es
considerado un problema importante de salud, por ejemplo en Espafia
afecta al 25% de la poblacion infantil, porcentaje que aumenta hasta el 40%
en los paises en vias de desarrollo. Hasta el momento el tratamiento con dos
antibioticos y un inhibidor de la bomba de protones ha permitido erradicar la
infeccion por H. pylori en el 90% de los casos por lo que es el tratamiento
mas utilizado para combatirlo (Lesbros-Pantoflickova et al., 2007).
Desafortunadamente es un tratamiento caro y causa efectos secundarios y
resistencia a antibiéticos. La administracion de probidticos solos, no permite
erradicar H. pylori pero la administraciébn conjunta con antibiéticos e
inhibidores de la bomba de protones si contribuye a la erradicacion y

disminucion de los efectos secundarios.

6. Estudios con cepas de Lactobacillus salivarius lo indican como un
microorganismo probiético con excelentes caracteristicas para combatir
la infeccion generada por el Helicobacter pylori. Aiba et al. (1998)
demostraron la eficacia del Lactobacillus salivarius (L. salivarius)
comparado con otras especies de Lactobacillus contra Helicobacter
pylori, estos investigadores a través de pruebas in vitro propusieron el
mecanismo de la supresion por la produccion de gran cantidad de acido
lactico y por lo tanto la inhibicibn completa del crecimiento de H. pylori en

un cultivo mixto. La validez de L. salivarius como un probidtico para
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suprimir H. pylori y por lo tanto reducir la respuesta inflamatoria fue
confirmado en el mismo estudio con pruebas in vivo con animales
modelos. Estudios conducidos por Ryan et al. (2008), evaluaron la
actividad anti-Helicobacter pylori de 28 cepas de Lactobacillus salivarius
y otros 12 Lactobacillus, sus resultados demuestran que 9 de las 28 cepas
de L. salivarius y 3/12 de otras especies de Lactobacillus inhibieron el
crecimiento de H. pylori. La cepa L. Salivariius UCC119 mostro la mejor
aptitud inhibiendo el crecimiento en 6/6 aislados clinicos de Helicobacter
pylori, 5 de los cuales fueron resistentes a antibioticos. Posteriormente,
Ryan et al. (2009) midieron la habilidad de las mismas cepas de
Lactobacillus salivarius (UCC118 y UCC119) para modular la respuesta
de las células epiteliales gastricas a la infeccion por H. pylori, sus
resultados concluyen que adicionalmente a la produccion de &cidos
existen otros mecanismos de inhibicion de la interleuguinas L8 (citocina
de naturaleza proinflamatoria) a través de la secrecion de un metabolito
previamente formado o proteina que inhibe la trasnscripcién del gen cag
(gen de virulencia del microorganismo). Hsieh et al. (1012) demostraron
que L. salivarius subsp. Salicinius AP-32 y Lactobacillus johnsonii MH-68
solo o en combinacién reducen la carga de H. pylori en la mucosa gastrica,
y reducen la expresion de citocinas inflamatorias y la infiltracion de
linfocitos (célula inflamatoria), suprimiendo eficazmente la viabilidad H.
pylori lo que ayuda a reducir la inflamacion gastrica. En otra investigacion,
Betoret et al. (2012) evaluaron el efecto potencial de un aperitivo,
elaborado a base de zumo de mandarina, manzana y el probiotico
Lactobacillus salivarius spp. salivarius CECT 4063, contra la infeccion por
Helicobacter pylori, los resultados obtenidos sugieren una mejora de los
sintomas causados por la infeccidon, no obstante sefialan que es necesario
llevar a cabo mas estudios con mas pacientes para evaluar de forma

adecuada el consumo del aperitivo con el probidtico.
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8. Por el lado de los prebidticos, hay numerosas pruebas que sustentan una
gama de beneficios para la salud si se consumen regularmente (Macfarlane,
Macfarlane, y Cummings, 2006; Roberfroid et al., 2010). Estos incluyen
aumento en la absorcion de minerales (Hawthorne y Abrams, 2008; Rastall,
2010), mejora en la respuesta inmune (Macfarlane, Steed, y Macfarlane,
2007; Seifert y Watzl, 2008) y hay cada vez mas evidencias que
desempefian un papel en la prevencién del cancer colorrectal (Asad,
Emenaker, y Milner, 2008) o la terapia del cancer (Taper y Roberfroid, 2008).
También se ha sugerido que existe una interaccion entre el peso corporal y
el efecto de la fibra sobre la saciedad y la ingesta de energia (Burton-
Freeman, 2000).

Se eligié el prebidtico oligofructosa producido por la empresa Beneo con su
producto comercial Orafti P95, el cual proviene de la hidrélisis de inulina de
raices de chicoria,con un grado de polimerizacion (DP) menor a 12, su seleccion
se sustenta en los numerosos estudios in vitro e intervenciones in vivo que
demuestran su efecto bifidogénico (ver referencia Kolida y Gibson 2007), Stewart
et al., (2008) concluyeron en estudios en sistemas de fermentacion in vitro que
los fructooligosacaridos exhiben mas rapida fermentacion que inulina vy
prebiéticos de cadena larga. Un ultimo estudio in vivo conducido por Mazzola
et al., (2015) tuvo como objetivo la evaluacion de la actividad prebiética de varios
polisacaridos comerciales, incluyendo las fibras empleadas habitualmente en la
dieta humana, tales como fructooligosacaridos (FOS), galactooligosacéridos
(GOS) y la inulina en cepas de Bifidobacterium. Como tendencia general, GOS,
sc-FOS (DP 2-5) y la oligofructosa (DP<12) podrian sostener el crecimiento de
las cepas ensayadas, lo contracio con FOS de alto peso molecular (inulina) que

estimularon el crecimiento de s6lo un niumero limitado de cepas.

En las siguientes lineas se fundamenta por qué se ha seleccionado la

impregnacion a vacio.
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El enriquecimiento de frutas y vegetales con probioticos, prebioticos, minerales,
vitaminas y otros componentes fisiologicamente activos puede ser una buena
eleccion para el desarrollo de alimentos funcionales. Existen diferentes técnicas
para desarrollar este tipo de productos desde las tradicionales hasta las basadas

en la ingenieria de matrices.

La Ingenieria de matrices utiliza la impregnacion a vacio (IV) como mecanismo
de incorporacion de compuestos fisiologicamente activos, permitiendo introducir
de manera controlada una cantidad de solucion en la estructura porosa de frutas
y vegetales. Esta soluciéon puede contener ademas de estos compuestos,
depresores de pH, aw, antimicrobianos u otros con el propdsito de formular

productos funcionales estables similares a los frescos (Fito et al., 2001).

Numerosas investigaciones demuestran la viabilidad de esta técnica para
incorporar componentes fisioldgicamente activos sin destruir la matriz inicial del
alimento, como minerales (Barrera et al.,2004; Gras et al., 2002), compuestos
fendlicos (Rozek et al., 2009, 2010; Rozek et al., 2010), probiéticos (Betoret et
al., 2003; Alzamora et al., 2005; Betoret et al., 2012) y vitaminas (Hironaka et
al., 2011).

La respuesta de algunas frutas y vegetales a la IV con respecto a la deformacion
e impregnacién han sido caracterizadas matematicamente y experimentalmente
(Fito, 1994). La manzana no solo presenta los niveles mas altos de porosidad
efectiva, sino también su respuesta a la aplicaciéon de vacio es lineal, lo que
significa que la matriz sélida sufre deformaciones menores debido a los cambios

de presion lo que permite un significativo enriquecimiento o fortificacion.

Betoret et al. (2003) demuestran que es posible introducir células microbianas
en la matriz del tejido celular de una manzana fresca mediante la técnica de IV.
Impregnaron cilindros de manzana con tres liquidos de impregnacion: zumo
comercial de manzana inoculado con S. cerevisiae y L.casei (spp. Rhamnosus)

y leche inoculada con L. casei (spp. Rhamnosus), logrando niveles de los
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probidticos en el rango de 10° -10° UFC/g de manzana fresca. Asimismo,
demostraron la idoneidad del secado por aire caliente a 40°C como proceso de
estabilizacién alcanzando valores del probiético (10%-107 UFC/g de manzana
deshidratada) que se encuentran en los productos lacteos probioticos

comerciales.

Adicionalmente, estudios sefialan la conveniencia de la manzana como matriz
que mejora la viabilidad de los probidticos en los alimentos. Piezas de manzana
y pera, se mostraron como materiales adecuados para inmovilizacién de
microorganismos probidticos como L. casei, los cuales al parecer son anidados
en la estructura celuldsica de estos frutos haciéndose resistentes por ejemplo a
la fabricacién de queso y procesos de maduracion. Se sefala a la celulosa como
posible efecto protector durante el transito a través del tracto intestinal, lo que
puede ayudar al microorganismo para alcanzar el colon (Kourkoutas et al.,
2006). L. rhamnosus también demostré una buena adherencia a la superficie de
pedazos de manzana (Alegre et al., 2011; R6Rle et al., 2010). En otro estudio,
piezas de manzana demostraron ser adecuadas para inmovilizar una levadura
potencialmente probidtica Saccharomyces cerevisiae para la fermentacion de
uva y para mantener la viabilidad del microorganismo durante mas de cuatro
meses bajo almacenamiento congelado, sin disminuir su actividad (Kourkoutas
et al., 2006).

Teniendo en cuenta todo o mencionado hasta este punto se plante6 desarrollar
dos productos funcionales de tipo aperitivo a partir de manzana que potencien
aun mas los beneficios de esta fruta. El primero mediante la incorporacion de un
prebiotico y el segundo en el que el prebibtico unido al zumo de mandarinay a
un probidtico luego de una incubacién se constituya en un liquido de impregacion
simbidtico, ambos incorporarlos en la matriz principal (manzana) por la técnica
de impregnacion a vacio. Se eligio tipo aperitivo (snack) por la facilidad de
incorporacion a una dieta diaria, su consumo extendido en todo tipo de poblacion
desde nifios a personas adultas y el habito de consumirlos entre comidas

principales. En el mercado actual los aperitivos de mayor consumo son en su
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mayoria: bocadillos dulces, galletas y salados (incluyendo papas fritas y
aperitivos extruidos) y lamentablemente muchos de ellos tienen poco valor
nutricional y aun menos funcional, bajos en fibra, y altos en calorias y grasas,
muy dulces y salados por lo que su contribucion a la salud es pobre. Queda
mucho por hacer en términos de produccion de aperitivos con un beneficio
positivo a la salud, especialmente para los nifios (Mintel, 2009). Segun Potter et
al. (2013) una posible opcién incluye la adicion de ingredientes que tengan
beneficios positivos para la salud, tales como frutas y verduras o fortificacion con
vitaminas, por ejemplo, o con acidos grasos omega. En este contexto las frutas
seleccionadas (manzana y mandarina) ademas de su importancia nutricional y
funcional (en general, las frutas son bajas en calorias y grasa, mas bien fuentes
de fibra, vitaminas, minerales, antioxidantes), pueden ser una plataforma

adecuada desde la cual desarrollar una merienda atractiva.

La presente tesis doctoral se plantea la siguiente hipétesis:

La manzana es una matriz conveniente para la incorporacion por impregnacion
a vacio de prebiéticos y un zumo simbiético desarrollado a partir de la incubacién
de zumo de mandarina con un probidtico y enriquecida con prebiético,
aumentando la valoracion funcional de esta fruta. Asimismo, es posible
estabilizar las propiedades funcionales de la manzana fresca impregnada por

secado por aire caliente, mejorando su estabilidad durante el almacenamiento.

2.2 Objetivos

La presente tesis doctoral se plantea como objetivo general:

El desarrollo de dos propuestas de alimento funcional de tipo aperitivo: un
aperitivo funcional prebidtico a partir de manzana y oligofructosa y otro que
potencie las propiedades funcionales de la manzana por la incorporacion de
zumo de mandarina incubado con probidtico y prebidtico, ambos mediante

impregnacion a vacio y estabilizacion por secado por aire caliente.
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Para alcanzar el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

1.

10.

Evaluar y seleccionar la matriz base: variedad de manzana adecuada
para el proceso de impregnacién a vacio con prebiotico.

Determinar el efecto de los parametros del proceso sobre el grado de
impregnacion de soluciones de prebidtico caracterizadas.

Determinar los parametros de impregnacion en solucién isotdnica de
prebiotico.

Determinar el efecto del secado sobre el contenido de prebidtico.
Evaluar fisico-quimica y funcionalmente el producto deshidratado
después de almacenamiento.

Determinar el efecto de los factores: fuente/nivel de proteina, nivel de
indculo, concentracion de prebidtico sobre el crecimiento microbiano en
zumo de mandarina para el desarrollo del liquido de impregnacion
Determinar el efecto de la incubacién del zumo de mandarina formulado
y su almacenamiento en refrigeracion sobre las propiedades fisico-
guimicas y funcionales.

Determinar la valoracion fisico-quimica y funcional de manzana
impregnada con el liquido de impregnacion desarrollado.

Determinar el efecto del secado por aire caliente en las propiedades
fisicoquimicasy funcionales de la manzana impregnada.

Evaluar la evolucion de las propiedades fisico-quimicas y funcionales de
manzana impregnada con zumo de mandarina formulado y deshidratada

durante su almacenamiento.

2.3 Plan de Trabajo

En las figuras 2.1y 2.2 se presenta el plan de trabajo de manera esquematica y

en las siguientes lineas se describen cada etapa.
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2.3.1 Revision bibliogréafica

Se realizé una revision bibliografica de las publicaciones cientificas y técnicas
sobre el tema en los dltimos afios a fin de ubicar el trabajo en el contexto de las

necesidades y tendencias del mercado mundial de alimentos funcionales, las
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Figura 2. 1 Esquema del Plan de
Trabajo Primera Parte: Desarrollo
de Aperitivo de manzana con
prebidtico

APERITIVO DE MANZANA CON
PRERIOTICO

MATRIZ SOLIDA
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Red Chief, Golden

y Fuji)
+
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(Beneo)

'

Caracterizaciéon de las variedades de
manzanad y evaluacion de la conveniencia

nara al nracecn

v

Caracterizacién de la solucién de
impregnacion

Efecto de los pardmetros del proceso en el grado de

impregnacion.

- Efecto de la duracién de cada etapa de la IV

- Efecto de la presidon y concentracion de la
solucién

IMPREGNACION AL VACIO

\ 4
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!
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Determinacién de los
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'
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diferente s concentracién de
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A 4

Estabilizacién por secado
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Estabilidad en
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|
|
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—>
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pPH, aw, sdlidos solubles densidad,
viscosidad
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del confenido de agua, materia
seca, sélidos solublesy Aw

Fraccién volumétrica de liquido
incorporado, deformacion
volumétrica y porosidad efectiva
Oligofructosa incorporada

Caracterizacién manzana
impregnada (Contenido
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materia seca, pH)
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Materia seca, contenido de
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de impregnaciéon
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—
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impregnacion
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—>

Criterios para selecciéon

73



Capitulo 2: Objetivos y Plan de Trabajo

|

DESARROLLO DE UN APERITIVO DE MANZANA CON PROPIEDADES

FUNCIONALES ADICIONALES (zumo de mandarina+probidtico+prebiético)

|
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Figura 2. 2 Esquema del Plan de
Trabajo Segunda Parte: Desarrollo
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tecnologias implicadas en el desarrollo de estos productos asi como los avances
cientificos que pudieran predecir la funcionalidad de los aperitivos desarrollados
a partir de los componentes bioactivos previstos en los alimentos elegidos para
el desarrollo.

2.3.2 Desarrollo de un aperitivo de manzana con prebidticos

2.3.2.1 Caracterizacién de las variedades de manzana y evaluaciéon de la

conveniencia para el proceso.

Las variedades Granny Smith, Red Chief, Golden y Fuji se caracterizaron
determindndose: sélidos solubles, humedad, acidez, pH, densidad aparente,
densidad real, porosidad real y actividad de agua. Para evaluar la conveniencia
de estas variedades a la técnica de impregnacion a vacio, se determin6 los
sélidos incorporados después de la impregnacién con una disolucién de
oligofructosa de 50.7 °Brix, bajo una presién de vacio de 50 mbar durante 10
minutos seguido de una etapa a presion atmosférica durante 10 minutos

adicionales.

El andlisis de los resultados de esta caracterizaciéon asi como consideraciones
de disponibilidad de materia prima sirvié de base para la seleccién de la variedad

adecuada para el proceso y con la que se siguid en las etapas siguientes.

2.3.2.2 Caracterizacion de las disoluciones de impregnacién

Se prepararon disoluciones del producto comercial Orafti P95 de la marca Beneo
como fuente de oligofructosa cuya ficha técnica indica una pureza de 93.2% de
oligofructosa, un grado de polimerizacion (DP) 2-8 y un contenido de azucares:
glucosa, fructosa sacarosa de 6.8%, en las concentraciones que se especifican
en la tabla 2.1. Las disoluciones de impregnacién fueron caracterizadas
fisicoquimicamente, determinandose: solidos solubles, pH, densidad, viscosidad

y actividad de agua. Se evalu6 el efecto de la concentracion sobre estas
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caracteristicas y se ajustaron los datos experimentales a ecuaciones empiricas

y modelos publicados.

Tabla 2. 1 Concentracion de las disoluciones de impregnacion

Disolucion de Concentracion Concentracion
impregnacion g/100mL*? g /100 g 2

1 5 4.82

2 20 17.96

3 35 29.87

4 50 40.89

5 65 50.90

1 Expresado como g de producto Orafti P95 con un contenido de humedad de 3,01% en 100 mL de
disolucion.
2 Expresado como g de oligofructosa+aztcares (93,2% oligofructosa, 7,8% azlicares) en 100 g de

disolucion.

2.3.2.3 Efecto de pardmetros del proceso: presion y tiempo en el grado de

impregnacion

El efecto de las variables del proceso se estudi6 empleando muestras de
manzana de la variedad Granny Smith. En todos los experimentos los frutos
fueron pelados vy cortados en rodajas de 5 mm de espesor en direccion
perpendicular al eje longitudinal y descorazonadas con un sacabocados. Las
dimensiones del didmetro externo e interno fueron 64.4 mm y 20.7 mm

respectivamente.

Las pruebas de impregnacién se llevaron a cabo a temperatura ambiente en un
equipo especialmente disefiado a nivel de planta piloto (Fito et al., 1996). Las
muestras cortadas se pesaron individualmente y se sumergieron en la disolucion
de impregnacion utilizando una rejilla para asegurar la inmersién completa en
todo el proceso. Se mantuvo una relacibn de materia prima/disolucion de

impregnacion de 2/100 p/p a fin de evitar cambios en la composicion de la
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disolucién. Transcurrido el tiempo del proceso de impregnacion, el cual consta
de un tiempo bajo presion subatmosférica (vacio), restauracion de la presion y
tiempo bajo presion atmosférica, las muestras fueron sacadas, sacudidas y
secadas superficialmente con papel adsorbente para eliminar la disolucion
adherida. Las muestras se pesaron y realizaron los analisis especificados en

cada estudio.

Para el estudio de la influencia del tiempo durante el cual las muestras estuvieron
sometidas a vacio (t1) y a presion atmosférica (t2), se empled un disefio factorial
completo que se presenta en la tabla 2.2 teniendo como factores: t1 y t2 y dos
niveles en cada factor. Los experimentos fueron realizados por triplicado y a una
presion de trabajo fijada en 50 mbar y con una disolucién de 50.7°Brix. Las
variables evaluadas fueron: solidos incorporados y la variacion del contenido de

agua.

Para el estudio de la influencia de la concentracion de la disolucion y la presion
de vacio se siguio el disefio factorial completo que se describe en la tabla 2.3,
para el factor concentracion de la disolucidn se seleccionaron 5 niveles y para el
factor presion de vacio 3 niveles. El tiempo empleado para los tratamientos fue
de 10 minutos para cada etapa. Las variables evaluadas fueron: solidos
incorporados, variacion del contenido de agua, materia seca, sélidos solubles en

el producto impregnado y actividad de agua.
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Tabla 2. 2 Diseflo experimental seguido para el estudio del efecto de la
duracion de la etapa a presion de vacio (t1) y la etapa a presion atmosférica

(t2)

t2 (min)
5 10
5 X X
t1 (min) 10 X X
Presion de vacio (mbar) 50
Variedad Granny Smith
Concentracion de la
disolucion (%) 65

1 Expresado como g de producto Orafti P95 con un contenido de humedad de 3,01% y 93,2%
oligofructosa en 100 mL de disolucion

Tabla 2.3. Disefio experimental seguido para el estudio del efecto de la

concentracion de la disolucion y la presion de vacio

Presion de vacio (mbar)
50 200 350
5 X X X
Concentraciéon de la| 20 X X X
disolucién () 35 X X X
50 X X X
65 X X X
t1, t2 10 min
Variedad Granny Smith

1 Expresado como g de producto Orafti P95 con un contenido de humedad de 3,01% y 93,2%
oligofructosa en 100 mL de disolucién
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2.3.2.4 Determinacion de los parametros de impregnacion caracteristicos

Con la variedad de manzana seleccionada y la concentracion de la disolucién de
impregnacion isotonica se estudié los parametros de impregnacion: fraccion
volumétrica de liquido incorporado en el periodo a presion de vacio y al final del
proceso, deformacién volumétrica de la muestra en el periodo a presiéon de vacio
y al final del proceso y porosidad efectiva, siguiendo el método propuesto por
Fito et al. (1996). Asimismo, se determind el contenido de oligofructosa
incorporado por analisis quimico y se caracterizd el producto mediante la

determinacion de pH, humedad, color y textura.

2.3.2.5 Efecto del secado sobre la estabilidad de los prebidticos y

propiedades de color y textura

Muestras impregnadas fueron secadas a 50°C durante 24 horas y se evaluo el
efecto del proceso sobre el contenido de oligofructosa y las siguientes

evaluaciones fisicas: textura, aw y materia seca.

2.3.2.6 Estabilidad de los prebi6ticos en almacenamiento

Las muestras impregnadas y secas fueron almacenadas a temperatura
ambiente (25 +2°C) por espacio de 4 meses, al final del periodo se realizaron las
siguientes determinaciones: materia seca, aw, contenido de oligofructosa,

compuestos fendlicos y actividad antioxidante.
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2.3.3 Desarrollo de un aperitivo de manzana simbidtico con propiedades

funcionales adicionales

2.3.3.1 Estudio de los factores de crecimiento en la incubacién del zumo

base con probidtico: fuente/concentracion de proteina, cantidad de in6culo

El zumo base empleado en este segundo desarrollo fue un zumo comercial de
mandarina de la marca Don Simon® vy la cepa empleada L. salivarius spp
salivarius CECT 4063 de la Coleccién Espafiola de cultivos tipo (CECT) de la
Universidad de Valencia y como fuente de oligofructosa se empled el producto

comercial de la marca Beneo Orafti P95.

Un andlisis de los componentes de un medio 6ptimo para el crecimiento de
Lactobacillus como es el caldo Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y el zumo de
mandarina, indica la deficiencia en los niveles de factores de crecimiento como:
contenido de proteina, minerales y algunas vitaminas, del mismo modo el medio
acido caracteristico de los zumos de citricos no es un medio apropiado. En este
altimo aspecto Betoret et al. (2012) determinaron el pH 6 como el méas apropiado
para el crecimiento de Lactobacillus salivarius y propusieron un ajuste con
bicarbonato de sodio antes de la incubacién, por lo que en las siguientes etapas
del estudio del zumo base (solucién isoténica: zumo de mandarina+prebiotico)

ajustado a un pH de 6 con bicarbonato de sodio.

» Efecto de la fuente/concentracion de proteina

Se evaluaron cuatro fuentes de proteina comercial: levadura fresca de
panificacién (Levital), levadura de cerveza (Deliplus) y proteina de soya
(Ynsadiet), bajo dos niveles de fortificacion 0.5 y 1% p/p. Las soluciones
preparadas a partir del zumo base se incubaron a 37°C por 12 y 24 horas y se

determinaron: el nivel de crecimiento del microorganismo y el pH.
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» Efecto de la concentracion de microorganismo

A fin de estudiar el efecto del nivel de inoculacion sobre el crecimiento del
microorganismos se evaluaron dos niveles: 0.4 y 4% v/v de cultivo madre en
caldo MRS, el proceso de incubacion se siguié como se explica en el apartado

anterior.

2.3.3.2 Efecto de la concentracion de prebiético sobre el nivel de

crecimiento del microorganismo y el nivel de impregnacion

A fin de estudiar el efecto de la presencia de oligofructosa sobre el crecimiento
microbiano fueron ensayados tres niveles de fortificacion del zumo: 5 (solucion
isotonica), 20y 35% con la fuente y el nivel de proteina seleccionado en los
pasos anteriores y se evaluo el nivel de crecimiento del microorganismo, pH, y

la cinética de crecimiento durante 24 horas de incubacién a 37°C.

2.3.3.3 Efecto de la incubacion sobre las propiedades funcionales del

liguido de impregnacién

Se evaluo el efecto de la incubacion 12 y 24 horas sobre propiedades fisicas (pH,
color, viscosidad, sélidos solubles, densidad) y los componentes funcionales
determinandose: contenido de &cido ascérbico, oligofructosa, flavanonas y
actividad antioxidante. Fue seleccionado y formulado el zumo para las pruebas

de impregnacion.

2.3.3.4 Estudio de la impregnacion con el liquido de impregnacion

desarrollado: valoracién funcional

A fin de evaluar el enriquecimiento de la matriz de manzana con los componentes
bioactivos del liquido de impregnacion se realizé una valoracion funcional de la
manzana fresca y la manzana impregnada determinandose el contenido en:

oligofructosa, compuestos fendlicos, acido ascorbico, flavanonas y actividad
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antioxidante. Asimismo, se determin6 la incorporacion teérica mediante la
aplicacion del modelo hidrodinamico propuesto por Fito (1994) y Fito y Pastor
(1994).

2.3.3.5 Efecto de los ciclos de impregnacion sobre las propiedades

funcionales del liquido de impregnacion

En esta parte se evallo las propiedades funcionales del liquido de impregnacion
en 5 ciclos. Después de cada ciclo se determind las propiedades fisicoquimicas
(solidos solubles, pH, color, viscosidad, aw), asi como el contenido de
microbiano, &acido ascorbico, compuestos fendlicos, flavanonas y actividad

antioxidante.

2.3.3.6 Estudio de la viabilidad del microorganismo en el liquido de

impregnacion bajo almacenamiento a 4°C

Muestras del liquido de impregnacion desarrollado fueron almacenadas en
refrigeracion a 4 °C por 21 dias y se evalué semanalmente la estabilidad de sus
propiedades fisicoquimicas (pH, aw, color y viscosidad) y el contenido del

microorganismo probidtico.

2.3.3.7 Estabilizacion de las muestras impregnadas por secado en aire

caliente

Para determinar el nivel de temperatura de secado las muestras fueron secadas
a 30, 40 y 50 °C en un secador de aire caliente fabricado por POL-EKO-
APARATURA a una velocidad del aire de 2 m/s y con renovacién del aire total.
Se determino el nivel de supervivencia del microorganismo en el producto seco,
seleccionandose aquella temperatura que aseguré el mayor contenido del
probidtico en la matriz. Secado a esta temperatura y durante 24 horas se
determind la evolucion del contenido de microorganismo, actividad de agua, y

materia seca. La muestra seca se caracteriz6é en: color, textura, actividad de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412000556#b0070#b0070
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412000556#b0075#b0075
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412000556#b0075#b0075
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agua, Y la valoracion funcional mediante la determinacion del contenido de:

flavanonas, acido ascorbico, oligofructosa, fendlicos y actividad antioxidante.

2.3.3.8 Estudio del almacenamiento de manzanas impregnadas secas.

Las muestras secas fueron empacadas en bolsas SP-Film/Pouch 105 (Swiss
Pack Pvt.Ltd) film constituido por tres materiales laminados: 12 um Pet, 12 um
(Pet metalizado), 10 um PE selladas herméticamente y se almacenaron a
temperatura ambiente (25+2°C) por espacio de 5 meses. Durante ese tiempo
mensualmente se evalud la evolucion de: textura, color, aw y materia seca y
propiedades funcionales como contenido de: flavanonas, acido ascorbico,

oligofructosa, fendlicos y actividad antioxidantes.
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Capitulo 3

3. Métodos Analiticos y Equipos

Para el desarrollo de cada etapa del esquema experimental y el cumplimiento

de los objetivos planteados se siguieron los métodos analiticos siguientes:

3.1 Andlisis fisicoquimicos

3.1.1 Materia seca

Se determind bajo el método oficial de la AOAC 20.013 el cual consiste en la
medida de la diferencia de peso antes y después del secado de muestras en
una estufa a vacio bajo una presiéon de 10 mmHg y temperatura de 60 °C hasta
peso constante.

3.1.2 Sélidos solubles

El contenido de soélidos solubles se determind en un refractbmetro ABBE
ATAGO 3T (Atago CO LTD, Japon) termostatado a 20°C, mediante la lectura

directa en grados Brix.
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3.1.3 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecéanicas de las muestras sélidas se evaluaron mediante un
ensayo de puncion llevado a cabo con un analizador de textura marca Stable
Micro Systems, modelo TA.XT plus y software Texture Exponent 32 version
2.0.6.0. El ensayo se realiz6 con una sonda cilindrica de acero inoxidable de 2
mm de diametro a temperatura ambiente. Las condiciones del ensayo fueron:
velocidad de avance del punzon de 2.0 mm/s, fuerza de activacion de 0.04903N,
distancia recorrida por la sonda de 10 mm y celda de carga de 50 kg. Los datos
obtenidos en cada ensayo fueron fuerza maxima (N), distancia (mm) y

pendiente de la parte lineal de la curva de deformacion (N/mm).

3.1.4 Propiedades Opticas

El color de las muestras se midié con un espectrofotometro Minolta modelo CM-
3600d, utilizando un iluminante D65 y un observador estandar con un angulo de
vision de 10° (UNE 40-080, 1984). Para las muestras impregnadas y secas por
tratarse de muestras translucidas se corrigieron los valores obtenidos de acuerdo
con la teoria de Kubelka-Munk de dispersién de luz multiple (Hutchings,1999)
que describe las propiedades Opticas de una muestra a cualquier longitud de
onda mediante un coeficiente de dispersion (S) y otro de absorcion (K). Las

medidas de color se expresaron en base a las coordenadas CIE L*a*b*.
3.1.5 Actividad de agua
Se determin6é con un hidrémetro de punto de rocio Fast-Lab (GBX Francia)

calibrado con soluciones saturadas de referencia. Las medidas fueron realizadas
a 25°C.
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3.1.6 Viscosidad

Se determind la viscosidad aparente de las disoluciones de impregnacién, bajo
un gradiente de velocidad de 100 s*. El equipo empleado fue un reémetro
rotatorio (marca HAAKE, modelo Rheo Stress RS1, Alemania) con un sensor
cilindrico conico (Z34 DIN Ti) y con bafio con control de temperatura (marca

HAAKE, modelo Phoenix 2). Las medidas fueron realizadas a 25 °C.

3.1.7 Densidad, densidad aparente y densidad real

La determinaciéon de la densidad de las disoluciones de impregnacion se

realizaron por el método del picnémetro a 25°C.

Las determinaciones de las densidades real y aparente en manzanas frescas e
impregnadas se realizaron mediante el método de desplazamiento de volumen,
utilizando para ello un picnémetro de solidos y agua destilada como liquido de
referencia y a una temperatura de 25 °C. En la determinacion de la densidad
aparente se introdujo en el picndmetro 5 g de muestra solida conservando toda
Su estructura y se enras6 con agua destilada evitando la formacién de burbujas
de aire en el interior del picnémetro y en la superficie de la manzana. Para la
determinacién de la densidad real se eliming el aire presente en la muestra

mediante la aplicacién de vacio y se enraso6 con agua destilada.

3.1.8 Porosidad real

La porosidad real se determind a partir de las densidades real (pr) y aparente (pa)

mediante la siguiente ecuacion:

Pr —Pa

g =—"

Pa
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3.1.9 pH

Se realiz6 directamente sobre la pulpa molida de la manzana y el liquido de
impregnacion. Se empleé un multimetro Crison, modelo MM40 (Crison
Instrument S.A. Espafia) con multisensor 5059 con electrodo de diafragma
cerdmico, elemento de referencia Ag recubierto de Ag Cl y sensor de
temperatura Pt 1000 para la compensacion de temperatura, calibrado con buffer
de pH 7.00y 4.01

3.1.10 Acidez

Se determind siguiendo el método oficial AOAC 942.15 (1997) que contempla
una valoracion con una disolucion titulada de hidroxido de sodio en presencia de
fenolftaleina como indicador. El contenido de &cido fue expresado en g de acido

malico.

3.1.11 Determinacién de azlicares reductores

Fue determinado por espectofotometria siguiendo el método del reactivo de
p-hidrobenzoico hidrazida (PAHBAH) (AOAC 999.03) y expresado como

glucosa.

3.2 Andlisis funcional

3.2.1 Determinacion de acido L-ascérbico

El &cido L-ascorbico fue determinado por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), siguiendo el método propuesto por Sanchez-Moreno et al. (2003) y
empleando como solvente de extraccion una disolucidn acuosa con 3% de &cido
meta fosforico y 8% de acido acético. Para evitar la oxidacion del &cido

ascorbico, la extraccion se realizdé en atmosfera de nitrogeno. El extracto fue
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filtrado con un filtro de membrana de nylon de 0,45 ym. La separacién del acido
ascorbico se realizé por HPLC (Alianza 1996-Water), usando una columna de
fase inversa (Luna Il Phenomenex) C18 (5 ym) de acero inoxidable (250 x 4.6
mm de d.i.) y un detector de diodos. La fase movil empleada fue una disolucion
al 0,01% de H2PO4 ajustada a pH 2.5-2.6, bajo un sistema isocratico con un
caudal fijo de 1,0 mL/min y 20 pyL de volumen de inyeccion. La identificacion del
acido ascorbico se realizd comparando el tiempo de retencion y el espectro de
absorcion UV-visible con los de un estandar de acido L-ascérbico 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 acido L-ascorbico en un rango de 50 a 400 ppm.

3.2.2 Determinacién del contenido de flavanonas

Las flavanonas fueron determinadas siguiendo el método propuesto por Cano et
al. (2008), utilizando como solvente de extraccibn una disolucién de
dimetilsulféxido y metanol (1:1 v/v). El sobrenadante fue filtrado a través de un
fitro de membrana de nylon de 0,45 pm. La separacion de las flavanonas se
realizé6 por HPLC (Alianza 1996-Water), usando una columna de fase inversa
(Luna Il Phenomenex) C18 (5 um) de acero inoxidable (250 x 4.6 mm de d.i.) y
un detector de diodos. Las fases moviles empleadas fueron acetonitrilo (solvente
A) y acido acético al 0.6% (solvente B). Se empled 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
retencién y espectro de absorcion 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 9 y 21 ppm para la narirutina y
entre 2 y 7 ppm para la didimina.
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3.2.3 Fructosanos

Para la determinacion de fructanos se sigui6 el método
espectofotométrico/enzimatico de la AOAC 999.03 utilizando un kit enzimatico
(Megazyme, Bray, Irlanda), el cual consiste en un proceso de extraccion con
agua a 80°C y un tratamiento de una alicuota del extracto con una mezcla de
dos enzimas (sucrasa y amilasa) para hidrolizar la sacarosa en glucosa y
fructosa, y el almidon a glucosa bajo incubacion a 40°C durante 30 minutos. Los
azucares reductores presentes son luego reducidos a sus alcoholes por
tratamiento con una solucion alcalina de borohidruro a 40°C por 30 minutos. La
solucion es neutralizada y el borohidruro en exceso removido con &cido acético
diluido. Los fructanos luego son hidrolizados a fructosa y glucosa utilizando una
fructanasa (mezcla purificada de exo y endo-inulinanasas) bajo incubaciéon a
40°C por 20 minutos. Finalmente los azucares reductores (glucosa y fructosa) se
miden por espectofotometria después de la reaccion de la solucion muestra con
el reactivo acido p-hidro-benzoico hidrazida (PAHBAH) en bafio de agua en

ebullicion y lectura a 410 nm. El estdndar empleado fue fructosa.

3.2.4 Determinacion de la capacidad antioxidante

La determinacién de la capacidad antioxidante se realizo por triplicado, utilizando
tres métodos diferentes: el catibn 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 (DPPHe), reportado por Brand-
Williams et al. (1995) y el método FRAP descrito por Benzie y Strain (1996). La
determinacién de las muestras liquidas fue directa y, en los casos necesarios,
se realizaron diluciones con agua destilada. Para las muestras sélidas se utilizé
el método de extraccion descrito por Michiels et al. (2012), utilizando como
solvente acetona/agua/acido acético (70:28:2 v/v/v) en presencia de nitrégeno

para evitar reacciones de oxidacion. ElI equipo empleado fue un
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espectrofotometro Perkin—Elmer UV/Vis Lambda 2 (Perkin—Elmer, Jigesheim,

Alemania).

3.2.5 Contenido de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se determind segun el método del
reactivo Folin—Ciocalteu (FC) reportado por Singleton y Rossi (1965) en un
espectrofotometro Perkin—Elmer UV/Vis Lambda 2 (Perkin—Elmer, Jigesheim,
Alemania). La determinacion de las muestras liquidas, previamente diluidas, fue
directa. EI método de extraccion para las muestras soélidas fue el mismo
empleado para determinar la capacidad antioxidante y las mediciones se
realizaron por triplicado.

3.3 Preparacion de los cultivos microbioldgicos y analisis microbiologicos

Cultivo liofilizado del microorganismo L. salivarius spp. salivarius CECT 4063
de la Coleccion espafiola de cultivos tipo fue recuperado mediante crecimiento
en caldo MRS durante 24 horas a 37°C. El cultivo fue luego transferido a los
zumos formulados en las concentraciones que se especifican en cada etapa del
trabajo, en una proporcion de 4 mL de caldo MRS por 1 L de liquido de
impregnacion. Los zumos inoculados fueron incubados durante 24 h a 37 °C.
Para determinar el contenido de células microbianas en el liquido de
impregnacion y las muestras impregnadas, 1 mL 6 5 g de muestra
respectivamente se mezclaron con 9 mL o 45 mL respectivamente de agua
peptonada tamponada y se agitaron con un voOrtex o0 trituraron con un
homogenizador Stomaker respectivamente. De la solucién madre se elaboraron
diluciones de 107" a 1078 con agua pectonada y se sembraron en agar MRS
por el método de doble capa e incubaron por 24 h a 37°C.

En la etapa de formulacién para el estudio de la cinética de crecimiento del
microorganismo probidtico se empled el modelo modificado de Gompertz
(Zwietering et al., 1990).
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3.4 Andlisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Los valores presentados
corresponden a las medias * la desviacion estandar. Por medio del software
Statgraphics Centurion v. 16.1.11. se realizaron andlisis de las varianzas
(ANOVA para determinar las diferencias estadisticamente significativas con un

nivel de confianza del 95% (p<0.05).
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Capitulo 4

4. Desarrollo de un aperitivo de manzana con

prebidticos

4.1 Caracterizacion de las variedades de manzana y evaluacion de la

conveniencia para el proceso.

En la tabla 4.1 se presenta la caracterizacion fisicoquimica y la capacidad de
impregnacion para las 4 variedades de manzana estudiadas: Granny Smith, Fuiji,
Golden, Red Chief. La composicion concuerda con lo publicado por diferentes
autores para estas variedades. A continuacion se comentardn algunas de las

variables, dada la influencia en el proceso de impregnacion.

El pH y la acidez podrian condicionar la estabilidad de la oligofructosa durante
las operaciones siguientes, sobre todo cuando éstas implican tratamientos a

temperaturas elevadas como es el caso del secado.

Estudios realizados por Yun (1996) y Frank (2002) ponen de manifiesto que los
fructooligosacaridos son altamente estables en el rango de pH de 4.0-7.0. A pH
menores de 4, los enlaces tipo  de las unidades de fructosa, tanto en la inulina

como en la oligofructosa, se hidrolizan con la consecuente formacion de fructosa
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perdiendo o reduciendo su capacidad prebiotica. Segun los resultados
obtenidos, las variedades que presentan un pH dentro del rango recomendado
para la estabilidad de la oligofructosa son: Fuji y Red Chief. Asimismo, es
importante sefialar que los pHs de las disoluciones de impregnacion que se
muestran en la tabla 4.2 estan por encima de 4 por lo que su incorporacion en
las variedades mencionadas aseguraria valores de este parametro en el

intervalo recomendado para la estabilidad.

Tabla 4. 1 Caracterizacion fisicoquimica de diferentes variedades de manzana

y evaluacion del nivel de incorporaciéon de oligofructosa después

delalVv
Granny Smith Fuji Golden Red Chief
Humedad? 85.2+0.7 85.1+0.3 84.3+0.8 86.6+0.7
Sélidos
solubles de la 12.7+0.5 13.9+1.7 14.6+0.6 12.5+1.1
fraccion liquida?
Acidez 3 0.55+0.07 0.1645+0.0007  0.3326+0.0013 0.08569+0.00106
Actividad de
0.988 0.987 0.986 0.988
agua (aw)
pH 3.26+0,02 4.033+0.012 3.637+0.006 4.27+0.02
Densidad
0.837+0.009 0.882+0.015 0.781+0.003 0.842+0.007
aparente*
Densidad real * 1.054+0.002 1.059+0.012 1.055+0.003 1.051+0.002
Porosidad real® 205+1.1 16.7+1.3 26.040.3 19.9+0.6
Sélidos
9.9+0.5 9.4+0.9 11.4+1.1 9.8+0.4

incorporados &
Contenido de
oligofructosa en
8.6+0.5 8.2+0.7 9.5+0.9 9.2+0.4
el producto

impregnado®

1 g agua/ 100 g muestra 2°Brix, 3 g acido méalico/100 g peso fresco, 4 g/mL, 5%, ©g/100g

producto fresco obtenido bajo la impregnacion con una disolucion hiperténica de 50,7 °Brix
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Por otro lado, es importante analizar propiedades fisicas (porosidad, densidad)
relacionadas con la estructura de la manzana para explicar su comportamiento
enlalV. Los tejidos vegetales se componen de espacios intercelulares altamente
interconectadas llenos de aire y que forman una complicada red de caminos
tortuosos y clusters que contribuyen a la heterogeneidad del tejido.
Particularmente la manzana es un tejido vegetal anisotropico con alta porosidad.
La porosidad y espacios intercelulares se incrementa del centro a la periferia del
parénquima de la manzana (Schulze et al., 2012). Las células de la region interior
tienen una forma elongada cilindrica y son orientadas de manera uniforme,
mientras que células esféricas de la regidon exterior no estan orientadas

uniformemente (Chalernchat et al., 2010).

La porosidad constituye una medida de los espacios llenos de aire en el tejido y
a nivel de la impregnacion a vacio (IV) representa el maximo espacio que puede
ser ocupado por un medio liquido. Esta compleja red es dependiente de la
especie, cultivar, estructura del tejido y funcionalidad (Raven, 1996). La
manzana es reconocida por poseer altos valores de porosidad comparada con
otras frutas. Los valores encontrados en la bibliografia para diferentes
variedades se encuentran en el intervalo de 17.4 — 27.3 %. Las porosidades
obtenidas para las variedades estudiadas son del orden de los valores
publicados (Salvatori et al.,1998)

Como una observacion particular las variedades Golden y Red Chief presentaron
una textura quebradiza durante la manipulacién en las operaciones de cortado
en rodajas e impregnacion, esto podria considerarse un inconveniente para

lograr rodajas enteras que continten el proceso.

En cuanto al grado de impregnacion puede observarse en la figura 4.1, que la
variedad Golden presenta el mas alto grado de impregnacion con 11.4 % de



Capitulo 4: Desarrollo de un aperitivo de manzana con prebidticos

sélidos incorporados, mientras que las variedades Fuji, Granny Smith y Red
Chief no presentan diferencias significativas, con valores de sélidos incorporados

de 9.4,9.9y 9.8 % respectivamente.
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=
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Wariedades

Figura 4. 1 Sdélidos incorporados por impregnacion y relacion con la porosidad

en variedades de manzana.

Como se ha mencionado anteriormente la impregnacion de la muestra es
dependiente de las caracteristicas del material fresco como su morfologia
celular, fuerzas intercelulares y diametro de los poros (Schulze et al., 2012). De
esa manera tejidos con diferentes tamafios y geometria de los poros es de
esperar muestren diferentes propiedades de transporte durante la IV (Panarese
et al., 2013).

El mayor valor de soélidos incorporados obtenido para la variedad Golden podria
atribuirse entre otros factores a la mayor porosidad que presenta (26%) con
respecto a las otras variedades, corroborado por la buena correlacion que
presenta estas dos variables (R?=0.979) (figura 4.1). Sin embargo, otras
caracteristicas también relacionadas con la estructura y propiedades mecanicas
del material, estarian interactuando. Martinez-Monzé (1998) menciona que la

estructura del tejido desempefia un papel importante no soélo por su porosidad
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total sino también por el tamafo, forma y distribucion de los poros, asi como la
forma de comunicacion entre ellos y el liquido exterior, sefiala ademas que la
existencia de poros mas o menos impedidos a la transferencia de gas y liquido,

condicionaria la deformacion e impregnacion del material.

La IV también depende de las propiedades mecanicas del material biolégico
(Derossi et al., 2011), los cambios de presion no solamente causan flujo de gas
y liquido sino también una deformacion/relajacion de la matriz. Durante la
primera etapa de la IV el producto generalmente se expande o aumenta de
volumen al inicio, debido a la expansion del gas en los poros. Esto es seguido
por una reduccién del volumen cuando la matriz sélida se relaja en tanto el gas
se libera del tejido. En la segunda etapa, la compresién causa deformacion por
relajacion, debido a la penetracion del liquido externo en los poros (Fito et al.,
1996).

Schulze et al. (2012) estudiaron el efecto de la firmeza de frutos de 14
variedades de manzana (que incluye las variedades estudiadas en esta
investigacién) sobre el nivel de impregnacion de un extracto rico en derivados
de quercitina y reportaron una débil correlacion negativa. Variedades mas
blandas presentaron mayor concentracion de glicosidos de quercetina después
de la 1V, y sefialaron que la rigidez afecta el proceso de enriquecimiento durante
la deformacion y relajacion del tejido. Finalmente, afiaden que las diversas
caracteristicas del tejido  parenquimatico influyen en el mecanismo
hidrodinamico (HDM) y los fendmenos de relajacion-deformacion (DRP) y por lo
tanto en el nivel de impregnacion final. Por lo tanto, la estructura blanda de la
variedad Golden unida a su mayor porosidad explicaria la mayor incorporacion

de liquido de impregnacion.

El contenido de oligofructano estimado en las variedades estudiadas cuando la
impregnacion se llevé a cabo con una disolucién hiperténica de 50.7 °Brix esta
comprendido entre 8.2y 9.5 g/100 g producto impregnado, lo que demuestra una

buena incorporacion del prebidtico. Con disoluciones de diferente concentracion
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puede controlarse el nivel de oligofructosa incorporada a fin de cumplir los

requerimientos recomendados de este componente funcional.

4.2 Caracterizacion de las soluciones de impregnacioén

Enlatabla4.2 se presentalas caracteristicas fisicoquimicas de las disoluciones
de impregnacion. Estas propiedades dictaminaran el desemperio del proceso y
las caracteristicas del producto impregnado. En la figura 4.2 se representa las
relaciones entre la concentracion de oligofructosa y estas propiedades. Se han
incluido valores bibliograficos para azuUcares como sacarosa y/o fructosa con
fines comparativos. Las ecuaciones ajustadas que modelan estas relaciones se

presentan en la tabla 4.3.

Tabla 4. 2 Caracterizacion fisicoquimica de las disoluciones de impregnacion

_ » Solidos _ Viscosidad
Disolucion de Densidad
_ » solubles aparente aw
impregnacion pH _ (g/mL)
(°Brix) (mPa-s)

a A W N PP

Los resultados muestran una relacion lineal entre la concentracion y las
propiedades de: sélidos solubles y densidad (figura 5.2 A, B). Los valores de
densidad de las disoluciones de oligofructanos son ligeramente superiores a los

valores publicados para soluciones de sacarosa.

Numerosas referencias reportan dificultades en la impregnacion de frutas
cuando se trabaja con disoluciones muy viscosas por una incompleta

impregnacion de los poros de la fruta, es por esto que la evaluacion del grado

4.86+0.11 4.80+0.05 1.0173%+0.0003 1.51+0.04 0.997+0.002
4.71+0.17 17.90£0.05 1.077+0.007  1.8848+0.0008 0.993+0.002
4.68+0.0 29.78+0.05 1.1262+0.0002 3.363+0.013  0.986+0.002
4.66+0.04 40.76+£0.07 1.1795+0.0006 7.37£0.05 0.972+0.002
4.62+0.01 50.74+£0.05 1.2322+0.0002 20.4+0.3 0.952+0.002
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de aumento de la viscosidad con la concentracion de oligofructosa permitira tener
una idea del impacto de este parametro sobre la facilidad o dificultad de
penetracion del fluido. En la figura 4.2 C se presenta el efecto de la concentracion
de oligofructosa sobre la viscosidad. Cabe sefialar que las viscosidades
reportadas corresponden a la viscosidad aparente evaluada a una velocidad
angular de deformacion de 100 s por lo que los valores deben ser tomados

como valores de referencia y con fines de comparacion.

1,25

54 ¢ oligofructosa (datos g
experimentales 22 C)
Ajuste

44 O Datos experimentales 1,2 4

@ Sacarosa20C

34 A 1,15 A

1,1 1
24 4

Sélidos solubles (Brix)
Densidad (g/mL)

14 ] 1,05

1

4 v v v v
25 35 45 55 5 15 5 25 . 35 ) 45 ) 55
Concentracion (g Beneo P95™, 93,2% oligofructosa /100 g) Concentracion (g Beneo " P95, 93,2% oligofructosa 6
sacarosa /100g)

A B

201 ¢ Oligofructosa (datos experimentales)

0,98 1

15 Ajuste Modelo Chirife y Buera (1997)

—O0— Sacarosa 0,96 A

aw

10 A 0,94 A

o Oligofructosa (datos

experimentales

Viscosidad aparente (mPa.s)

0,92 1 Ajuste Modelo de Norrish

5 -

—B— Sacarosa

0,9 1
0 —o— Fructosa
5 15 25 35 45 55 0.88
5 15 25 35 45
Concentracion (g Beneo™ P95, 93,2% oligofructosa o Concentracion (g Beneo'" P95, 93,2% oligofructosa o
sacarosa /100g) fructosa o sacarosa /100 g)

Figura 4. 2 Relacion de las caracteristicas fisicoquimicas: A) sélidos solubles, B)
densidad, C) viscosidad aparente y D) actividad de agua de las disoluciones de

impregnacion con la concentracion de oligofructano.

A concentraciones por encima de 30 °Brix las disoluciones de oligofructosa son
mMAas viscosas que sus correspondientes disoluciones de sacarosa, lo cual

concuerda con lo sefalado por Yun (1996), siendo esta diferencia mas notoria
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a mayores concentraciones. Respecto a esta propiedad, Martinez-Monzo (1998)
trabajando con manzanas cortadas en forma cilindrica de 2x2 cm de diametro y
altura, con tiempos de proceso de 15 minutos, y disoluciones isotdnicas con
viscosidades en el intervalo de 0.68-10 mPa.s encontré un descenso en el nivel
de impregnacion evaluado como fraccion volumétrica de liquido incorporado
desde 0.14 a 0.09 respectivamente, manteniéndose luego constante hasta
niveles de 30 mPa.s. El intervalo de viscosidad de las disoluciones de
impregnacion del presente estudio fue de 1.5-20.4 mPa.s, por lo que es
predecible encontrar un descenso en el nivel de impregnacion. Los resultados
obtenidos se ajustaron al modelo propuesto por Chirife y Buera (1997) para
disoluciones de no electrolitos mostrando un buen ajuste (r>= 0.999). Los
parametros del modelo se presentan en la tabla 4.3.

Tabla 4.3 Modelos ajustados y propuestos para las relaciones de las

propiedades y la concentracion de las disoluciones de impregnacion.

Relacion de

. Ecuacion Modelo R?
propiedades

. ., ) Propuesto por la
°Brix-concentracion? Brix=0.9968C _ L 0.999
presente investigacion

Viscosidad- -
» u=0.950exp98.07X Chirife y Buera (1997)  0.999
concentracién?

Actividad de agua-

Caciond aw=X1 exp (-16.873X?) Norrish (1966) 0.992
concentracion
Densidad- Propuesto por la
- 0=0.0046C+0.9952 , S 0.999
concentracion 14 presente investigacion

1C:concentracidn (g oligofructosa/100 g solucion). 2 u :viscosidad aparente (mPa.s), X: molalidad.
8 Xa:fraccion molar agua, Xz:fraccion molar oligosacaridos

4 p=densidad (g/mL)

Respecto a la actividad de agua el intervalo de valores obtenido en las
disoluciones de diferentes concentraciones de oligofructano fue de 0.997-0.952.
En la figura 4.2 D se muestra la relacion entre la actividad de agua y la
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concentracion de oligofructosa, también se ha representado para disoluciones
de sacarosa y fructosa estimadas a partir de la ecuacion y parametros de Norrish
(1966). Se observa que los tres solutos presentan diferente capacidad para
reducir la actividad de agua. La oligofructosa provoca una menor depresion de
la actividad de agua que la fructosa y la sacarosa, lo que repercutird en la
actividad de agua del producto final y por lo tanto en su conservacion. Los
resultados se ajustaron al modelo de Norrish, considerando un peso molecular
promedio de 579 g/mol publicado por De Genaro et al. (2000), y obteniéndose
un valor para el pardmetro K de 16.873 (R?=0.992). Comparado con los factores
de 6.47 y 2.25 publicados para sacarosa y fructosa respectivamente, el valor es
bastante mas alto por el menor efecto depresor de la actividad de agua.
Considerando una actividad de agua promedio en manzana de 0.987 puede
sefalarse que a concentraciones mayores a 29.9 % del producto comercial de
oligofructosa las disoluciones de impregnacion resultan hiperténicas lo que
provocaria junto a la impregnacion por la accion del HDM, una deshidratacion
osmatica, debido a una accién acoplada de mecanismos dependientes de

gradientes de concentracion.

La bondad de ajuste de los modelos y ecuaciones empiricas reportadas en la
tabla 4.3 pone de manifiesto que para el rango de concentraciones estudiadas,
las propiedades pueden predecirse con estas ecuaciones con bastante

aproximacion.

4.3 Efecto de parametros del proceso en el grado de impregnacion.

En la figura 4.3 se presenta los balances de masa para los diferentes
tratamientos y repeticiones, se ha representado la variacion neta de masa total
frente a la suma de las variaciones netas de agua y solidos solubles. En todos
los casos la distribucion de los puntos experimentales se da sobre la recta de
pendiente uno con intercepto en el origen, esto conjuntamente con la elevada

correlacion de la regresion (r’=0.9977) valida los datos experimentales.
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Figura 4. 3 Balance de Masa: Variacion del contenido de agua y soluto

(AMw+AMSs) graficado contra variacion de masa total (AMt)

4.3.1 Efecto del tiempo de vacio y tiempo bajo presién atmosférica

Los altos valores de viscosidad de disoluciones de impregnacion con alta
concentracion de la oligofructosa podrian determinar la necesidad de aplicar
tiempos de tratamiento distintos para que se equilibren las presiones dentro del
sistema. Existen diferentes investigaciones en las que se evalla el efecto de esta
variable en disoluciones isoténicas con geometrias variadas cuyas dimensiones
caracteristicas exceden de 1 cm y en las que se sefala que el mecanismo
hidrodindmico transcurre de manera muy rapida por lo que el tiempo no ha sido
considerado limitante en la respuesta de la fruta a la impregnacién (Salvatori,
1997; Mujica-Paz et al., 2003). Chiralt et al. (2001) sefialan que la duracion del
periodo a presion de vacio en este tipo de proceso tiene que ser el necesario
para alcanzar el equilibrio mecanico dentro del producto (igual presion interna y
presion externa aplicada) con la consecuente salida de parte del gas interno y
de liquido libre arrastrado con él. Asimismo, sefalan que la cinética de la
ganancia hidrodinamica de la disolucion externa en el producto poroso durante
el restablecimiento de la presién atmosférica en la segunda etapa del proceso
es muy rapida comparado con un proceso difusional y es uUnicamente
dependiente de la caida de presion durante el flujo del liquido determinada por
su viscosidad, ademas de la porosidad y la tortuosidad de la matriz sélida.

105



Capitulo 4: Desarrollo de un aperitivo de manzana con prebidticos

106

Salvatori et al. (1998) estudiaron la respuesta de algunas frutas a la
impregnacion a vacio, evaluaron el efecto de la duracion de los dos periodos en
el proceso, en el intervalo de 5-15 minutos con disoluciones isoténicas. Los
resultados no presentaron diferencias significativas en ninguna de las frutas
estudiadas y lo atribuyen a la rapida cinética del fendmeno acoplado de
deformacion-penetracion lo cual conduciria a una situacion de equilibrio para la
accion del mecanismo hidrodinamico (HDM) en el rango de tiempo estudiados

en sus experimentos.

Sin embargo, otras investigaciones trabajando con disoluciones muy viscosas,
consideran que el tiempo es un factor limitante y que debe ser evaluado para
mejorar la eficiencia de la impregnacién (Martinez-Monzé, 1998; Guillemin et al.,
2008).

Guillemin et al. (2008) estudiaron el efecto de la viscosidad y la osmolaridad en
la eficiencia de la operacion de impregnacion en cubos de manzana de 1lcm,
encontrando que la impregnacion con disoluciones hipertdnicas no viscosas fue
bastante homogénea. Por el contrario cuando trabajaron con disoluciones
hipertdnicas y viscosas no obtuvieron una impregnacion eficiente, bloqueandose
el flujo de la disolucion de impregnacion en la zona superficial. Este resultado lo
atribuyeron a un efecto sinergista de la disipacion de energia debido al fenémeno
de friccién y la pérdida de rigidez de la estructura parenquimatica de la manzana
resultado de la pérdida de turgor por deshidratacién osmatica de las células de

manzanas.

Los resultados expuestos hasta ahora justifican la necesidad de evaluar el efecto
de los tiempos de las etapas a presion de vacio y a presién atmosférica. Para
estos ensayos se eligio la disolucion de impregnacion de mayor viscosidad a

fin de considerar las condiciones menos favorables.
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En latabla 4.4 se presenta el efecto del tiempo de la etapa a vacio (t1) y el tiempo
de la etapa a presion atmosférica (t2) sobre los solidos incorporados y la variacion

del contenido de agua.

Tabla 4. 4 Efecto del tiempo de proceso (11, t2) sobre los solidos incorporados y

la variacion del contenido de agua

Variacion del
contenido de agua
(9/100 g fruta fresca)

Solidos incorporados

ti(min)  tz (min) (9/100 g fruta fresca)

5 5.93£1.03 -4.410.4
5 10 6.9£0.2 -5.1+0.9
5 5.8+0.2 -7.3+£0.9
10 10 6.9£0.5 -7.7£2.9

Un andlisis estadistico puso de manifiesto con un nivel de confianza de 95 %,
que ni el tiempo a presion de vacio ni el tiempo a presion atmosférica tuvieron
un efecto significativo sobre la cantidad de sdlidos incorporados. Estos
resultados reflejan que la cinética de impregnacion fue rapida a pesar de la
elevada viscosidad de la disolucion (20 mPa.s). El relativamente amplio espacio
intercelular y una estructura celular elastica encontrado en la manzana, aunado
al pequefio espesor de las muestras (5 mm) estarian contribuyendo a la rapidez
del proceso. Si que se observa cierta tendencia a una mayor impregnacion bajo
un tiempo de 10 minutos a presion atmosférica. A la vista de estos resultados se
puede indicar que 10 minutos para cada etapa es un tiempo suficiente para
permitir la expansién y salida del gas del interior de las muestras durante la etapa

a presion de vacio y su posterior impregnacion.

El hecho de utilizar como disolucién de impregnacién una disolucion hiperténica
hace que conjuntamente a la impregnacion por la accion del mecanismo
hidrodindmico se produzca una deshidratacion osmoética, debido a la accion

solapada de mecanismos dependientes de la concentracion. Como puede
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observarse en la tabla 4.4 existe una pérdida de agua comprendida entre 4.4 a

7.7 % para tiempos totales del proceso de 10 a 20 minutos respectivamente.

4.3.2 Efecto de la presidén de vacio y la concentraciéon de la disolucion de

impregnacion.

En este apartado se estudio el efecto de la concentracion de la disolucion de
impregnacion sobre el nivel de incorporacion de sélidos representados en su
mayoria de oligofructosa (93.2%), con el objetivo de determinar el nivel de la
concentracion de la disolucion de impregnacion que garantice los requerimientos
diarios recomendados. Asimismo, se evalla la influencia del nivel de presion de

vacio sobre la impregnacion.

En la tabla 4.5 se presentan los resultados de las variables estudiadas, segun
el andlisis de varianza, con un nivel de confianza de 95 %, ninguna de ellas se
ve afectada por el nivel de presion de vacio aplicado, por el contrario la

concentracion de la disolucion de impregnacion si ejerce un efecto significativo.
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Tabla 4. 5 Efecto de la concentracion de la disolucion de impregnacion vy la

presion de vacio sobre los solidos incorporados, la variacion del contenido de

agua Yy algunas caracteristicas en el producto impregnado.

Concentracion
de la
disoluciéon de
impregnacion
(°Brix)

4,8

17,9

29,8

40.8

50.7

En la tabla 4.6 se presenta los valores promedios de los parametros evaluados

para las diferentes concentraciones de la disolucién de impregnacion y en la

Presion
de
vacio
(mbar)

50
200
350

50
200
350

50
200
350

50
200
350

50
200
350

Sélidos
incorporados
(9/100 g fruta

fresca)

1+0.2
1+0.8
1+0.5
5.4+0.5
5.7+1.3
4.8+0.6
6.7+0.8
7+0.5
7.81£0.99
8.5+0.7
8.3+0.3
6.6+0.5
9.3+1.14
9.89£1.07
9.89+0.16

Variacion
del
contenido
de agua
(9/100 g
fruta
fresca)
31+4
3145
2845
20.9+0.3
21.07£1.14
17.88+1.13
10+4
843
9.440.6
-142
-1+4
-2+3
-5+2
-6+2
-4.7+£0.7

Materia
seca
(%)

10.1+0.5
10.6+0.2
10.5+0.5
14.7+0.2
14.9+0.8
14.7+0.8
17.07+1.07
17.6+0.9
17.9+0.3
20.16+1.13
20+0.5
19.0+0.7
21.5£1.5
20.1+1.4
22+0.7

Sélidos
solubles en
el producto
impregnado

9.2+0.4
9,840.2
9.710.4
13.8+0.2
14.1+0.8
13.8+0.6
16+0.6
16.7£1.2
16.92+0.12
18.5+0.8
18.6+0.6
17.5+1.4
20.0£1.6
18.72+1.14
20.8£1.4

figura 4.4 se representa las tendencias de estos parametros.

En general, como era de esperar, se observa que los sélidos ganados se
incrementan con la concentracion, obteniéndose niveles de ganancia de solidos
del orden del 1 al 9.9% no obstante la tasa de este incremento disminuye, esta

tendencia es también reportada por Mujica-Paz et al. (2003). Esta observacion

Sélidos
solubles en
la fraccion
liquida del

producto
impregnado

9.310.4
9.840.4
9.840.4
14+0,2
13.86+0.99
13.9+0,7
16,2+0,7
17.3+0.9
17.1+0.2
18.8+0.9
17.93+1.07
17.8+1.3
20.3£1.5
19.42+1.07
21.0+1.2

aw

0.991
0.989
0.990
0.986
0.987
0.988
0.983
0.983
0.983
0.981
0.981
0.983
0.980
0.981
0.980
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da un indicio que otros factores dentro de los cuales podria considerarse la
viscosidad y/o las caracteristicas mecanicas del tejido estarian limitando una
completa impregnacion. Esto se observa mas claramente al comparar con los
sélidos que se esperaria incorporar bajo una asuncion teérica de un llenado
completo de los poros y una deformacion nula de la matriz, tendencia que esta

representada en la misma figura.

Schulze et al. (2012) encontraron la misma tendencia al estudiar el efecto de la
presidon osmotica sobre el grado de impregnacion de una solucion rica en
derivados de quercetina, estos autores sefialan que la disminucion de sélidos
solubles de 11 Brix a 0.3 °Brix, viene marcado por un incremento en el contenido
de flavonoides impregnados en manzana (cultivar Braeburn). La impregnacion a

vacio con fluidos

Tabla 4. 6 Valores promedios de sélidos incorporados, variacién del contenido
de agua Yy algunas caracteristicas del producto final en funcion de la

concentracion de la disolucion de impregnacion.

Concentracién

de la Variacion Soélidos Sélidos
disolucién Soélidos del Materia solubles de solubles
de incorporados contenido seca la fraccion del aw
impregnacién (g/100 g de agua (%) liquida del producto
(°Brix) peso fresco) (9/100 g producto impregnado
peso impregnado (%)
fresco) (%)

4.8 1.054+0.014 30.1+1.5 10.4+0.2 9.6+0.3 9.6+0.4 0.990
17.9 5.3+0.5 20.0£1.8 14.77+0.13 13.92+0.05 13.90+0.13 0.987
29.8 7.2+0.6 9.1+1.3 17.5£0.4 16.8+0.6 16.5+0.5 0.983
40.8 7.81+1.03 -1.240.9 19.74£0.6 18.2+0.5 18.2+0.6 0.982
50.7 9.7+0.3 -5.0+0.5 21.19+0.96 20.2+0.8 19.82+1.03 0.980
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externos hiperosmaoticos se caracteriza por inducir un estrés osmoético con la
consiguiente pérdida de agua del tejido de manzana, una pérdida de turgencia
y rigidez celular (Guillemin et al., 2008). Esta deshidratacion osmaética puede
contrarrestar los resultados de la impregnacion. Por el contrario, el uso de fluidos
externos hipoténicos facilita la penetracion de la solucién de impregnacion
debido a la presion osmdtica. El liquido hipotonico pasa la membrana celular
(plasmalema) al citoplasma hiperténico. La transferencia de masa en las células
aumenta la impregnacion a vacio y aumenta la turgencia celular, por lo que la
fortificacidn por impregnacion a vacio con soluciones hipotonicas debe llevarse
controlando el gradiente de concentraciéon con el fin de evitar la ruptura de
células por una excesiva ganancia de agua y aumento de la turgencia de las

células del parénquima (Pitt, 1992).

35,0
< solidos incorporados
I + YYariacion del contenido de agua
250 | # Materia secadel producto inpregnada
! #* Solidos solubles del producto inpregnado
¥
15,0 4 F 3
¥ i
=
B i I
S 501 T
]
o &
] T T T T T
& 10 20 a0 4? a0 GO
T -501 =
= 15,0
= 16,0 4 w = -0,0023 o 052 7T5x - 02056
I F? = 0,3755 =
o,
-158,0 4 E 12,0 4 o
£10,0
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-25,0 1 =R
2.0 o Walores miximos tedricos de sdlidos
incorporades
0.0 T
1] 20 40 &0

- 35, 0 Cancentr acién de la solucion de im pregnacion

Conc ertracion de la solucion de impregnacion

Figura 4. 4 Efecto de la concentracién de la disolucion de impregnacion sobre

el grado de impregnacion y algunas caracteristicas del producto impregnado.
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La variacion del contenido de agua presenta valores positivos y negativos. Los
valores positivos se han obtenido empleando disoluciones hasta 29.8 grados Brix
de concentracion vy el signo indica que hay una ganancia de agua. En las
concentraciones de 40.8 y 50.7 grados Brix se observa en promedio valores
negativos que indican una pérdida de agua. Estos resultados, en el primer caso
pueden atribuirse al efecto de la baja viscosidad de las disoluciones de bajas
concentraciones que favorece una rapida cinética de la impregnacion
(mecanismo hidrodindmico HDM), mientras que en las disoluciones mas
concentradas el ingreso estaria limitado por la viscosidad, presentando mayor
dificultad en penetrar los poros de la fruta lo que acompafado de la mayor

presion osmotica, favoreceria el proceso de deshidratacion.

En cuanto al efecto sobre la actividad de agua es importante sefialar que la
incorporacion de solidos ha permitido un descenso del nivel de actividad de agua
con la disolucion de mas alta concentracion (50.9 Brix) desde 0.987
correspondiente a la materia prima a 0,980 en el producto impregnado lo que
significa un descenso de 0.7%. Martinez-Monzé et al. (1998) estudiaron la
impregnacion de manzana con mosto de uva rectificado a 50 grados Brix y
consiguieron cambios del nivel de actividad de agua de 0.984 a 0.970 que implica
un descenso de 1.4%. Mujica-Paz et al. (2003) obtuvieron descensos del orden
de 1.88 % utilizando disolucion de sacarosa de 50 °Brix como medio de
impregnacion. Estas diferencias se pueden atribuir a la mayor viscosidad de la

disolucién de oligofructosa y al menor efecto depresor de este soluto.

4.4 Determinacion de los parametros de impregnacion caracteristicos: la
fracciéon volumétrica de muestra impregnada con liquido (X), la
deformacion volumétrica de la muestra (y) y la porosidad eficaz (g) y
aplicacion del modelo de mecanismo hidrodindmico para estimar el

contenido de fructooligosacarido impregnado

A la vista de los resultados y discusiones de los apartados anteriores, se

selecciond la variedad Fuji y Granny Smith para continuar con el estudio. Se
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tomaron en consideracion para esta seleccion factores como el pH dentro del
intervalo adecuado para la estabilidad, incorporacion de oligofructosa a niveles
recomendados y disponibilidad de la variedad a lo largo del afio. Por otro lado,
del estudio del efecto de la concentracion de la disolucion de impregnacion sobre
la incorporacion de sélidos, puede deducirse que el empleo de una disolucion
isotonica lograria la incorporacion de oligofructosa a un nivel que contribuya a
alcanzar los niveles de ingesta recomentados para este prebidtico unido al
consumo de alimentos fuentes del prebidtico y de consumo habitual en la dieta.
No obstante para poblaciones mas vulnerables y con requerimientos especiales

un mayor enriquecimiento seria recomendado.

En la tabla 4.7 se presentan los parametros de impregnacion. El valor positivo
de la deformacion volumétrica de la muestra en el periodo a presion de vacio
(y1) indica un aumento del volumen de la muestra en esta etapa, debido a la
expansion del gas ocluido en los poros (deformacién-expansion). Asimismo, se
presenta una salida de liquido nativo de los poros de la muestra arrastrado
por el gasenla desgasificacion deducido del valor negativo de la fraccion

Tabla 4. 7 ParAmetros de impregnacion para rodajas de manzana Fuji y Granny

Smith var. con disoluciones isotonicas de oligofructosa

Porosidad Porosidad

Variedad X, i N " real % efectiva % goler
(er) (ge)
Fuji -0.0044+0.0112 0.014+0.006 0.150+0.012 -0.013+0.004 16.7+1.3 16.2+0.5 0.97
Granny

Smith -0.0044+0.0112° 0.014+0.006 0.189+0.03  -0.032+0.004  16.7+1.3  19.644+0.016 0.95
mi

L3 Fraccién volumétrica de liquido incorporado en el periodo de presion de vacio y al final del
proceso respectivamente (m2 liquido /m3 muestra)
24 Deformacion volumétrica de la muestra en el periodo de vacio y al final del proceso
respectivamente (m?®de deformacion/m? muestra

t t 3de def /m?3 t

5 desviacién estandar
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volumétrica de liquido incorporado en la muestra (x1). Al final del proceso de
impregnacion se estaria produciendo una contraccion de la matriz sélida lo que
explica el valor negativo de la deformacion volumétrica final (y). Estos resultados
de los pardmetros de impregnacion concuerdan con los obtenidos en otras

investigaciones realizadas con esta materia prima.

Los valores bajos de las deformaciones demuestran la naturaleza viscoelastica
del tejido parenquimatico de la manzana de la variedad Fuji que le permite
responder a los cambios de presion tendiendo a recuperar su forma cuando

dejan de actuar los esfuerzos impuestos al sistema.

Asimismo, se muestra en la misma tabla 4.7 los valores de la porosidad efectiva
(ee) obtenida a 50 mbar y la porosidad real (er) determinada analiticamente. Se
observa que la er>¢ge aunque estadisticamente no es significativo implicaria que
tras el proceso de impregnacion hay poros libres de solucién para impregnar,
esto explica el 1.3% de porosidad determinada en el producto impregnado. La
razon entre la porosidad efectiva y la porosidad real representa la parte de la
fraccion porosa del material utilizable por el mecanismo hidrodinamico (HDM),
en este caso entre el 95y 97% de la fraccion hueca de esta fruta quedaria llena
de liquido después de un tratamiento de impregnacién a 50 mbar. Salvatori
(1997) estudiando la impregnacién con disoluciones isoténicas en variedades
de manzana obtuvo un intervalo de e /er entre 0.69-0.94. El valor obtenido es
mayor al reportado, probablemente debido a la baja deformacién, al pequefio
espesor de la muestra y las propiedades del fluido que han contribuido a una
casi completa penetracién de la disolucién en los poros.

El grado de impregnacion obtenido ha permitido un contenido final en el producto
impregnado de 5.71 g de oligofructosa/100 g de manzana impregnada (tabla

4.8), nivel que se encuentra dentro del intervalo de valor recomendado.
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Respecto a las caracteristicas fisicoquimicas del producto impregnado, el pH
corresponde al intervalo recomendado para la estabilidad del prebiotico. La
densidad aparente se ha incrementado debido al reemplazo de los poros de la

matriz vegetal con liquido de impregnacion.

Tabla 4. 8 Contenido tedrico, contenido por analisis quimico de oligofructosa y
algunas propiedades fisicoquimicas en rodajas de manzanas impregnadas var.

Granny Smith con disoluciones isotonicas de oligofructosa

Contenido Contenido
de de
oligofructosa . Contenido
L oligofructosa ,
por analisis estimado por de azlcar
quimico P reductor Materia Densidad Densidad .
balances Porosidad
g/100 g 1100 g/100 g seca (%) pH aparente real (%)
producto 9 9 impregnado (g/mL) (g/mL)
. producto
impregnado .
impregnado
5.71+0.52 5.54+0.55¢ 13.85+0.57 20.9341.02 4.51+0.01 1.047+0.005 1.061+0.004 1.3+0.18

1 Desviacion estandar

4.5 Efecto del secado sobre la estabilidad del prebi6tico y caracterizacion

del producto impregnado y seco:color y textura

La estabilidad de la oligofructosa luego que las muestras impregnadas fueron
secadas se muestra en la figura 4.6. Se observa que el contenido de
oligofructosa en el producto fresco impregnado no presenta diferencias
significativas con las muestras sometidas a secado durante 12y 24 h a 40°C, lo
gue demuestra una buena estabilidad de este prebidtico bajo estas condiciones.
Como se sefialé en un apartado anterior los pH menores de 4, provocan la
hidrélisis de los enlaces de tipo  de las unidades de fructosa, ademas el proceso

se acelera si va acompafiado con exposicion a altas temperaturas por tiempos
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prolongados, lo que finalmente puede conducir a una reduccién o pérdida de la
capacidad prebidtica. Los niveles de pH del producto impregnado, la temperatura
y el tiempo del proceso de este estudio han contribuido a la estabilidad del
oligofructano.

Oligofructosa (g/100 g peso seco)

= = N N w w
o [&)] o [&)] o [&)] o (&)
1 1 1 1 1 1 I

Inicial 12h 24h

Tiempo de secado a 40 C

Figura 4. 5 Contenido de oligrofructano de manzanas var. Granny Smith

impregnadas al vacio e impregnadasy seca a 40°C después de 12y 24 h.

En latabla 4.9 se presenta los atributos de color: luminosidad (L) y coordenadas
cromaticas (a* y b*) para las muestras en las diferentes etapas del proceso. Con
respecto al efecto de la impregnacion sobre la muestra fresca se observa una
disminucién del valor de luminosidad (L*), un descenso de b* y un aumento del
valor de a*. Estos cambios pueden explicarse teniendo en cuenta que la
impregnacion ha significado el reemplazo en el tejido de gas por disolucion de
impregnacion, lo que ha significado pérdida de opacidad con el consiguiente
aumento de la transparencia. La sustitucion por disolucion de impregnacién
induce a un indice de refraccibn mas homogéneo en el tejido, promoviendo la

absorcion de la luz y una disminucion de la reflectancia superficial.

Los parametros de textura se muestran en la figura 4.5, asimismo las curvas
tipicas de ensayos de puncidon en las muestras frescas, impregnadas e
impregnadas y secas. Para las muestras frescas, se trata de curvas en las que
se observa un aumento rapido de la fuerza con la distancia lo que corresponde
a una deformacién previa a su fractura. Una vez alcanzada la fuerza necesaria,

la fractura de algun elemento estructural permite la entrada del punzén a la
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muestra lo cual provoca un cambio brusco en la pendiente de la curva de
puncion. A partir de ese momento la fuerza necesaria para empujar la sonda se
mantiene con cambios en la fuerza en un intervalo de fuerza mas o menos
constante hasta una caida brusca. Este comportamiento es comuan de los tejidos
vegetales frescos y porosos constituidos por células turgentes y fuertemente
unidas, con grandes espacios intercelulares llenos de aire que oponen apenas
resistencia al paso de la sonda. En el caso de las muestras impregnadas también
se observa la misma tendencia, esto es debido a que las células permanecen
intactas en el proceso. Al tratarse de disoluciones isotonicas no ha habido
deshidratacion. La incorporacién de liquido mas viscoso que el aire, explicaria

la mayor fuerza implicada en la ruptura de las muestras impregnadas.

Tabla 4. 9 Atributos de color en rodajas de manzana var. Fuji, frescas,

impregnadas e impregnadas y secas

Tratamiento L a* b* AE
Fresco (Humedad 85.1£0.4%) 67.29 -0.52 12.69 -
Impregnado (humedad 36.00 -0.29 6.78 31.84
79.0741.02%)

Secado 12 h/40°C (Humedad 55.22 -0.25 21.64 15.02
14.2+0.3 %)

Secado 24 h/40°C (Humedad 56.81 -0.26 23.58 15.11

10.8+0.3%)

En cuanto a los atributos de textura el secado modifica la curvas de fuerza-
deformacion. Como se observa en la figura 4.5 las muestras presentan un Unico
pico, con una mayor fuerza con respecto al producto fresco e impregnado para
la ruptura debido a los cambios composicionales y estructurales que provoca la
deshidratacion, se observa asimismo una mayor deformacién (menor pendiente)
previa a la fractura, lo que esta relacionado con el estado gomoso alcanzado

por las mismas al final del proceso.
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Figura 4. 6 Parametros de textura para manzanas var. Granny Smith frescas,
impregnadas e impregnadas secas y con oligofructosa y curvas de fuerza-

deformacion.

Respecto a las caracteristicas de color del producto seco se observa que el
secado recupera en alguna medida la luminosidad, aumenta ligeramente el valor
de a*yaumenta el valor de b* con respecto a las muestras frescas impregnadas.
Estos cambios tienen su explicacion en la pérdida de agua que involucra la

deshidratacion.

4.6 Estabilidad del producto impregnado seco después de 4 meses de

almacenamiento

En la tabla 4.10 se presenta los cambios en el contenido de agua, aw y
propiedades funcionales del aperitivo prebidtico desarrollado después de 4

meses de almacenamiento bajo condiciones ambientales (25°C).
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Tabla 4. 10 Efecto del almacenamiento a 25 °C sobre las caracteristicas fisicas
y funcionales del aperitivo prebidtico

Compuestos
Tiempo Oligofructosa Actividad Feiellisee
(dias) UG aw (g/100g9) Antioxidante Voielies
(9/100g)
2
DPPH! mg GAE?4/100g
0 5.99+0.34® 0.326+0.003 8.67 645.24+20.60 564.37+40.19
120 5.16+0.32 0.290+0.005 8.13 559.29+37.36  486.02+31.95

IMétodo del radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH+), expresados como mg de acido
ascorbico equivalente por 100 g de producto seco.

2Acido galico equivalente (GAE)

3Desviacion estandar

El valor de aw se encuentra por debajo del valor reportado como limite para
asegurar una estabilidad microbiolégica. Rahman (2010) sefiala que por debajo
de una aw de 0.6 no hay crecimiento de hongos y levaduras, lo que garantizaria
la seguridad microbiolégica del aperitivo. Respecto al contenido de oligofructosa
ésta presenta buena estabilidad con un descenso de 6% al final del periodo de
almacenamiento. Existe una cantidad considerable de informacion sobre la
estabilidad de los prebiodticos, en particular, galactooligosacaridos (GOS),
fructooligosacéaridos (FOS) e inulina, principalmente en experimentos con
sistemas modelo empleando tampon y en condiciones que no son aplicables
para productos alimenticios que han sido enriquecidos con estos prebidticos y
menos se ha evaluado la interaccion entre la matriz alimenticia y la estabilidad
de estos componentes (Vega y Zuniga-Hansen, 2015). Inulina y FOS son menos
estables que otros oligosacaridos en condiciones de bajo pH y altas
temperaturas, especialmente bajo la interaccion de los dos factores, bajo estas
condiciones los enlaces B(2-1) entre las unidades de la fructosa pueden ser
parcialmente hidrolizados (Vega y Zuniga-Hansen, 2015). Se ha reportado que

el calentamiento de una solucion de FOS a pH 3.5y a 145 °C por solo 10 s
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produce la hidrolisis de aproximadamente 10% de FOS (Voragen et al., 1998),
mientras que la exposicion de una solucién de FOS a temperaturas similares a
los tratamientos de pasterurizacion (85 °C para 30 min), resulté en una reduccién
significativa en su actividad prebiética (Huebner et al.,2008). Del mismo modo,
en otro estudio bajo condiciones de pasteurizacion en rango de temperaturas
entre 60 Cy 70 ° Cy pH entre 2.0y 2.5 la degradacion de FOS estuvo entre 10
y 30% (Wang et al., 2009).

Los resultados publicados por Matusek et al. (2009) en fructooligosacaridos
bajo soluciones buffer en un rango de pH de 2.7-3.3 y en un intervalo de
temperatura de 60-100°C, sefialan que bajo condiciones &cidas la hidrdlisis de
fructo-oligosacaridos fue insignificante a 60 °C, sin embargo, en el intervalo de
70-80 °C la degradacién fue considerable y a 90-100 °C todos los oligobmeros
fueron degradados entre 1 a 1.5 h, sefialan estos autores que la concentracion

de protones de la solucion aceleran la velocidad de degradacion.

En otro estudio en donde se evalla la estabilidad en almacenamiento se
demuestra que a pH 2, el 63 y 38% de los FOS se hidroliza después de 56 dias
de almacenamiento a 37°C y 18 semanas de almacenamiento a 4°C,
respectivamente (Coutin et al., 2009).

A la vista de estas referencias y los resultados de la presente investigacion y
teniendo en cuenta las diferencias en las condiciones en que se han realizado
las investigaciones mencionadas, los resultados estarian indicando que una
combinacion de la actividad de agua, el contenido de agua y probablemente la

matriz que contiene el probidtico estarian ejerciendo un efecto protector.

Al respecto 'Homme et al. (2003) sefialan que a menudo los productos
alimenticios donde se afiaden como ingredientes los fructooligosacaridos tienen
actividad de agua muy bajas por lo que la concentraciéon y la actividad de agua
también podrian tener un efecto sobre la degradacion de los fructo-

oligosacaridos.
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Respecto al contenido de compuestos fendlicos y la actividad antioxidante se
observa descensos de 13.1 y 14 % respectivamente, después de 4 meses de
almacenamiento. Lavelli y Corti (2011) estudiaron la estabilidad de cascara de
manzana deshidratada bajo dos métodos: a 40°C bajo vacio y por aire caliente
a 60°C y almacenada por nueve meses a 30° C bajo actividades de agua en el
rango de 0.11 y 0.75. Sus resultados sefialan una maxima estabilidad para todos
los fitoquimicos evaluados a la mas baja aw con descensos de 14 y 17% para
ambos métodos respectivamente. Las muestras deshidratadas con niveles de
aw bajo 0.32 correspondiente a una humedad de equilibrio de 5% presentaron
descensos entre 15y 20% respectivamente, por encima de aw 0.32 el descenso
fue marcado estando el nivel de las pérdidas alrededor de 66%, por lo que estos
autores sefialan el valor de aw de 0.32 como un umbral limite para asegurar la

estabilidad de este producto.

Los niveles de actividad de agua intermedia son criticos para la estabilidad de
productos desde que el contenido de humedad es suficiente para favorecer
reacciones de Maillard y de oxidacion (Brennan, 1994). Vaikousi et al. (2008)
sefalan que la velocidad de reacciones de oscurecimiento no enzimatico es alta
en productos deshidratados con contenidos de aw entre 0.5-0.8 (alimentos de
humedad intermedia) debido a la elevada concentracion de reactantes. Afiaden
que bajo 0.5 la reaccion esta limitada por la baja movilidad de los reactantes
mientras que arriba de 0.8 la velocidad del oscurecimiento decrece con el
incremento de aw por el efecto de diluciéon. Lavagui y Vantaggi (2009) sefalan
que niveles de aw por encima de 0.3 aumenta la velocidad de degradacién de
los compuestos antioxidantes en manzanas, probablemente debido al aumento
de la movilidad de los reactantes y a la presencia de catalizadores en solucién
(Lavelli & Vantaggi, 2009).
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A la vista de los resultados evaluados el secado hasta un nivel de 5% de
humedad y aw de 0.326 y las buenas caracteristicas de barrera al vapor de agua

y oxigeno del empaque empleado estarian contribuyendo a la estabilidad del
aperitivo durante su almacenamiento.
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Capitulo 5

5. Desarrollo de un aperitivo de manzana
simbidtico con propiedades antioxidantes

adicionales

5.1 Desarrollo del liquido de impregnacion simbiético a base de zumo de

mandarina

Enlatabla 5.1 se sefialan las consideraciones positivas y negativas que se han
tenido en cuenta para la seleccion del zumo de mandarina como base para el
desarrollo de un medio de crecimiento para el probiotico, y su posterior
incorporacion a la matriz sélida de manzana por IV. Mas adelante se evalla su

comportamiento como medio de crecimiento.
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Positivo

v Son considerados alimentos saludables,

ambos de probadas propiedades funcionales
per se.

Son consumidos regularmente (Sheehan et al.,
2007).

El crecimiento de probiétivos en matrices
alimencias es mejor por su compaosicion en
componentes nutricionales y funcionales tales
como prebidticos, vitaminas, minerales, fibra,
enzimas que favocen su crecimiento (Ding y
Shah, 2008, Sanders y Mateo 2010).

Los zumos de fruta son ricos en acido
ascorbico agente reductor que disminuye el
potencial redox promoviendo crecimiento y
supervivencia de bifidobacterias (Grattepenche
y Lacroix, 2013).

Orientado a todo tipo de consumidor, incluso
sectores limitados al consumo de productos
lacteos: personas intolerantes a la lactosa,
alérgicos a proteinas de leche,
hipercolesterolémicos, vegetarianos estrictos
(Granato et al., 2010).

No contiene alérgenos (como las proteinas de
la leche).

No contienen cultivos iniciadores para competir
con los cultivos probiéticos por sustratos
(Sohail et al., 2012).

Jugos de fruta frecuentemente de forma natural
0 suplementada con ingredientes promueven
condiciones anaerobias como el 4cido
ascorbico y contienen azucares que pueden
ser metabolizados por cultivos probiéticos
(Ding y Shah , 2008 )

Tabla 5.1 Consideraciones positivas y negativas para la seleccién de frutas como

vehiculos alternativos de microorganismos probioticos.

Negativo

v’ La adicién de cultivos probiéticos a los

zumos de fruta presenta numerosos
retos tecnolégicos, debido a su acidez,
la presencia de oxigeno, y las
diferencias inherentes entre las frutas
(Saeed et al., 2013; Vasudha y Mishra,
2013) lo cual hace méas complicado el
proceso.

Los jugos de frutas contienen cantidad
insuficiente de péptidos y aminoacidos
libres requerido para el metabolismo
del probidtico (Sheehan et al., 2007).
Aplicaciones han demostrado barreras
sensoriales luego de incubacion con
probiodticos por el desarrollo de sabores
y aromas no muy atrayentes (Granato
etal., 2010; Luckow y Delahunty, 2004;
Saeed et al., 2013). No obstante,
algunas frutas tropicales (pifia, mango,
maracuyd) contribuyen con sus aromas
y sabores exéticos a prevenir la
deteccion de esos sabores por los
consumidores (Luckow et al., 2006).
Los consumidores no estan
acostumbrados a que estos alimentos

contengan probidticos.
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5.1.1 Estudio de los factores que determinan el desempefio del zumo de
mandarina como medio de crecimiento del probidtico para el

desarrollo de un liquido de impregnacion

Los Lactobacillus son miembros de las bacterias acidolacticas, un grupo definido
ampliamente y caracterizado por la formacién de acido lactico como producto
final Unico o principal del metabolismo de los carbohidratos. Ellos son
estrictamente fermentativos, aerotolerantes o anaerdbicos, aciddricos o
acidofilos, y tienen requerimientos nutricionales complejos (hidratos de carbono,
aminodacidos, péptidos, ésteres de &cidos grasos, sales, derivados de acidos
nucleicos, vitaminas). Utilizando glucosa como fuente de carbono, los
Lactobacillus pueden ser homofermentativos (que producen mas del 85% de los
productos fermentativos como acido lactico) o heterofermentativos (productores
de acido lactico, dioxido de carbono, etanol y/o acido acético en cantidades

equimolares) (Tannok, 2004).

Los requisitos nutricionales de un microorganismo en general consisten de una
fuente de carbono para la sintesis de las moléculas organicas y para la obtencion
de energia, una fuente de nitrégeno para la sintesis de aminoacidos y acidos
nucleicos, algunos elementos esenciales como el azufre y el fésforo, asi como
otros micronutrientes incluyendo diversos minerales y vitaminas que son
importantes cofactores comprendidos en las reacciones bioguimicas (Bionews,
2008). Los medios de cultivo comerciales son medios de propagacion que
proporcionan estos nutrientes y un pH éptimo en donde los microorganismos al
ser incubados logran un desarrollo adecuado. Se han evaluado numerosos
productos alimenticios como medios de incubacion para la produccion de
microorganismos probidticos y en el desarrollo de alimentos funcionales.
Tradicionalmente los medios mas difundidos han sido las leches fermentadas y
otros productos lacteos. Las bebidas tales como zumos de frutas o vegetales
también han demostrado que pueden representar un medio ideal de vehiculo de
estos cultivos (Sheehan et al., 2007). Betoret et al. (2012), estudiaron el zumo

de mandarina y zumo de pifia/uva como medios de fermentacion de los que se
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selecciono el primero como medio de crecimiento 6ptimo para el microorganismo
Lactobacillus salivarius spp. salivarius CECT 4063, previo a un
acondicionamiento del pH con bicarbonato de sodio a pH 6 al nivel seleccionado

como 6ptimo.

El pH de los jugos de frutas se encuentra en el rango 2.5-3.7, por lo tanto es una
matriz segura desde el punto de vista microbiolégico (Sheehan et al., 2007), sin
embargo no lo es a nivel de tolerancia por los microorganismos probidticos. La
sensibilidad bacteriana a condiciones &cidas afectan la viabilidad y la estabilidad
de los mismos (Saarela et al., 2006; Sheehan et al., 2007; Saarela et al., 2009).
Los valores de pH por debajo de 4 son normalmente perjudiciales para las cepas
probiéticas. También es preciso sefialar que las bacterias probioticas varian en
su tolerancia a los acidos organicos y a los pH bajos (Champagne et al., 2008;
Saarela et al., 2009; Sheehan et al., 2007). Los Lactobacillus son capaces de
crecer y sobrevivir en productos fermentados con valores de pH entre 3.7 y 4.3
(Boylston et al., 2004). Especies de Bifidobacterium son reportadas ser menos
acido-tolerantes, y un nivel de pH inferior a 4.6 es perjudicial para su
supervivencia (Dunne et al., 2001; Lee y Salminen, 2009; Boylston et al., 2004),
por lo tanto su viabilidad y la estabilidad en zumos de fruta es normalmente
pobre. De Vuyst (2000) reporta como rango 6ptimo de pH para el crecimiento
de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium el intervalo de 5.5-6.0 y 6.0-7.0,

respectivamente.

Por otro lado, la tolerancia a medios acidos de Bifidobacterium spp. depende de
la cepa, de la especie y las caracteristicas del sustrato. Por ejemplo, B. longum
sobrevivio mejor en presencia de acidos y sales biliares, y B. lactis en leches
fermentadas (Korbekandi et al., 2011). Sheehan, Ross, y Fitzgerald (2007)
observaron amplias diferencias en la resistencia a los acidos de Lactobacillus y
Bifidobacterium cuando se afiade a los zumos de naranja, pifia y arandano.
Todas las cepas sobrevivieron mejor en zumos de naranja y pifia en comparacion
con el jugo de arandano. Entre las diferentes cepas, L. casei, L. rhamnosus y L.

paracasei sobrevivieron durante al menos 12 semanas en jugos de naranja y
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pifia en niveles superiores a 6.0 log UFC/mL (Rivera-Espinoza y Gallardo-

Rivera-Espinoza y Gallardo-Navarro, 2010).

Zhao y Li (2008) estudiaron la adicion de productos quimicos (citrato de sodio,
carbonato de calcio, D-isoascorbato o ascorbato de sodio) como un método
simple para eliminar el estrés por acidez y niveles de oxigeno en cultivos de
Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium bifidum. Sus resultados muestran
claramente la efectividad de estos productos quimicos para mejorar las
condiciones  desfavorables de algunos medios para el crecimiento de

probidticos.

El pH inicial del zumo de mandarina fue de 3.49 y por las razones expuestas fue
estandarizado a pH 6 con bicarbonato de sodio para la continuacion de los

siguientes ensayos.

En base a un andlisis de la composicién del jugo de mandarina y del medio
especifico para Lactobacillus (caldo MRS) se plante6 mejorar los componentes
nutricionales que naturalmente ofrece el zumo a fin de acercarse a los requisitos
del microorganismo y favorecer su crecimiento. Dentro de ellos ademés del
ajuste del pH, se planted la incorporacion de una fuente de proteina y de un

prebiotico.

5.1.1.1 Efecto de la fuente de proteina

Es bien sabido, que los Lactobacillus requieren medios complejos que
contengan numerosos aminoacidos, vitaminas y factores de crecimiento
relacionados, ademas de los carbohidratos fermentables (Morishita et al., 1981;
Gomes y Malcata, 1999). Diferentes promotores de crecimiento tales como
glucosa, vitaminas, minerales, caseina, proteinas hidrolizadas de suero, extracto
de levadura y antioxidantes son empleados para fortificar los productos lacteos
con el fin de incrementar la velocidad de crecimiento de especies probioticas

cuando éstas especies han reportado pobre crecimiento en leche (Korbekandi et
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al., 2011). Estos suplementos han tenido efectos positivos y significativos en la
supervivencia de microorganismos probioticos en almacenamiento (Mohammadi
et al.,, 2011). Ciertos derivados proteicos (concentrado proteico de suero,
hidrolizado de caseina y triptona) promueven el crecimiento de los probioticos
proporcionando los nutrientes a las células y reduciendo el potencial redox del
medio, asi como incrementando su capacidad buffer lo que resulta en una menor

disminucién del pH del medio (Dave y Shah, 1998; Mortazavian et al., 2010).

Diferentes investigaciones proponen la fortificacion de jugos vegetales para
mejorar la calidad nutricional antes de los procesos fermentativos con
probiéticos. Se ha demostrado que el empleo de levadura de cerveza autolisada
incrementa el numero de bacterias lacticas durante la fermentacion
(Aeschlimann y von Stocar, 1990; Rakin et al., 2004), reduce los tiempos de
fermentacién y enriquecen los jugos vegetales con aminoacidos, vitaminas,
minerales y antioxidantes (Chae y In, 2001; Dziezak, 1987). Grattepenche y
Lacroix (2013) sefialan que las concentraciones afadidas de levadura de
cerveza se encuentran en el rango de 1-2% para proveer los factores de

crecimiento esenciales.

Ghaly et al. (2003) sefialan que la adicion de suplementos nutricionales como
extracto de levadura o caseina hidrolizada entre otros, mejora la calidad del
medio favoreciendo un rapido crecimiento celular debido a la presencia de la
mayoria de los factores necesarios para el crecimiento bacteriano, que incluyen:
aminoacidos, lipidos, nucleétidos (purinas y pirimidinas) y vitaminas (en caso de
extracto de levadura), que promueven la propagacion rapida de las células,

mejoran el metabolismo y estimulan la actividad fisiol6gica de la células.

Con el objeto de estudiar si la fortificacion de zumo de mandarina con proteina
tendria un efecto positivo sobre el crecimiento del L. salivarius spp. salivarius
CECT 4063 se evalud tres fuentes de proteina: una proteina unicelular (levadura
de panificacion), una proteina vegetal (proteina de soya) y levadura de cerveza,
bajo dos niveles de fortificacion: 0.5 y 1%. Las tres fuentes tienen un contenido
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de proteina entre un 47 y 50% segun datos tomados de la informacién comercial.
Los resultados se presentan en las tablas 5.2 y 5.3, donde se observa que la
fuente de proteina que promueve el mayor crecimiento microbiano es la levadura
de cerveza, obteniéndose bajo un nivel de fortificacion de 0.5%, un contenido
final después de la incubacion de 8.83 log UFC/mL seguido de la levadura de
panificacion con un contenido final de 8.53 log UFC/mL comparado con el blanco
(sin aporte de proteina adicional y con control de pH) de 8.05 log UFC/mL. La
proteina de soya no se presenta como buena alternativa bajo las dos
concentraciones, probablemente debido a su baja accesibilidad al
microorganismo por la baja solubilidad al observarse que queda en suspension.
La levadura de cerveza ademas de proporcionar proteinas de una buena calidad,
una parte de ellas se encuentran en su forma hidrolizada como aminoécidos lo
gue la hace una fuente rapidamente aprovechable y asimilable. Dave y Shah
(1996) mencionan que los microorganismos probiéticos tienen débil actividad
proteolitica y que requieren aminodcidos libres para una mejor multiplicacion

celular.

Tabla 5. 2 Efecto de la fuente y el nivel de proteina en el crecimiento del
probiético y descenso de pH después de la incubacion de zumo de mandarina
a 37°C por 24 horas

Fuente de Levadura
) L Levadura cerveza Proteina de soya
proteina Panificacion Blanco?
Nivel (%) 0.5 1 0.5 1 0.5 1
8.51 8.61 8.833 8.92 8.09 8.344 8.06
log (UFC/mL)
+0.09! +0.14 +0.106 +0.06 +0.02 +0.013 +0.09
H 4.499 4.3858 4.220 4.1038 4.793 4.65 4.86
p
+0.019 +0.0112 +0.006 +0.0113 +0.015 +0.08 +0.02
Aumento 182.7 262.9 486.4 610.9 4.6 86.7 100
crecimiento

microbiano (%con

respecto a UFC)

1 desviacion estandar, 2 Zumo de mandarina con rectificacién de pH a 6

MRS

9.032
+0.117
3.79
+0.02
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Tabla 5. 3 Valores comparativos del contenido microbiano (log UFC/mL) en el
liqguido de impregnacion seleccionado con ajuste de pH y fortificacion con
proteina

Variacion log (UFC/mL)

con respecto al contenido

Zumo Log
inicial 6.92+0.04 log
(UFC/mL) ’
UFC/mL (después de la
inoculacion)
Mandarina zumo comercial
7.30 £0.12 0.4
pH 3.49
Mandarina zumo comercial
rectificado 8.06 +0.09 1.1
pH 6
Liquido de impregnacién desarrollado
8.833 +0.106 1.9

pH 6, levadura de cerveza (0.5%)

Adicionalmente, segun los datos reportados en el producto comercial destaca en
su composicion su contenido de vitaminas del grupo B y minerales como: fésforo,
zinc, cobre, hierro y manganeso, factores de crecimiento muy importantes para
el microorganismo. Una mayor concentracion de proteina (1%), si bien es cierto
aumenta el recuento a 8.61, 8.92 y 8.344 log (UFC/mL) para la levadura de
panificacion, levadura de cerveza y proteina de soya respectivamente, no lo
hace de manera proporcional. Se sabe que los microorganismos requieren
micronutrientes y macronutrientes sélo en cantidades trazas, y ademas
cantidades excesivas podrian ser responsables del retraso de la sintesis de
material celular y las reacciones enziméaticas (Ghaly et al., 2003). Aeschlimann
y von Stockar (1990) observaron que la suplementacion de suero con
concentraciones bajas de nutrientes mejora en gran medida la fermentaciéon por
L. helveticus, pero concentraciones mas altas disminuyen la concentracion de
células como resultado de una toxicidad. En otro estudio conducido por Rakin
et al., (2007) sobre la fermentacion de los jugos de remolacha y zanahoria, la

adicion de autolizado de levadura de cerveza, contribuyo al aumento del nimero
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de células viables de bacterias acido lacticas durante la fermentacion y en la

produccion de acido lactico.

En todos los casos los niveles alcanzados por el microorganismos estan dentro
de los reportados como adecuados para tener un efecto funcional, algunas
referencias sefialan una concentracion de aproximadamente 10° UFC/g de
células viables en el producto en el momento de consumo (Samonay Robinson,
1991), otras fuentes afirman que debe ser superior a 10’ UFC/mL (Homayouni
et al., 2008; Krasaekoopt et al., 2003).

En base alos resultados, la proteina de cerveza se presenta como el suplemento
protéico méas adecuado a una concentracion de 0.5%. Mayor concentracion es
descartado porque el incremento no implica un aumento significativo de la carga
del probiético y ademas a concentraciones mayores la modificacion del sabor se
hace perceptible sensorialmente. Tomando como referencia la fermentacién
directa del zumo, sin modificaciéon de pH y sin adicién de proteina se puede
observar que el ajuste del pH ha significado una mejora en 1.1 ciclos logaritmicos

y la fortificacién con proteinas una mejora de 1.9 ciclos logaritmicos.

5.1.1.2 Efecto de la concentracion de microorganismo

Con el objeto de mejorar el contenido de probiético en el liquido de impregnacion,
y en base a resultados de investigaciones en procesos de fermentacién con
probidticos donde se ha evidenciado que el nivel de in6culo ejerce un efecto
sobre el contenido del probiético al final de la fermentacion (Angelov et al., 2006),
se probo dos niveles de inoculacién del cultivo madre del probidtico: 0.4 y 4%
v/v. En la tabla 5.4 se presenta los resultados de estos ensayos, no se observa
diferencias significativas bajo los niveles estudiados, debido probablemente a
otros factores de crecimiento limitantes. A las 24 horas de incubacion el nivel del
aumento del recuento microbiolégico por aumento de indculo inicial fue de
11.26%. En cuanto al descenso del pH, el nivel de 4% de in6culo presenta

mayor descendo de pH.
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Tabla 5. 4 Efecto del nivel de inéculo sobre el desarrollo microbiano y descenso
del pH

Tiempo Nivel de Inéculo inicial % (v/v)
fermentacion (h) 0,4 4
log (UFC)/mL pH log (UFC) pH
12 8.92+0.09! 4.915+0.007 8.92+0.03 4.758%0.007
24 8.61+0.06 4.437+0.003 8.67+0.05 4.35+0.02

1 Desviacién estandar

5.1.1.3 Efecto de la concentracion de oligoofructosa sobre el nivel de
crecimiento microbiano

En los dltimos afos, ha habido un mayor enfoque en el desarrollo de productos
simbidticos, una combinacion de prebiéticos y probidticos en un Unico producto
(Bielecka, Biedrzycka, y Majkowska, 2002). Un simbiético ha sido definido como
una mezcla de probidticos y prebidticos que tiene un efecto benéfico en el
huésped mediante la mejora de la supervivencia y la implantacion de
suplementos microbianos vivos en el tracto gastrointestinal o mediante la
estimulacién selectiva del crecimiento y/o activacién del metabolismo de uno o
un numero limitado de bacterias benéficas (Gibson y Roberfroid, 1995). Existen
investigaciones que evallan el efecto de la inclusion de prebibticos sobre el
crecimiento de microorganismos probidticos, algunas de ellas concluyen que la
presencia de prebidticos en las formulaciones puede favorecer el crecimiento
y/o la supervivencia de microorganismos probioticos durante el procesado y
almacenamiento. En un estudio conducido por Ho et al. (2009) se demostro que
la adicién de fructooligosacéaridos promueve la fermentacién de jugo de tomate
por Bifidobacterium de las especies B. breve y B. longum. En otro estudio Shin
et al. (2000) encontraron que la viabilidad de cepas de bifidobacterias
comerciales en leche descremada enriquecida con fructooligosacaridos mejor6
en un 55% con respecto al control después de 4 semanas en almacenamiento
refrigerado, ademas concluyeron que el efecto se acentua con el incremento de

la concentracion del carbohidrato hasta un 5%. Capela et al. (2006) estudiaron
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el efecto de la inclusion de tres prebidticos en las formulaciones de yogurt sobre
el contenido de probidticos, sus resultados demuestran que los
fructooligosacéridos ademéas de favorecer el crecimiento, presentan el mejor
efecto sobre la viabilidad de probidticos seleccionados durante 4 semanas de
almacenamiento a 4°C. Cabe sefialar, que los niveles estudiados en estas
investigaciones van desde 0,5 hasta 5%. Algunos autores (Livingston y Henson,
1998) suguieren que algunos fructanos (en particular inulina 'y
fructoligosacérido) pueden ejercer un efecto protector contra condiciones de
estrés tales como la congelacion y la deshidratacion debido a la probable
interaccién con los fosfolipidos de la membrana y a una mas alta estabilidad de
la membrana (Vereyken et al., 2001, 2003). Este efecto fue claramente
demostrado por Schwab et al. (2007) para L reuteri que mostré una mas alta
estabilidad de la membrana cuando se congeld en presencia de

fructooligosacéarido con grado de polimerizacién (DP) de 12.

A la vista de estos antecedentes, se planted evaluar si la presencia del prebidtico
oligofructosa podria contribuir a un mayor crecimiento del microorganismo en el
zumo de mandarina y/o al mantenimiento de su viabilidad en el producto final.
En la tabla 5.5 se presenta la caracterizacion de las disoluciones de
impregnacion que incluyen en su formulacion el producto comercial Orafti P95
como fuente de oligofructosa a tres concentraciones: 5, 20 y 35%. Se
seleccionaron estas concentraciones para asegurar después de la impregnacion
y deshidratacion por aire caliente, contenidos de oligofructosa en la manzana
gue se encuentren en el rango de requerimientos reportados en la literatura para
un consumo normal y para consumo en regimenes especiales. En la misma tabla
se indica la caracterizacidon del producto impregnado y la estimacion del
contenido de oligofructosa en un producto deshidratado con un contenido de
humedad de 10%.
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Tabla 5. 5 Caracterizacion del medio de impregnacién y el producto impregnado
con disoluciones de diferentes concentraciones de producto comercial ORAFTI

P95 como fuente de oligofructosa.

Concentracién de producto
Caracteristicas comercial fuente de
oligofructosa (ORAFTY P-95) en
zumo de mandarina
5% 20% 35%

disolucién de impregnacion

Solidos solubles (°Brix) 15.75 28.56 41.4
+0.02! +0.08 +0.1

Densidad (Kg/m?) 1061.3 1118.3 1181.0
0.4 +0.3 0.4

Viscosidad (mPa-s) 3.257 5.250 11.10
+0.012 +0.007 +0.04

Actividad de agua 0.9895 0.9815 0.9662

+0.0009 +0.0002 +0.0007

Manzana impregnada var. Granny Smith

Solidos solubles (°Brix) 13.67 15.725 17.6
+0.17 +0.106 +0.2
Actividad de agua 0.990 0.988 0.9867
+0.002 +0.002 +0.0013
Materia seca (g/100 g) 14.90 13.95 19.06
Contenido de oligosacarido 0.71 2.4 3.28
(9/100 g b.h) +0.04 +0.2 +0.12
Contenido de oligosacarido 4.82 17.03 17.20
(/100 g b.s)
Estimacion del contenido de 4.34 12.56 15.48

oligosacarido en producto seco con
10% de humedad (g/100 g)

Estimacion contenido de oligosacarido
. 1.7 5.02 6.2
en una racion de 40 g snacks (g/40g)

1 desviaciones estandares
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Respecto al crecimiento microbiano bajo estos niveles de prebibticos, a
diferencia de los resultados indicados por las investigaciones citadas
anteriormente, se observa un efecto adverso en el crecimiento. Se presenta una
reduccion del crecimiento microbiano respecto al nivel inicial de 18.8, 61.6 y 93.6
% bajo los niveles de adicion del producto comercial de 5, 20 y 35 %

respectivamente.

Tabla 5. 6 Efecto de la concentracion de oligofructosa en el desarrollo
microbiano de L. salivarius spp. salivarius CECT 4063 durante la incubaciéon de

zumo de mandarina

Nivel de oligofrutosa en el liquido de Medio
Parametro fermentacion referencial Blanco?
evaluado 5 20 35 MRS
log(UFC) 8.6 +£0.12 8.31+0.17 7.55%0.06 9.13+£0.02 8.74+0.08
pH final 4.27+0.06 4.29 +0.04 4.43+0.09 3.819+0.007 4.28+0.06
% Reduccion
microbiana
(UFC) 18.8 61.6 93.6 - 0
respecto al
blanco

1 Zumo de mandarina rectificado a pH 6 y con fortificacion de 0,5% de proteina de levadura de cerveza

2 Desviacion estandar

Los contenidos de sdlidos solubles presentes en las formulaciones de los
liquidos de impregnacion al inicio de la incubacion fueron de 15.75, 28.56 y
41.4° Brix que representan los contenidos de azucares presentes de forma
natural en el zumo de mandarina junto con los oligosacaridos afiadidos. Cabe
mencionar que los azlcares y especialmente la glucosa son considerados como
fuente de carbono en los medios de crecimiento y que la concentracion
recomendada esta alrededor de 2%. Los niveles estudiados en la presente

investigacion estan muy por encima del valor recomendado lo que estaria
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probablemente resultando en condiciones inhibitorias. Chikthimmah et al. (2001)
reportaron un comportamiento similar bajo la presencia de niveles altos de NaCl
(5 g/L), una inhibicién del crecimiento de Lactobacillus y en consecuencia un
incremento en el nivel de pH final. Gervais y Marechal (1994) mencionan que la
disminucién de la viabilidad de las células expuestas a altas concentraciones de
hidratos de carbono puede ser debido a las altas presiones osméticas, sefalan
que un estrés hiperosmatico muy grave puede llevar a la muerte celular por una

salida pasiva de agua.

De Angelis y Gobbetti (2004) dan una explicacion interesante de lo que sucede
con los Lactobacillus al estar expuestos a estrés osmatico, sefialan que aunque
estos microorganismos con frecuencia estan expuestos a cambios en las
concentraciones de solutos en su habitat natural, la concentracion de solutos de
su citoplasma necesita ser relativamente constante. Un repentino incremento en
la osmolaridad del ambiente (estrés hiperosmético) resulta en el movimiento de
agua de la célula hacia el exterior lo cual causa una pérdida perjudicial de la
presion de turgor de la célula, cambios en la concentracion de solutos intracelular
y cambios en el volumen de la célula. En general, condiciones de estrés
hiperosmoticas impuesto por azucar es mucho menos perjudiciales que altas
concentraciones de NaCl y es Unicamente transitorio porque los Lactobacillus
son habiles para equilibrar las concentraciones extracelulares e intracelulares.
Para retener agua en la célula y asi mantener la presiéon de turgor los
Lactobacillus ponen en marcha mecanismos que les permiten acumular solutos

especificos que no interfieren con la fisiologia de la célula.

Poolman y Glaasker (1998) afirman que muchas bacterias son capaces de hacer
frente a estrés hiperosmatico severo por la acumulacién de solutos compatibles
como la glicina, betaina y la carnitina, en el caso de las bacterias acidolacticas

tienen poca o ninguna posibilidad de sintetizar estos solutos.

Los efectos explicados se manifiestan al evaluar la cinética del crecimiento

microbiano en los tratamientos de 5 y 20% de concentracion del producto
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comercial. El uso de la ecuacion modificada de Gompertz para describir la
cinética de crecimiento del probidtico permitié cuantificar los pardmetros: pm,
tiempo lag A y la asintota (A=In(N«/No0)). Las diferencias en las velocidades de
crecimiento observadas pueden atribuirse a la composicion del sustrato y
concentracion de nutrientes presentes (Sharma y Mishra, 2014). Las curvas de
crecimiento se presentan en la figura 5.1 con los ajustes al modelo de Gompertz.
Los parametros cinéticos estimados bajo el modelo se presentan en la tabla 5.7.

En lafigura 5.2 se presenta la evolucion del pH en el mismo intervalo de tiempo.

MRS

— 5%

A 20%

—— CONTROL
X MRS

i+ 5%
s 20%
+  CONTROL

Ln(N/Na)

20 30

Figura 5. 1 Cinética de crecimiento microbiano de L. salivarius spp. salivarius

CECT 4063 en zumo de mandarina con oligofrutosa a 37°C por 24 horas
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Tabla 5. 7 Parametros cinéticos bajo el Modelo de Gompertz para crecimiento
de L. salivarius spp. salivarius CECT 4063 en zumo de mandarina con niveles

de oligofructosa incubada a 37°C por 24 horas

z : Nivel de
Parametros Medio )
cinéticos referencial CO(III)I;R;OL oligofructosa
MRS ° 5% 20%
A (log N../No) 5.6 +0.2 4.73 4.60+0.13 4.36 +0.19
um (Alog UFC/mL-h)  1.1+0.2 1.22 1.08+0.06  0.81+0.03
A (h) 2.36+0.13 2.75 3.01+0.06 4.9+0.4
R? 0.996 0.986 0.993 0.988
7
ETEL
3 3 & MRS
t;, [
47 L 2 m5%
T
> 5 A20%
4 control
2 _
1 _
O T T T T
0 5 10 15 20

Tiempo de fermentacién (h)

Figura 5. 2 Evolucion del pH durante la incubacion de zumo de mandarina con

niveles de oligofructosa y L. salivarius spp. salivarius CECT 4063

Los valores obtenidos en los parametros del modelo confirman que la presencia

de oligofructosa esta ejerciendo un efecto inhibitorio, alin mas pronunciado con
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la mayor concentracion del prebiodtico. Esto se desprende al comparar los
tiempos de la fase lag de 2.36 h en el medio referencial (MRS) y 2.75, 3.01 y
4.94 horas en el zumo de mandarina control a 5y 20% de concentracion del
producto comercial respectivamente. Estos resultados implican que el
microorganismo necesita mayor tiempo en adaptarse a las condiciones de
crecimiento para empezar la etapa de division celular. Por otro lado, el efecto de
la incorporacion de oligofructosa al medio ejerce un efecto en el mismo sentido
en la velocidad méaxima de crecimiento que desciende conforme se afiade en

mayor concentracion.

También es importante comentar que la curva de crecimiento del
microorganismo puede proveer informacion valiosa para predecir la
supervivencia del mismo en situaciones posteriores de estrés. Cuando se
siembra de modo discontinua, la curva de crecimiento de cultivos bacterianos
presenta cuatro fases distintas: log, lag, estacionaria y muerte. Es conocido que
la respuesta de los cultivos bacterianos a condiciones de estrés varia
dependiendo de la fase de crecimiento. Las bacterias que entran en la fase
estacionaria desarrollan una tolerancia al estrés y son mas resistentes a varios
tipos de estrés (incluyendo posterior procesado y almacenamiento) que aquellas
en fase log.

Esta mejora en la resistencia al estrés que es exhibida por las células de la fase
estacionaria es considerado un resultado natural de la activacion del sistema de
respuesta del microorganismo frente al agotamiento de los nutrientes y la
acumulacion de metabolitos toxicos durante la fase estacionaria (Fu y Chen,
2011; Brashears y Gilliland, 1995; Lorca y de Valdez, 1999; Morgan et al., 2006;
van de Guchte et al., 2002). Se ha reportado que células en la fase estacionaria
de L. rhamnosus dan altos indices de recuperacion después del secado (31-50%
de supervicencia) mientras que en la fase logaritmica temprana las células
presentan Unicamente 14% de supervivencia Yy en la fase lag las células
muestran la mas alta susceptibilidad con unicamente un 2% de supervivencia

bajo similares condiciones de secado (Corcoran et al.,, 2004). Con la misma
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especie Ananta et al. (2004) confirmaron estos resultados. Estudiaron el efecto
de la fase de crecimiento de cepas de LGG (Lactobacillus rhamnosus GG) sobre
la supervivencia durante el secado por atomizacion y el almacenamiento. Sus
resultados revelaron que cultivos en fase lag presentan muy baja supervivencia
(1,7% de supervivencia), mientras que en los cultivos en los primeros estadios
de la fase logaritmica la supervivencia fue intermedia (14% de supervivencia) y
en cultivos en fase estacionaria la supervivencia fue la mas alta (50%) después
del secado por atomizacion. Ailaden que los microorganismos en la fase de

latencia presentaron el mayor dafio de la membrana después del secado.

Segun las curvas obtenidas en la presente investigacion un tiempo superior a 12
horas puede ser suficiente para detener el crecimiento. En las pruebas
sucesivas, la incubacion se llevdé a cabo en un tiempo total de 24 horas por

razones de operatividad en los ensayos.

El pH final del medio de crecimiento del cultivo probidtico también tiene influencia
durante el secado. Fue reportado que la mas alta viabilidad (aprox 80%
supervivencia) fue obtenida en liofilizacion, cuando células de L reuteri crecieron
a pH 5 fueron recogidas después de 2.5 horas en la fase estacionaria (Palmfeldt
y Hahn-Hagerdal, 2000). Por otra parte las células obtenidas sin control de pH
(4.5) fueron mas resistentes al estrés térmico, atomizacion y almacenaje en
estado seco que aquellas de cultivos bajo condiciones controladas (6.5) (Silva et
al., 2005). Esta respuesta puede estar relacionada con la adaptacién al shock
acido, lo cual puede alterar el estado fisiolégico de las células bacterianas, lo que
conduce al aumento de la sintesis de proteinas de choque térmico y por lo tanto

a una mejora de la resistencia al secado, como se describe anteriormente.

Tras el analisis de los resultados, se eligi6 como formulacion basica para la
incubacion del liquido de impregnacion una fortificacién con levadura de cerveza
al un nivel de 0.5%, y de producto comercial fuente de oligofructosa de 5% con

el control del pH inicial de 6.
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5.1.2 Efecto del tiempo de incubacién sobre las propiedades fisico-
quimicas y funcionales del liquido de impregnacion y sobre el crecimiento

microbiano.

En la tabla 5.8 se presentan las propiedades fisico-quimicas y algunas
funcionales del liquido de impregnacion tras 12 y 24 horas de incubacion a 37°C.
En cuanto a las propiedades fisicas las variaciones son estadisticamente

significativas para sélidos solubles, azucares reductores, pH y viscosidad.

Tabla 5. 8 Efecto del tiempo de incubacion de zumo de mandarina formulado
con L. salivarius spp. salivarius CECT 4063 a 37° C sobre las propiedades fisico-

quimicas y microbiolégicas .

Tiempo de incubacion (h) 0 12 24
Soélidos solubles (°Brix) 16.27+0.03c 16.03+0.05b 15.90+0.12a
Azlcares reductores (g/100
7.6+0.3c 7.35+0.08b 6.98+0.07a
mL)

FOS (g/100 mL) 3.9+0.2a 3.8+0.2a 3.76+0.07a
pH 6.02+0.06c 4.88+0.02b 4.41+0.02a
aw 0.986+0.003b 0.985+0.003ab 0.984+0.003a

Densidad (g/cm?) 1.0719+0.0009a  1.073+0.002a  1.0706+0.0004a
Viscosidad aparente
_ 3.45+0.04a 3.63+0.13c 3.55+0.04ab
(cpoises)
log UFC/mL 6.869+0.008a 8.93+0.09b 8.91+0.03b

Valor entre paréntesis: desviacion estandar.

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05).

Como era de esperar, el pH del medio descendi6 con el crecimiento microbiano
como consecuencia de la degradacion de los azucares y la formacion de
compuestos acidos, tales como el 4cido lactico. En las condiciones ensayadas,

el maximo crecimiento microbiano fue de 7.8-:108 UFC/mL (8.9 log UFC/mL)

141



Capitulo 5: Desarrollo de un aperitivo de manzana con propiedades antioxidantes adicionales

142

después de 12 horas de incubacion, coincidiendo con un descenso del pH desde
6.02 hasta 4.88. Estando este valor por debajo de lo que se considera éptimo
para el crecimiento de L. salivarius spp. salivarius (5.5 — 6), por lo que siendo
estas condiciones poco favorables suponen la detencién del crecimiento del
microorganismo a partir de 12 horas de incubacion, por lo que a partir de este
instante, tanto la concentracibn microbiana como el pH permanecieron
practicamente invariables. EI maximo contenido de crecimiento microbiano
obtenido es un valor superior al obtenido por Betoret et al. (2012) de 2.75x108
UFC/mL (8.4 log UFC/mL), esto se debe probablemente a la incorporacion del

componente proteico (levadura de cerveza).

El probidtico L. salivarius spp. salivarius al ser una bacteria acido-lactica,
durante su crecimiento fermenta los azUucares simples y produce acido lactico. El
analisis de los azucares reductores a lo largo del proceso muestran un mayor
descenso de sus valores (3 y 8% después de 12 y 24 horas de incubacién
respectivamente) con respecto al contenido de oligofructosa (2 y 3% después de
12 y 24 horas de incubacion respectivamente) lo que parece indicar que son los
azucares reductores (glucosa y fructosa) la principal fuente de carbono y energia
para el probiético. Esta respuesta puede ser atribuida a que los carbohidratos de
cadenas mas largas son fermentados més lentamente (Cummings et al., 2001,
Hernandez-Hernandez et al., 2012). Vernazza et al. (2006) estudiaron la
preferencia de cepas de Bifidobacterium por oligosacaridos comerciales
incluyendo Orafti P95. Las velocidades de crecimiento con este oligasacarido
estuvieron en el rango 0-0.085 1/h frente a glucosa con valores 0.112-0.193 1/h
y un nulo desarrollo de la mayoria de cepas con inulina. Atribuyen este
comportamiento a que el metabolismo de moléculas grandes requiere la
presencia de glicosidasas y mecanismos de transporte especificos para los
productos de hidrolisis. Similar comportamiento ha sido publicado por Zanoni et
al. (2008) que estudiaron la utilizacién de oligosacaridos (incluyendo Orafti P95)
y polisacéaridos por Lactobacillus plantarum. Sus resultados reportan un mayor
rendimiento en biomasa después de 10 horas de fermentacion en medio

conteniendo glucosa, muy bajo con oligofructosa (Orafti P95) y nulo crecimiento
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con inulina. Es evidente que factores como composicion monomérica, grado de
polimerizacion y tipo de enlace glicosidico determinan la utilizacion de los
diferentes tipos de prebidticos por parte de las cepas probioticas (Rastall et al.,
2005).

Con el objetivo de incrementar la cantidad de biomasa producida por L.
plantarum, Su et al. (2007) estudiaron una combinacién de glucosa/prebidtico
en el medio de cultivo, sus resultados sugieren que la glucosa puede ser usada
en la primera etapa del crecimiento microbiano, antes que otras fuentes de
carbono no convencionales, esto es respaldado por Goh et al. (2007) quienes
publicaron que genes involucrados en la sintesis de B-fructosidasa fueron

reprimidos en presencia de glucosa.

Existe la evidencia que el consumo de oligofructosa en la actualidad no alcanza
los niveles recomendados y esta limitado al aporte de alimentos de consumo
como parte de una dieta normal como lo son por ejemplo: el ajo, la cebolla, las
alcachofas entre otros. La finalidad de incorporar oligofructosa en la formulacién
del liquido de impregnacion seria contribuir a completar la dosis saludable de

prebidtico.

En el caso particular de Espafia, el consumo se encuentra en un 1.1 g/dia
(Espinosa-Martos et al., 2006), que esta por debajo de la media europea entre 3
y 11 g/dia (Roberfroid, 2000) y de las dosis recomendadas por muchas
referencias para garantizar su efecto beneficioso para la salud: 3 a 8 g por
porcidén (Coussement, 1999), entre 2 y 10 g por persona y dia (Tomomatsu,1994;
Roberfroid, 1998), hasta 15 g/dia (Gibson , 1999; Rao (1999) o entre 4y 12 g/dia
(Conway, 2001). Ademéas de considerar la limitante por el efecto inhibitorio de
las altas concentraciones en el crecimiento del microorganismo que se ha
discutido anteriormente, la incorporacién en el zumo formulado bajo el nivel de 5

% significa un aporte importante a la dosis saludable.
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Por otro lado, la presencia de oligofructosa podria contribuir a enmascarar el
cambio de sabor que algunas investigaciones mencionan como aspecto negativo
al empleo de zumos de fruta como medios de fermentacion. Colombo et al.
(2015) atribuyen a la oligofructosa (P95 Orafti), afiadida en una concentracion
de 49/100 mL, el aumento de la aceptacion de zumo de manzana conteniendo

probidticos L. paracasei ssp paracasei.

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 incubacién. La viscosidad determina la facilidad de
incorporacion del liquido en los poros de la estructura (Martinez-Monzo6 et al.,
1998). Por otro lado, disoluciones isotonicas aseguran que durante la IV actue
anicamente 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 el caso de jugos de citricos, el color es una de los factores de calidad muy
considerado por los consumidores. Los procesos tecnolégicos modifican este
parametro en base a la estabilidad de los componentes responsables de esta
percepcion, por lo que el estudio de su evolucidn es de importancia. Respecto al
color en zumos citricos, 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
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de los alimentos, tales como el escaldado o la coccion (Borenstein y Bunnell,
1966). Otros autores sefalan que su estabilidad puede variar mucho
dependiendo del tipo de alimento (Purcell et al., 1969). Kidmose et al. (2001)
afiaden que durante el procesado y almacenaje, el color del jugo de naranja
puede cambiar dependiendo de las condiciones que favorezcan diferentes tipos
de reacciones de degradacion. Dado que la degradacion del color es un proceso
complejo podria haber mas de un mecanismo responsable de los cambios de
color, por un lado la pérdida del deseable color de pigmentos carotenoides
naturales y por otro el desarrollo de sustancias pigmentadas debido a reacciones

enzimaticas y no enzimaticas (Roig et al., 1999).

La estructura de los carotenoides, la longitud del croméforo, el arreglo de los
dobles enlaces conjugados en el anillo final y los isbmeros geométricos
(cis/trans), influyen en la percepcion del color (Meléndez-Martinez et al., 2010).
La mayoria de los carotenoides absorben entre 400 y 500 nm, que corresponde
a la region azul-verde del espectro visible, por lo que los carotenoides exhiben
coloraciones de amarillo a rojizas. Debido a la estructura altamente insaturada
los carotenoides son propensos a varias reacciones de degradacion, los cuales
afectan no solamente su color sino también su actividad bioldgica. La presencia
de oxigeno en combinacién con la luz y el calor pueden conducir a degradacién
oxidativa formando un epéxido y radicales libres. Posteriores reacciones originan
componentes de bajo peso molecular y en algunos casos componentes volatiles
(Rodriguez-Amaya, 2001). Ambas reacciones de isomerizacion y oxidacion
conducen a un decrecimiento de la tonalidad amarilla y reacciones adicionales
resultan en una decoloracion de los carotenoides y una pérdida del color
(Sant’Anna et al., 2013).

Meléndez-Martinez et al. (2011) afirman que el analisis espectrofotométrico
(espectro UV/Vis) puede proporcionar suficiente informacion para concluir si
estos componentes sufren algin cambio en su estructura durante el procesado.

En la figura 5.3 se muestra el espectro de reflectancia del liquido de
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impregnacion en funcion del tiempo de incubacion y en la tabla 5.9 se reportan

los cambios en las coordenadas de color L*, a*, b* y las magnitudes tono y croma.

0,40

Ohrs

Reflectancia
(=]

—4—12 hrs
== 24 hrs

400 450 500 550 600 650 700

Longitud de la onda {nm)

Figura 5. 3 Espectro de reflectancia de zumo de mandarina formulado e
incubado con L. salivarius spp. salivarius CECT 4063 a 37 °C durante 0, 12y
24 horas.

En la figura 5.3 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 525y 700 nm. El
aumento de la reflectancia en este rango también fue observado después del
tratamiento térmico de jugo de naranja (Melendez-Martinez et al., 2011). Este
rango corresponde a la deteccién de las coloraciones de los compuestos
carotenoides (580-595 nm: amarillo, 595-605nm: naranja, 605— 750nm: rojo), lo
gue indica cierto efecto de la incubacion sobre estos compuestos. Los principales
carotenoides responsables del color de zumos de naranja y mandarina son:
a-caroteno y B-caroteno, zeta antheraxantina (amarillo), violaxantina (amarillo),
B critraurine (rojo anaranjado) y B- criptoxantina (anaranjado). La mandarina en
particular tiene un contenido alto de B-criptoxantina (7.25 mg/L) que es
responsable del color naranja profundo de su zumo, con una menor contribucion
de B-caroteno (0.55 mg/L) (Farin et al., 1983; 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 3 caroteno, respectivamente, durante
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la fermentacion de zanahorias por cepas seleccionadas de bifidobacterias
seflalando que la degradaciéon podria deberse, en parte al propio metabolismo
de las bacterias, ademas de las condiciones de fermentacion (temperatura, pH).
Sin embargo, en otro estudio con el mismo jugo pero con Lactobacillus spp. no
se observd modificacion significativa en el contenido de B-caroteno indicando
que estos componentes nutricionales no son metabolizados por estos

microorganismos (Nazzaro et al., 2008).

Melendez-Martinez et al. (2004) sefialan que algunos carotenoides no resisten
valores de pH extremos (acidos y basicos) pudiendo sufrir isomerizacion cis o
trans de sus dobles enlaces durante el procesamiento y almacenaje
contribuyendo al cambio de color. Los componentes con sus enlaces en forma
trans presentan un color mas oscuro, y en consecuencia mas enlaces cis

resultan en un gradual debilitamiento del color (Dhuique Mayer et al., 2007).

El efecto de la fermentacion sobre compuestos carotenoides y por ende la
repercusion sobre las variaciones del color, es dependiente del tipo de
microorganismo Yy el tipo de carotenoides, unido al efecto combinado de otros

factores como: luz, oxigeno y temperatura.

Por otro lado, en productos pasteurizados en los cuales las enzimas
responsables de la degradacion han sido inactivadas, reacciones de
oscurecimiento no enzimatico mas que oscurecimiento enzimatico son las
responsables de cambios de composicién y color. Se han sugerido diferentes
mecanismos para oscurecimiento no enzimatico en jugos de citricos
pasteurizados: i) degradacién del acido ascorbico, ii) degradacion de azlcares
catalizado por acidos y reacciones de Maillard debido a azUcares reductores y
aminoacidos. Sin embargo, debido a la complejidad de la degradacion de color,
lo méas habitual es que haya méas de un mecanismo involucrado (Wibowo et al.,
2015).
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La evaluacion de las coordenadas L*, a*, b* y de las magnitudes tono (h*ab) y
croma (C*ab) del liquido de impregnacion (tabla 5.9) 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 fermentacion de jugo de tomate con Bifidobacterium (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 azulcares
reductores y de grupos aminos aportados por la fuente de proteina. Por otro lado,
con el tiempo de incubacién, las muestras ganan en luminosidad y pureza de
color. Al final del proceso de fermentacion se obtuvo el mayor valor de la
variacion de color (AE) siendo este de 3.2. Empleando una clasificacion de la
variacion de color reportada por Cserhalmi et al. (2006) en la que 0-0.5 (no
notable), 0.5-1.5 (ligeramente notable), 1.5-3 (notable), 3-6 (bien visible) y >6.0
(grande) la variacion de color estaria clasificada como bien visible. Un valor de
AE=2.8 ha sido propuesto como el umbral de deteccidén de diferencias de color
por parte de los consumidores de jugo de naranja (Fernandez-Vasquez et a.,
2013).

Tabla 5. 9 Efecto del tiempo de incubacion de zumo de mandarina formulado

con L. salivarius spp. salivarius CECT 4063 a 37°C sobre las propiedades

opticas
Tiempo de
incubacion L* a* b* h*ab C*ab AE
(h)
0 54.3+0.21a 10.31+0.04a  36.2+0.3a 74.1+0.5a 37.6+0.3a -
12 56.09+0.08b 10.54+0.05b 37.9+0.2b 74.45+0.04b 39.3+0.2b 2.5+0.2a
24 56.6+0.2¢ 10.70+0.02c 38.4+0.2c 74.4+0.6b 39.840.2c 3.2+0.2b

1Desviacion estandar.

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).
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Desde que la calidad nutricional de los jugos de citricos esta principalmente
relacionado con su contenido de acido ascorbico es importante estudiar su
evolucion. Por otro lado esta vitamina (L-acido ascorbico) es un micronutriente
sensible al calor y su degradacion juega un rol importante en las reacciones de

oscurecimiento no enzimatico (Roig et al., 1999).

El acido L-ascérbico es uno de los acidos méas importantes de las frutas y
vegetales que participa en la prevencion de enfermedades del corazoén, inhibe la
formacion de nitrosaminas y protege contra el cancer, pero al mismo tiempo es
uno de los &cidos mas labiles por su facil oxidacion (Rock et al., 1996). Gardner
et al. (2000) reportan que la vitamina C contribuye con el 65-100% de la actividad
antioxidante de jugos de citricos, mientras que Yoo et al. (2004) reportan una
contribucion de 90.4%. En jugos de mandarina de las especies C. unshie y C.
reticulata Abeysinghe et al. (2007) reportan contribuciones entre el 40y el 60%.
Tal y como se muestra en la tabla 5.10, el contenido en acido L-ascorbico en el
liguido de impregnacion recién formulado resulté similar al reportado por
Meléndez-Martinez et al. (2007) en zumos procedentes de Espafa, y aunque
disminuyd ligeramente en un 4.5% tras 24 horas de incubacion a 37 °C, se
mantuvo en un nivel aceptable. El efecto de la incubacion sobre el contenido en
acido L-ascérbico ha sido evaluado por otros investigadores en batidos de frutas
(Di Cagno et al., 2011) y jugo de fresa (Klopotek et al., 2005), obteniéndose

resultados similares.

En la tabla 5.10 se muestran los cambios en las propiedades antioxidantes del

liquido de impregnacién con el tiempo de incubacion.
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Tabla 5. 10 Efecto del tiempo de incubacién de zumo de mandarina formulado
con L. salivarius spp. salivarius CECT 4063 a 37°C sobre las propiedades

funcionales.

Tiempo de incubacion (h) 0 12 24

Acido L-asc6rbico(mg/L) 333x6%c 324+1ab 318+5a
FRAP (mM Fe 2%) 8.8+0.2a 8.7+0.6a 9.2+0.6a
DPPH (mg AA/L) 388+38a 484+11b 492+33b
ABTS (mM trolox) 11.9+0.2c 10.4+0.2b 9.2+0.2a
Fenoles (mg GAEI/L) 548+18a 529+11a 530+11a

Hesperidina (mg/L) 542+7a 547+3a 548+5a
Narirutina (mg/L) 51.1+0.3a 51.4+0.2a 51.1+0.9a
Didimina (mg/L) 21.1+0.2a 21.4+0.7a 21.9+0.5a

1 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 fraccién hidrosoluble, que contiene fundamentalmente
polifenoles y vitamina C. Pero también hay una contribucion de la fraccién
apolar, rica en carotenoides (Byers y Perry, 1992; Gorinstein et al., 2001; Tripoli
et al., 2007). La vitamina C es considerada uno de los mas importantes nutrientes
y el que mas contribuye a la elevada capacidad antioxidante de estas frutas,
como se menciond anteriormente. Ademas, los zumos de mandarinas presentan
cantidades importantes de flavanonas glicosiladas (principalmente hesperidina),
consideradas responsables del 10% de su actividad antioxidante (Abeysinghe et
al., 2007).

Debido a la diferente naturaleza de los compuestos antioxidantes presentes en

el zumo de mandarina y a sus diferentes capacidades de reaccion con las


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996912002840#bb0045
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996912002840#bb0100
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especies radicales empleadas, es recomendable evaluar la actividad
antioxidante con mas de un método (Sdiri et al., 2012). Como se observa en la
tabla 5.10, 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 que puede estar relacionado con la pérdida de
los antioxidantes hidréfilos durante la incubacion. Como reportan varios
investigadores, entre ellos Polydera et al. (2005), la reaccién entre el acido L-
ascorbico y el cation de ABTS es practicamente instantanea, mientras que para
los flavonoides es dependiente del tiempo de reaccidén. Se ha sefialado que el
método DPPH es sensible a flavanonas hidrofébicas, mientras que el método
ABTS lo es ante antiradicales hidrofilicos, tales como la vitamina C (Del Caro et
al., 2004). Gil et al. (2000) indican que el si bien el método de DPPH es
recomendado como un método facil y exacto para medir la actividad antioxidante

de zumos de frutas y vegetales, es menos sensible a los antioxidantes hidrofilos.

El aumento de la actividad antioxidante evidenciado por los métodos de FRAP y
DPPH podria ser explicado desde dos puntos de vista: respondiendo a la
interconversion de ciertos componentes como parte del metabolismo del
probiético a productos de mayor poder antioxidante (que sera explicado con mas
detalle al discutirse el efecto sobre el contenido de compuestos fendlicos) o a
procesos quimicos degradativos propiciados por la permanencia a temperatura
de 37 °C. Del Caro et al. (2004) proponen una posible explicacion para un
marcado incremento en la actividad antioxidante observado en algunos jugos
(jugo de pomelo): a) el mas alto potencial antioxidante de polifenoles en estados
de oxidacion intermedia (Cheigh, Umy Lee, 1995) o b) la neoformacién de acidos
hidroxicinamicos debido a la actividad de las enzimas PAL (fenilalanina-amino-
liasa) C4H (cinamato-4-hidroxilasa). Sin embargo estos autores sefialan que
esto es temporal, a mas avanzados estado de oxidacion las moléculas pierden
gradualmente esta propiedad, y hay una drastica reduccién en la actividad

antioxidante.
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Durante la fermentacion bacteriana de muchos alimentos, la accion de las
bacterias en la matriz del alimento puede producir una amplia variedad de
compuestos a partir de los constituyentes iniciales del alimento. En algunos
casos, es la generacion de estos compuestos bioactivos o probioactivos que dan
al alimento fermentado sus beneficios para la salud. La mayoria de los
microorganismos utilizan el medio que les rodea para producir una amplia
variedad de metabolitos a medida que creceny se reproducen. Estos metabolitos
pueden tener diferentes finalidades como su contribucién a la estructura de la
pared de la célula, la proteccién frente a otras bacterias, y la supervivencia en
ambientes desfavorables. Algunos de estos metabolitos se encuentran en el
exterior de la pared celular, algunos son excretados en el medio circundante,
mientras que otros so6lo son liberados después de que la pared de la célula
bacteriana se dafie. Algunos metabolitos bacterianos podrian ser bioactivos y
tienen efectos beneficiosos sobre el huésped. Es evidente que los beneficios
para la salud de los alimentos fermentados se puede atribuir a metabolitos
derivados de la matriz del alimento inicial o que puede ser el resultado del
metabolismo bacteriano durante la fermentacién (Farnworth y Champagne,
2008).

En cuanto a la evolucion del contenido de los compuestos fendélicos durante la
incubacion se observa cierta tendencia a un descenso (=3%) aunque no es
estadisticamente significativo. Jaiswal y Abu-Ghannam (2013) reportan
descensos de 15% y 24% después de 24 horas en la fermentacion de jugo diluido
de repollo por L. plantarum-L. brevis y L. rhamnosus respectivamente. Sefalan
que los Lactobacillus poseen enzimas como B-glucosidasas y p-acido coumarico
decarboxilasas, los cuales pueden estar contribuyendo a la degradacion de
ciertos compuestos fendlicos. Es un hecho que la microflora intestinal, que
incluye Bifidobacterium y Lactobacillus, puede metabolizar algunos compuestos
polifenoles produciendo, entre otras transformaciones, hidrélisis de flavonoides
glucosilados o ruptura del anillo C de las moléculas (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
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la actividad biolégica de éstos, dando lugar a la desactivacion de compuestos
bioactivos o0 la activacion de compuestos inactivos con mayor capacidad
antiradical. Bisakowski et al. (2007) evaluaron el perfil flavonoide en cebolla roja
fermentada por L.plantarum y encontraron modificaciones en el perfil de
glicésidos de quercetina. Después de la fermentacion, la cantidad de quercitina
diglicésida y monoglicésida se incrementé significativamente, lo cual fue
sefialado como una ventaja teniendo en cuenta que estos glicosidos tienen una

reconocida actividad antioxidante.

La cierta diferencia entre las tendencias de polifenoles y capacidad antioxidante
podria entenderse por el hecho de que la capacidad antioxidante de los
alimentos depende de interacciones sinergistas y redox dentro de los diferentes
componentes presentes en los vegetales. La reducciébn de un grupo de
componentes puede conducir a la pérdida de funcionalidad contra cierto tipo de
radicales libres sin cambiar su funcionalidad hacia otros radicales (Jaiswal y Abu-
Ghannam, 2013).

Los resultados obtenidos tampoco muestran diferencias significativas en las
concentraciones de hesperidina, narirutina y didimina con el tiempo de
incubacion. Los flavonoides mas importante en zumo de mandarina de mayor a
menor concentracion son la hesperidina (0.81-45.8mg/100mL), naritutina (0.12-
9.0 mg/100mL) y didimina (0.05-3.1 mg/100mL) (Gatusso et al., 2007).
Numerosos estudios confirman una bioactividad potencial de la hesperidina,
entre otros: su efecto en el sistema vascular (reduce la permeabilidad capilar),
efecto antiinflamatorio, efecto antioxidante, acciéon sobre enzimas, actividad
antimicrobiana, actividad anticarcinogénica, inhibicion de agregacion celular,
efectos antialergénicos, actividad protectora frente a UV y radio proteccion
(Kuntic et al., 2014; Nandakumar y Balasubramanian, 2012; Hou et al., 2012;
Morand et al., 2011).

El potencial antioxidante de la hesperidina, la flavanona de mas alta

concentracion en zumos de mandarina ha sido estudiado por Hussein y Othman
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(2011) y comparado con antioxidantes naturales y sintéticos tales como a-
tocoferol, acido ascorbico, butil hidroxitolueno (BHT) y butil hidroxianisole (BHA)
y trolox. La hesperidina exhibe un poder de reduccion fuerte, actividad quelante
de Fe?*y captura de radicales libres, peréxido de hidrogeno y radicales hidroxilo.
La actividad antioxidante total de hesperidina comparado con estos antixiodantes
siguio este orden: hesperidina>a-tocoferol>trolox>BHA>BHT. La hesperidina en
combinacion con otro flavonoide llamado diosmina es empleada para el
tratamiento de insuficiencia venosa cronica en Europa (Yang et al., 1997; Kuntic
et al., 2014).

Parkar, Stevenson y Skinner (2008) reportan que otros flavonoides de la misma
naturaleza; naringenin, rutin, floridzina y quercitina pueden tener efectos en la
microbiota intestinal, pudiendo producir: a) un incremento del conteo de bacterias
benéficas tales como L. rhamnosus, b) mejora de la adherencia de estas
bacterias en la pared intestinal y c) inhibicion de la proliferacion de

enteropatdégeno como S.aureus o Salmonella typhimurium.

En un reciente estudio se evalu6 el efecto de la hesperidina y su aglicon
hesperitina en la estructura y actividad de la microbiota intestinal en ratas. Los
resultados revelan que la hesperetina modifica la composicion de la microbiota
fecal y aumenta los niveles cecales de acidos grasos de cadena corta indicando

cierto efecto prebidtico de estas flavanonas (Unno et al., 2015)

Dhuique-Meyer et al. (2007) sefialan el caracter estable de la hesperidina,
reportando pérdida menor del 2% frente a tratamiento térmico a 90°C por 240
minutos, lo que es corroborado por otro estudio dirigido por Moura y Silos (2008)
gue mostraron que la pasteurizacién no modificé el contenido de flavanonas
(hesperidina y narirutina). En otra investigacion se han reportado pérdidas bajo
condiciones muy drasticas de acidez (1IN HCI/ 5 mL/60 min/80°C/neutralizado)
alcalinidad (1N NaOH/5mL/60min/30 min/80°C/neutralizado), oxidacién (0.5
mL/30% H2032) y tratamiento térmico (105°C 25.3 horas) a niveles de 10, 15, 1
y 1% respectivamente (Mishra et al., 2013).
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Las flavanonas tienen una actividad biolégica mas alta incluso en
concentraciones mas bajas y los glucosidos de flavanona mas relevantes son

hesperidina, narirutin, naringina y eriocitrina (Mouly et al.,1994).

5.2. Estudio de la reutilizacion del liquido de impregnacion: efecto de los

ciclos de impregnacion sobre las propiedades funcionales

Una cuestibn importante en la aplicacion industrial a gran escala
de los procesos que implican inmersion de alimentos en medios liquidos como
es el caso de la deshidratacion osmoética y particularmente de la impregnacion a
vacio es la gestion de la solucion final del proceso (Zhao y Xie,2004). Betoret et
al. (2012) realizaron una caracterizacion del zumo de mandarina residual tras el
proceso de impregnacion de manzanas. En sus resultados la demanda quimica
de oxigeno (DQO) y la demanda biologica de oxigeno (DBO5), exceden los
limites establecidos por la ley por lo que se considera necesario llevar a cabo
una depuraciéon del mismo antes de ser vertido al cause publico. Sugieren que
antes de proceder a la depuracion y eliminacion del zumo resultante de la
impregnacion convendria plantearse la posibilidad de reutilizacién del mismo. La
obtencibn de aceites esenciales, flavonoides u otros componentes
fisiol6gicamente activos e incluso la reutilizacibn como ingrediente en la
fabricacion de otros productos como: zumos, néctares o concentrados podrian
ser algunas posibilidades. Algunas alternativas planteadas en soluciones
azucaradas concentradas incluyen la reutilizacion como jarabe de mesa, rellenos
de frutas, bases para bebidas, jarabes o en conservas. Algunos autores
mencionan que desde el punto de vista de ingenieria, es posible la reutilizacion
de la disolucién en procesos de deshidratacion osmotica al menos 20 ciclos
(Rosa y Giroux, 2001; Valdez-Fragoso, Mujica Paz, Giroux, y Welti Chanes,
2002). Desafortunadamente, el reciclaje de las disoluciones residuales de estos
procesos es todavia una de las principales deficiencias y desafios (Zhao y Xie,
2004). Una razdén es que algunas de las caracteristicas de las disoluciones

cambian al final del proceso debido a la lixiviacion simultdnea de analitos
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responsables del color, los acidos y los fragmentos del producto y solutos en las

disoluciones que penetran en el producto.

En esta parte se evalu6 el cambio de las propiedades fisicas y funcionales del
liquido de impregnacion como consecuencia de su reutilizacion en 5 ciclos antes
de su consideracion como un residuo liquido del proceso o su destino a otras
anternativas. En la tabla 5.11 se muestra la caracterizacién del liquido de
impregnacion en los 5 ciclos. Aunque estadisticamente existen diferencias
significativas  (p<0,05) en las propiedades fisicas de: sélidos solubles, pH,

densidad y viscosidad aparente, estas diferencias no merecen ninguna

Tabla 5. 11 Efecto de la reutilizacion del liquido de impregnacion en las

propiedades fisico-quimicas y microbiol4gicas.

N° ciclos de
_ » 1 2 3 4 5
impregnacion
Sélidos 17.95 17.6 17.6 17.45
_ 17.6 +t0.1b 17.4 +0.1a
solubles (°Brix) +0.07%c +0.1b +0.1b +0.07a
H 4.59 4.57 4.54 4.56 4.55 451
P +0.01b +0.01b +0.01a +0.02ab +0.01lab +0.01la
0,984 0.984 0.984 0.984 0.984 0.985
aw
+0.003a +0.003a  +0.003a +0.003a +0.003a +0.003a
Densidad 1.078 1.081 1.079 1.074 1.073 1.076
(g/cm?3) +0.001b +0.002b  +0.001b  +0.002ab +0.001a +0.002ab
Viscosidad
4.76 4.15 4.195 4.22 4.170 4.24
aparente
_ +0.07b +0.06a +0.007a +0.04a +0.014a +0.03a
(cpoises)
8.84 8.90 8.92 8.789 8.94
log (UFC/mL)
+0.2a +0.02a +0.02a +0.07a +0.005a +0.05a

1 Desviacion estandar.

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

consideracion en términos practicos. En cuanto a los soélidos solubles hay un
descenso de 17.95 a 17.45 °Brix, en pH de 4.59 a 4.51, la densidad de 1.08 a
1.075 y la viscosidad aparente de 4.76 a 4.24 entre el primer y quinto ciclo de
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impregnacion. La actividad de agua no se ve afectada por los ciclos de
impregnacion. También es importante sefialar que al trabajar con una solucion
isotonica es de esperar que los cambios sean minimos, al estar involucrado
exclusivamente un proceso de transferencia de masa por mecanismo
hidrodinamico, sin o con despreciable transferencia por difusion. En cuanto al
contenido del probidtico, este se mantiene a un nivel sin diferencias significativas
durante los 5 ciclos de impregnacion

Tabla 5. 12 Efecto de la reutilizacién sobre las propiedades funcionales del

liquido de impregnacion.

N° ciclos de
_ _ 1 2 3 4 5
impregnacion
FRAP 9.92 9.5 9.67 9.9 9.05 8.9
(mM Fe %) +0.01'c +0,4abc  +0.03bc +0.5¢ +0.08ab  0.4a
DPPH 482 497 438 458 446 469
(mg/L eq AA) t7a +3a +45a t22a +la +46a
ABTS 7.71 7.31 7.77 7.28 7.35 7,2
(mM trolox) +0.09b +0,07a +0.02b +0.12a +0.07a +0,2a
Acido
. 322 311 297 287 279 266
Ascorbico
+5)d +7cd +7bcd +10abc +10ab +12a

(mg/L)

Fenoles 502 567 464 513 488 478
(mg GAE/L) +2b +35¢ +2a +2b +3ab +3ab
Hesperidina 543 523

NA NA NA NA
(mgl/L) +22b +3a
Narirutina 38 40
NA NA NA NA
(mg/L) t2a +6b
Didimina 11,8 10.6
NA NA NA NA
(mg/L) +0.5b +0.8a
FOS 3.7 3.72
NA NA NA NA
(9/100 mL) +0.2a +0.18a

1 Desviacion estandar. NA: no analizado.

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05).
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La variacion en otras propiedades funcionales se presenta en la tabla 5.12. En
el caso concreto del 4cido L-ascorbico, la pérdida resultd del orden del 17%, lo
gue se traduce en un descenso de la capacidad antioxidante medida por los
métodos FRAP y ABTS. Nagy (1980) reporta que la degradacién de 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 ascorbico oxidasa y la peroxidasa, pero como en esta investigacion
se ha empleado zumo comercial pasteurizado, es de esperar que estas enzimas
no se encuentren en el liquido de impregnacion. La otra degradacion seria la no
enzimatica, debida a las reacciones aerObicas y anaerdbicas que podrian

producirse durante las etapas previas y posteriores a la impregnacion a vacio.

La disminucion del contenido en &cido ascoérbico puede ser explicado por la via
de la degradacién aer6bica como sefialan varios investigadores. En presencia
de oxigeno, el acido ascérbico es oxidado reversiblemente a acido
dihidroascorbico (DHA). EI DHA es altamente inestable y puede posteriormente
ser hidrolizado irreversiblemente a acido 2,3 diketogulénico y otros productos de
degradacion, tales como 2 acido forico,3-hidroxi-2-pyrone, degradacion que se
ve favorecida por condiciones de bajos pH (Shinoda et al., 2005; Yuan y Chen,
1998).

Por otro lado, durante el proceso de impregnacion, concretamente en la primera
etapa a presién de vacio, hay una eliminacién del aire contenido en los espacios
porosos de la matriz de manzana. La agitacion que se genera en esta etapa
permitiria un mayor contacto con el oxigeno contenido en el aire saliente
favoreciendo los procesos oxidativos. No obstante los valores de estas
propiedades funcionales siguen siendo adecuados para continuar utilizando el

zumo de mandarina como liquido de impregnacion hasta el ciclo 5 estudiado.

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
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proceso (luz, Oz y temperatura), permanecio invariable desde el principio hasta

al final del experimento.

A parte de la capacidad antioxidante, es de gran importancia que el

fructooligosacérido 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. Los resultados muestran la estabilidad de este

componente bajo las condiciones de impregnacion.

Tabla 5. 13 Efecto de la reutilizacion sobre las propiedades oOpticas del liquido

de impregnacion inicial y tras los cinco ciclos de impregnacion ensayados

L*
57.018
+0.003a
57.22
+0.01a
57.405
+0.002a
57.391
+0.008a
57.29
+0.03a
57.452
+0.005a

5

a*
13.416
+0.006a
13.775
+0.005a
13.791
+0.002a
13.701
+0.016a
13.431
+0.007a
13.479
+0.016a

b*
41.142
+0.011a
41.49
+0.013a
41.68
+0.01a
41.733
+0.011a
41.61
+0.02a
41.87
+0.02a

Valor entre paréntesis: desviacion estandar.

h*ab
71.939
+0.011a
71.634
+0.009a
71.692
+0.006a
71.82
+0.02a
72.109
+0.015a
72.153
+0.015a

C*ab
43.274
+0.009a
43.71
+0.012a
43.903
+0.009a
43.924
+0.013a
43.721
+0.019a
43.98
+0.03a

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).

AE

0.540
+0.012a
0.762
+0.016b
0.755
+0.014b
0.54
+0.03a
0.85
+0.02c

En cuanto al color, se puede observar en la tabla 5.13 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.
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Al parecer el acido ascorbico preserva los componentes carotenoides de la
oxidacion (Sanchez-Moreno et al., 2003) que son los componentes responsables

del color.

5.3 Estudio de la estabilidad de las propiedades fisico-quimicas y
contenido de probidtico del liquido de impregnacion almacenado en

refrigeracion

Los resultados de la caracterizacion fisico-quimica y el contenido de probidtico
en el liquido de impregnacién almacenado a 4°C durante 21 dias se presentan
en la tabla 5.14. En general no hay una variacion significativa de los parametros
fisicos de: pH y solidos solubles. Los recuentos de células viables al final del
almacenamiento fueron de 7.37y 7.7 log UFC/mL, con descensosde 1.48y 1.1

log UFC/mL para el tratamiento con y sin oligofructosa respectivamente.

Los niveles que reportan la bibliografia para conservar el caracter probiético,
difieren segun las referencias. Algunos investigadores sugieren concentraciones
superiores al 108 UFC/mL (Kurman y Rasic, 1991; Dave y Shah, 1997), otros
recomiendan una concentracién de al menos 107 y 108 UFC/ mL (Kailasapathy y
Rybka, 1997; Lourens-Hattingh y Viljeon, 2001). Mientras otras referencias
establecen concentraciones mas altas de 10° UFC/mL (Prado et al., 2008).
Siendo conservadores el recuento al final del periodo de almacenamiento

garantiza el caracter probi6tico del liquido de impregnacion.

No obstante conservar su caracter probidtico, los descensos observados son
mayores a los reportados por otras investigaciones en otros zumos de frutas.
Nuakaekul et al. (2011) estudiaron la viabilidad de Bifidobacterium longum en
zumos de fruta como: naranja, pomelo, pifia y grosella roja con valores de pH
iniciales entre 3.20-3.81, y bajo almacenamiento durante 6 semanas a 4°C, sus
resultados indican descensos de 0.35, 0.49, 0.30 y 0.73 log UFC/mL
respectivamente. En otro estudio se evaluaron los mismos zumos para

Lactobacillus plantarum mostrando una mejor viabilidad de este género con
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descensos de 0.07, 0.02, 0.31 y 0.28 log UFC/mL para zumos de naranja,
pomelo, grosella negra vy pifa respectivamente (Nuakaekul vy
Charalampopoulos, 2011). Ambos estudios atribuyeron esta buena viabilidad al
contenido de proteina y fibra dietética. En cuanto a la fibra dietética, se ha
sugerido que puede proteger a las células probioticas durante el procesado y
almacenamiento por un mecanismo que implica la inmovilizacion fisica de las

células sobre la fibra (Saarela et al., 2006).

En otros estudios la pérdida de viabilidad de los probio6ticos es mas pronunciado.
Colombo et al. (2015) evaluaron la viabilidad de Lactobacillus paracasei ssp
paracasei en jugo de manzana clarificado con pH 3.82 y suplementado con 2%
oligofructosa durante almacenamiento bajo refrigeracion (4°C/28 dias) en
botellas PET y encontraron un descenso de 2.1 log UFC a los 21 dias. En otro
estudio después de 4 semanas de almacenamiento a 4 °C Lactobacillus
plantarum y Bifdobacterium longum supervivieron a las condiciones acidas de
jugo de noni fermentado a diferencia de L.casei que no exhibio viabilidad celular

en ese tiempo (Wang et al., 2009).

Las diferentes investigaciones coinciden en atribuir como principales razones
para la reduccion del conteo probidtico: las condiciones acidas, la continua
exposicién a oxigeno y el bajo nivel de compuestros nitrogenados del medio
durante el almacenamiento (Pimentel et al., 2015; Sheehan et al., 2007;
Talwalkar y Kailasapathy, 2004). Cuando las células estan presentes en un
entorno de pH bajo, el consumo de energia que se requiere para el
mantenimiento del pH intracelular, se incrementa. Como resultado, otras
funciones celulares cruciales estan carentes de ATP, y las células no pueden
sobrevivir (Corcoran et al., 2005; Shabala et al., 2006; Nualkaekul et al., 2011).
Sheehan et al. (2007) sefalan que valores de pH inferiores a 4.5 son
perjudiciales para la estabilidad de las bacterias probioticas en almacenamiento.
El pH del liquido de impregnacion fue de 4.40, estando en el limite para la

viabilidad del microorganismo.
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Por otro lado, los probiodticos estan desprovistos de la cadena de transporte
electronico y/o la enzima catalasa por lo que la presencia de oxigeno puede
causar la formacion y acumulacién de metabolitos toxicos en la célula, lo cual
puede conducir a muerte celular por dafio oxidativo (Boza-Mendéz et al., 2012;

Talwalkar y Kailasapathy, 2004).

Asimismo, una conclusion de los resultados es que la presencia de oligofructosa
no ejerce un efecto de proteccion durante el almacenamiento, que si ha sido
publicado por otras investigaciones. En un estudio conducido por Pimentel et al.
(2015) demostraron que la suplementacion de zumo de manzana clarificada con
oligofructosa ayuda a la supervivencia del cultivo probiético Lactobacillus
paracasei ssp paracasei, atribuyéndose este efecto al hecho de ser un sustrato
disponible para el metabolismo, sirviendo como fuente de carbono para el
mantenimiento de la célula y la prevencién de dafios causados por la acidez y
ademas sugieren que pudiera cumplir la funcién de proteccion fisica de células
bacterianas de dafios causados por el ambiente (Nualkaekul, Deepika,&
Charalampopoulos, 2012). La diferencia con los resultados de la presente

investigacion podria atribuirse al nivel de fortificacion que es de 5%.

Por otro lado, cuando las bacterias encuentran condiciones desfavorables
pueden activar los mecanismos de respuesta al estrés, que les permitan
sobrevivir bajo estas condiciones. Esta respuesta puede ser detectada como un
aumento de la produccién de proteinas relacionadas con el estrés, que estarian
implicadas en la reparacion o la degradacién de las proteinas dafiadas (Ananta,
2004).
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Tabla 5.14 Propiedades fisico-quimicas y contenido del microorganismo
probiotico del liquido de impregnacidon durante almacenamiento bajo

refrigeracion.

_ Contenido m.o (log Solidos solubles Variacion del
Tiempo de pH :
_ UFC/mL) (°Brix) color (AE)
almacenamiento
. c/f? s/f c/f s/f c/f s/f s/f
(dias)
0 8.85 8.80 4395 4.41708 15.82 11.50
+0.04 +0.06 +0.007 +0.0006  +0.03 +0.07
8.627 8.7280 4.394 44345  15.658 11.38
7 0.554 0.399
+0.014  +0.0002 +0.006 +0.0007 +0.012 +0.05
8.10 8.19 4.41 4.424 15.81 11.470
14 0.509 0.452
+0.01 +0.13 +0.02 +0.008 +0.06 +0.006
7.37 7.7 4.393 4.406 16 11.65
21 0.777 0.784
+0.03 +0.2 +0.013  +0.008 +0.07 +0.01

1C/F Zumo de mandarina con contenido de 5% de producto comercial fuente de oligofructosa

Se ha mencionado que la presencia de diferentes nutrientes tales como las
vitaminas en el jugo de frutas, puede también tener una influencia sobre la
viabilidad. El acido ascoérbico también se ha asociado con la buena
supervivencia de L. acidophilus en yogur. El efecto de eliminacion de oxigeno
por parte del acido ascorbico es una de las posibles razones que pueden ayudar
a mejorar la viabilidad del probiético (Shah, 2000 y Zarate et al., 2005;
Ranadheera et al., 2010)

Una importante pérdida de calidad de jugo de naranja durante la vida en anaquel
es el color. Es el primer signo visible que puede influir negativamente en la

aceptaciéon del consumidor, y por lo tanto disminuir su valor comercial (Manso et
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al., 2001). EI cambio de color es un indicador de reacciones quimicas y
bioquimicas (van Boekel, 2008). Dependiendo de la extension de las reacciones,
pueden ocurrir cambios en el color como resultado de la formacién de pigmentos
marrones asi como por la decoloracion de los carotenoides que se encuentran

de manera natural en este tipo de frutas.

La variacién de color durante el almacenamiento es menor de 2 lo que significa
que no es detectable por el ojo humano y dentro de la clasificacion sugerida por
Cserhalmi et al. (2006) ligeramente notable sin ser perceptible por el consumidor
(<2.8).Como se sefialo anteriormente, si bien es cierto que estan involucrados
varios mecanismos en el cambio de color, el mas representativo es el atribuido
al contenido y conformacion de carotenoides. Estos componentes pueden sufrir
procesos de isomerizacion geométrica (promovida por calor, luz y acidos) y
oxidacion (estimulada por luz, calor, metal, enzimas y peroxidos, e inhibida por
antioxidantes) que son las causas principales de degradacion de carotenoides
(Rodriguez-Amaya, 1997).

Wibowo et al. (2015) reportaron limitado descenso y casi ningn cambio en
carotenoides en jugo de naranja almacenado a 20y 28 °C durante 32 semanas.
Un ligero decrecimiento del contenido total de carotenoides en jugo de naranja
pasteurizado en refrigeracion fue reportado por otras investigacion (Choi et al.,
2002; Cortés et al., 2006; Plaza et al., 2011; Vervoort et al., 2011). Klaui y
Bauernfeind (1981) sefialan que el limitado grado de degradacion por oxidacion
de los carotenoides puede ser debido a la accién protectora del &cido ascérbico
presente de manera natural. La estabilidad de (-caroteno y B-criptoxantina
durante almacenamiento fue reportado por Plaza et al. (2011). La B-criptoxantina
es el principal carotenoide en jugo de mandarina y s6lo mostré un descenso de
5% después de 8 semanas a 20°C (Wibowo et al., 2015).

Con respecto a los solidos solubles la variacion es minima con una ligera
tendencia a aumentar. Nuakaekul et al. (2011) estudiaron la conveniencia de seis

zumos de frutas comerciales incluida la naranja como medios de suspension de
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Bifidobacterium longum (108 UFC/mL), y su almacenamiento por 6 semanas a
4°C, en donde en casi en todos los casos, los niveles de azlcares (sacarosa ,
glucosa y fructosa) aumentaron significativamente y atribuyendo el resultado a
la hidrélisis de los polisacaridos presentes en los jugos por la accion de
pectinasas (Mohammad, Andrés, y Klaus, 2010 ). Asimismo, los mismos autores
sefalan que el pH de los jugos no cambia de manera significativa debido a la
alta capacidad de tamponamiento de los jugos. En la presente investigacion
tampoco se detecta cambio en el pH.

La casi nula variacion del pH y los sélidos solubles del zumo después de 21

dias de almacenamiento indican una débil actividad metabdlica del probidtico.

5.4 Evaluacion del grado de enriquecimiento en las muestras impregnadas.
Aplicacion del modelo hidrodinamico para la estimacion vy

confirmacion con anédlisis quimico.

La actividad de agua del liquido de impregnacion (0.984) y de la manzana fresca
(0.986) son valores muy proximos, por lo tanto, las condiciones permiten el
calculo tedrico de la cantidad de liquido incorporado y posteriormente el grado
de enriquecimiento de las muestras de manzana con L.salivarius spp. salivarius
y con los componentes funcionales utilizando la ecuacion del mecanismo
hidrodindmico propuesta por Fito (1994) y Fito y Pastor (1994) que se presenta

a continuacion:

pml
Xy X =+ Xy
ff

pml
P

1+ X

Donde: xii: concentracion del componente funcional en la fruta impregnada (g/g);
Xml: concentraciéon del componente funcional en el medio liquido (g/g); x# =

concentracion del componente funcional en fruta fresca (g/g); X = fraccién
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volumétrica de liquido incorporado (m3/m3); pm: densidad del medio liquido

(g/cm?3); prr. densidad de la fruta fresca (g/cm?3).

Asumiendo las siguientes supuestos:
Supuesto 1: El sistema se encuentra en estado estacionario por lo que la masa
total del sistema no varia con el tiempo. No hay modificacidon por reacciones

quimicas ni de deterioro de los componentes funcionales.

Supuesto 2: No existe generacion del componente funcional en el sistema.

Supuesto 3: La concentracion del componente funcional en el medio liquido y

sus caracteristicas fisico quimicas no se ven afectadas por la operacién de IV.

Para la evaluacion y el entendimiento del grado de incorporacion de
componentes funcionales del liquido de impregnacién desarrollado por IV en la
matriz de la manzana, primero se debe sefalar los factores que lo determinan.
Durante la 1V, la fraccion porosa de los tejidos es penetrada por liquidos externos
en condiciones controladas gracias a la creacion de gradientes de presion en el
sistema. Los factores que son determinantes en este proceso de transferencia
de masa estan relacionados con: a) parametros del proceso: nivel y duracion del
vacio, tiempo de permanencia en la fase a presion atmosférica, b) caracteristicas
de la matriz: forma y tamafio, respuesta mecanica de la muestra, porosidad y
tamafo de los poros, asi como c) caracteristicas del liquido de impregnacion:

actividad de agua, presion osmatica, viscosidad (Zhao y Xie, 2004).

Respecto a la manzana, estudios en la morfologia celular de su tejido han
mostrado su elevada porosidad (espacios intercelulares) ademas de su alta
heterogenicidad celular (anisotropia) por ejemplo desde el centro a la periferia
del tejido parenquimatico, la porosidad y los espacios intercelulares aumentan,
del mismo modo que aumentan a través del crecimiento de la planta (Mendoza

et al., 2010). Los largos espacios intercelulares varian de tamafio con niveles
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hasta 2000 um de longitud y 100-200um de didmetro (Reeve, 1953; Golding y
Jobling, 2012).

Los factores mencionados influyen sobre el nivel de impregnacion y explican los

resultados obtenidos.

En la tabla 5.15 se pone de manifiesto que los componentes bioactivos del
liquido de impregnacion han sido incorporados con éxito en la matriz estructural
de la manzana. Los datos obtenidos experimentalmente para el contenido en
oligosacaridos, microorganismo probiético y compuestos fendlicos coinciden con
los calculados por balance hidrodinamico. Sin embargo, en el caso de las
flavanonas y el acido L-ascoérbico se observan algunas diferencias, siendo los

valores experimentales ligeramente inferiores a los calculados tedricamente.

La correspondencia entre los valores estimados por HDM y los obtenidos por
analisis quimicos esta condicionada por el cumplimiento de la hip6tesis 1 en la
gue se considera la estabilidad de los componentes funcionales bajo la IV.
Algunos componentes pueden presentar reacciones de oxidacion como es el
caso de acido L-ascorbico. El acido ascoérbico es particularmente sensible a las
reacciones de oxidacion, destruyéndose con gran facilidad durante el procesado
de los alimentos en presencia de oxigeno.

En el caso de la hesperidina, las diferencias podrian explicarse a la naturaleza
cristalina en que se presenta una fraccion de esta flavanona. Gil-1zquierdo et al.
(2001) senalan que las flavanonas de los citricos, y particularmente la
hesperidina, son bastantes insolubles en soluciones acuosas &cidas y forman
cristales que precipitan, pudiendo ademas establecer interacciones que la
retengan en la nube del zumo. En estas condiciones podrian quedar en el liquido
de impregnacion y no ser incorporadas a la manzana en el proceso de

impregnacion.
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Tabla 5. 15 Valores tedricos y experimentales del contenido microbiano y de

compuestos funcionales del liquido de impregnacion y de las manzanas fresca e

impregnada.
. M i d
Liguido de Manzana anzanaimpregnaca
. ., Valor Valor
iImpregnacion fresca . L
experimental teorico
Log (UFC/g) 9.05+0.011 N.A 8.11+0.06 8.27
Acido L-ascérbico
25.24+1.01 2.37+£0.03 5.54+0.24 6.16
(mg/100 g)
Fenoles
504+11 87.3+1.2 82.0+0.8 82.62
(mg GAE/100 g)
Hesperidina
51.16+1.4 N.A 6.56+0.09 9.13
(mg/100 g)
Narirutina
4.8+0.2 N.A 0.92+0.01 0.85
(mg/100 g)
Didimina
2.01+0.09 N.A 0.290+0.003 0.36
(mg/1009g)
FOS
3.76x£0.04 N.A 0.684+0.004 0.671
(g/100 g)

1 Desviacion estandar.

En la figura 5.4 se muestran los cromatogramas de la manzana fresca e
impregnada. Se observan en la manzana impregnada los picos correspondientes
a la hesperidina, la naritutina y la didimina, ausentes en la manzana fresca, lo

gue evidencia el enriguecimiento de la matriz en estas flavanonas.
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Figura 5. 4 Cromatograma HPLC a 280 nm de manzana fresca y manzana

impregnada.

5.5 Estabilizacion del producto impregnado por secado por aire caliente.
Efecto sobre el contenido de microorganismos probidticos. Seleccidon

de la temperatura

Si bien es cierto que la IV ha planteado la posibilidad de incorporar probiéticos
a la manzana en presentaciones finales del tipo cuarta gama 6 minimamente
procesados, (Roble et al., 2010; Alegre et al., 2011), el alto contenido de agua,
alta aw y componentes nutricionales del producto final, limitan su vida util por
reacciones de tipo oxidativas, microbianas y quimicas que alteran su calidad. Por
otro lado, aunque las frutas son usualmente consumidas como productos
frescos, tienen caracter estacional, lo que unido a su perecibilidad hace
necesario aplicar operaciones de estabilizacion como la deshidratacion (Vega-
Galvez et al., 2012). El secado de alimentos, incluyendo frutas y vegetales, ha
sido ampliamente empleado para eliminar agua y disminuir la actividad de agua
reduciendo el riesgo de desarrollo microbioldgico y la limitacion de reacciones

enzimaticas y quimicas de degradacion.
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Los productos deshidratados estan ganando considerable atencion y su
presencia en el mercado se ha incrementado considerablemente, no solo para
satisfacer una demanda directa de productos de tipo aperitivo, sino para su
incorporacion en procesos de fabricacion de productos de desayuno con
cereales, panaderia, postres y productos de confiteria (Megias-Pérez et al.,
2014).

Como consecuencia de la concentracion, las frutas secas tienen mas alta
energia total, densidad de nutrientes, contenido de fibra y frecuentemente una
mayor actividad antioxidante comparada con la fruta fresca. La elevada actividad
antioxidante es principalmente debida a la concentracion de polifenoles durante
el secado y potencialmente a la generacion de productos de la reaccléon de
Maillard los cuales mejoran la actividad antioxidante (Yilmaz y Toledo, 2005). Sin
embargo, también se ha encontrado que el secado puede conducir a pérdidas
en los componentes polifendlicos. Como tal, la actividad antioxidante neta refleja
efectos acumulativos de pérdidas y generaciéon de productos de la reaccion de
Maillard (Vinson et al., 2005).

Aungue diferentes procesos de deshidratacion son aplicados por industrias de
procesado de alimentos, el secado convectivo es el mas comun debido a la
simplicidad de operacién y por ser una tecnologia accesible. La liofilizaciéon ha
sido considerada el mejor método de deshidratacion para obtener productos
finales de la mas alta calidad teniendo en cuenta la mayor conservacion de sus
componentes nutricionales y funcionales (Asami et al., 2003; Marques et al.,
2009). Sin embargo, la liofilizacion es un proceso discontinuo con un tiempo de
secado considerablemente largo y también tiene un alto costo energético
(Santivarangkna et al., 2007), lo que lo hace uUnicamente rentable para la
deshidratacion de productos de alto valor afadido (Ratti, 2001).

Para determinar la temperatura de secado se eligi6 como parametro indicador el
contenido de probidtico, al ser el componente funcional limitante y de mayor
sensibilidad. En la figura 5.5 se presentan los resultados obtenidos. El analisis
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estadistico mostré diferencias significativas entre los niveles de temperatura y
tiempos de secado. Los descensos del contenido del microorganismo son del
orden de 0.6, 0.8 y 2.7 ciclos logaritmicos para las temperaturas de 30, 40 y
45 °C, respectivamente, después de 24 horas de secado. La temperatura de 45

°C provocé un descenso considerable del recuento del probiotico por lo que se

descarté.
9
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Figura 5. 5 Efecto del la temperatura y tiempo de secado sobre el contenido de

probiodtico L. salivarius spp. salivarius CECT 4063

A partir de los resultados obtenidos y para asegurar la mayor eliminacion del
agua para una conservacion del producto en almacenamiento, sin que se
produzca un descenso considerable del contenido microbiano se eligio la
temperatura de 40°C. En las figuras 5.6 y 5.7 se presenta la evolucién del
contenido de materia seca, aw, contenido del microorganismo, porcentaje de

supervivencia durante el proceso de secado a la temperatura seleccionada.

Noorbakhsh et al. (2013) estudiaron el efecto del tipo de secado en la produccion
de un aperitivo a partir de manzana impregnada con probioticos (L. rhamnosus)

bajo IV y reportan niveles de reduccion de la carga probiéticade 1.1, 1.7y 2.1
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log UFC/g para liofilizacion, secado por aire (40°C, 1.8 m/min/28 horas) y

secado por aire combinado energia radiante bajo vacio, respectivamente.

Las condiciones de la deshidratacion que son perjudiciales para la viabilidad del
microorganismo incluyen: estrés por calor y aumento de temperatura, estrés
osmotico y fuerzas de capilaridad debido a la salida de agua, estrés oxidativo por
contacto con el oxigeno del aire y el incremento del pH intracelular y
concentracion de sales debido a la pérdida de agua (Santivarangkna et al., 2008;
Selmer-Olsen et al., 1999).

El proceso de deshidratacion consiste en eliminar una gran cantidad de agua
intracelular, lo que altera la estructura celular microbiana y puede inducir la
muerte celular. Las tensiones a las que se ven sometidos los microorganismos
por procesos de secado pueden dividirse en dos categorias principales. Por un
lado, la pérdida de agua causa estrés mecanico, principalmente localizado en la
membrana celular que es el principal objetivo de lesién celular (Crowe et al.,
1998; Simonin et al., 2007; Ragoonanan et al., 2008). Asi mismo, un aumento en
la relacion superficie/volumen de la célula durante el secado puede conducir a la
deformacion de la membrana. Estudios con varios microorganismos han
demostrado que la deshidratacion—rehidratacion rédpida causa la
permeabilizacion de la membrana que conduce a la muerte celular (Schwab et
al., 2007; Dupont et al., 2010; Lemetais et al., 2012). Por otra parte, una actividad
de agua reducida induce transicion de fase de los constiyuyentes de la
membrana de una fase cristalina liquida a una fase de gel (Milhaud, 2004), que
puede conducir a la la muerte celular (Potts, 2001; Laroche et al., 2001).

Asimismo, debido a que la desecacion aumenta el contacto de las superficies de
la célula con el aire y por lo tanto con moléculas de oxigeno, el secado también
induce la formacion y acumulacion intracelular de especies reactivas de oxigeno
(Franca et al., 2007), causando dafios como peroxidacion y desesterificacion de
lipidos, desnaturalizacion de proteinas y dafio a los acidos nucleicos (Garcia,
2011; Hansen, Go y Jones, 2006; Ferrando et al., 2015; Imlay, 2003; Dupont et
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al., 2012). En un estado de la célula metabdlicamente activo estas especies
reactivas son atrapadas por los sistemas de defensa antioxidante, pero durante
un almacenamiento prolongado en condiciones de sequedad la membrana

celular es mas susceptible a este ataque (Franca et al., 2007; Nag y Das, 2013).
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Figura 5. 6 Evolucion del contenido de materia seca y aw durante el secado de
rodajas de manzana impregnada con probiético L. salivarius spp. salivarius
CECT 4063 a 40°C
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Figura 5. 7 Evolucion del contenido y porcentaje de supervivencia durante el
secado de rodajas de manzana impregnadas con probidtico L. salivarius spp.
salivarius CECT 4063 a 40°C
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El agua ligada juega un rol importante en la estabilizacion estructural e
integridad funcional de macromoléculas biologicas a través de diferentes tipos
de enlaces débiles, incluyendo aquellos presentes en la pared celular y
membrana celular. Consecuentemente, cuando el agua es eliminada durante la
deshidratacion puede producirse una desestabilizacion de la integridad
estructural de estos componentes resultando en una disminucion o pérdida de
la funcién (Brennan et al., 1986). Ha sido propuesto que la fraccion lipidica de la
membrana celular es el primer objetivo del dafio durante secado, donde puede
ocurrir peroxidacion lipidica (Brennan et al., 1986; Linders et al., 1997). Otro
efecto sobre los fosfolipidos de la membrana es la fusion y transformacion de los
acidos grasos de liquido cristalino a una fase gel, lo cual incrementa la
permeabilidad celular (Crowe et al., 1987). Adicionalmente, las estructuras
secundarias de ARN y ADN se desestabilizan resultando en una reduccion de la
eficacia de la replicacion, transcripcion y traslacion del ADN (Van de Guchte et
al., 2002; Meng et al., 2008) y como consecuencia pérdida o deterioro de sus
funciones. También se ha postulado que el secado puede causar lesiones en la
envoltura celular resultando en salida de algo de material intracelular esencial

para la vida del microorganismo (Riveros et al., 2009).

Fu y Chen (2011) agrupan los factores que afectan la actividad celular en un
proceso de secado convectivo en dos categorias: factores intrinsecos y factores
extrinsecos. Los factores intrinsecos principalmente afectan la tolerancia de las
células al estrés y son caracteristicas implicitas de un organismo dado. La
tolerancia al estrés es muy variable entre las especies, y puede ser en extension
mejorada controlando las condiciones del cultivo incluyendo la fase de
crecimiento, composicion del medio vy tratamientos de pre-adaptacion. Los
factores extrinsecos influyen en la viabilidad celular principalmente e incluyen
condiciones de secado y materiales de soporte durante el secado, finalmente
seflalan que ambos pueden ser optimizados para alcanzar la maxima

supervivencia celular.
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Aunque también algunos estudios han demostrado que frente a cambios
repentinos en la temperatura o presion osmaotica una célula microbiana es capaz
de adaptarse ella misma regulando o ajustando el flujo metabdlico y la expresién
genética. No obstante, en algunos casos el tiempo de residencia del
microorganismo en el ambiente de estrés es limitado y podria ser insuficiente

para que las células implementen su respuestas activas (Fu y Chen, 2011).

Las consecuencias indicadas explicarian el descenso del recuento después de
la deshidratacion, la magnitud del efecto estaria relacionado al nivel de

temperatura y tiempo de exposicion.

5.6 Estudio del efecto de laimpregnacién a vacio y secado por aire caliente
sobre las propiedades 6pticas, mecanicas y funcionales del aperitivo

de manzana

En la tabla 5.16 se presenta la evolucion del contenido de humedad, actividad
de agua y concentracion de probidtico durante las etapas de impregnacion y

secado en el proceso de obtencion del aperitivo de manzana.

Tabla 5. 16 Contenido de humedad, actividad del agua (aw) y contenido de
probiotico en el liquido de impregnacion y en las muestras de manzana fresca,

impregnada (V) y seca (SAC) var. Granny Smith.

Contenido
Muestra Humedad aw microbiano
(UFC/g o mL)

L.IMPREGNACION - 0.985+0.003 1.12+0.03 x10° a
FRESCA 0.852+0.002 *a 0.986+0.003a -

v 0.844+0.002a 0.989+0.003a 1.30+0.06 x 108 b

SAC 0.118+0.001b 0.449+0.003b 1.50+0.03 x 107c

IDesviacién estandar. Promedios con diferentes letras en la misma columna fueron
significativamente diferentes (p<0,05)
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Los valores de aw y humedad obtenidos para las muestras de manzana fresca
concuerdan con niveles reportados en algunos estudios previos para la misma
variedad de fruta (Monzén, 2006; Castell6, 2007). Asimismo, tal como se
comento en el apartado 5.4, hay una buena incorporaciéon del microorganismo
probidtico en la matriz, llegando a niveles para su consideracion en esta

categoria.

El objetivo principal del secado es la eliminacion de agua a un nivel en el cual el
crecimiento microbiano y las reacciones quimicas y enzimaticas sean minimas.
Es un proceso que involucra calor y transferencia de masa simultdneamente, y
en el cual el agua es transformada en vapor y luego removida, haciendo al
producto apropiado para un almacenamiento seguro y extendiendo su vida util.
Sin embargo, el proceso de secado puede causar cambios fisicos, estructurales,
quimicos y biolégicos que pueden afectar atributos de calidad como: textura,
color, sabor y valor nutricional debido a la pérdida de nutrientes y fitoquimicos
gue son relativamente inestables al calor (Nicoli et al., 1999; Katerine, 2004;
Kwok et al., 2004; Chang et al., 2006; Vega-Galvez et al., 2012; Mejia-Meza et
al., 2010). Niveles de humedad inferiores al 5% y una actividad de agua inferior
a 0.3 son usados como parametros de referencia para la comercializacion de

alimentos secos (Bolin, 1980; Lavelli y Vantaggi, 2009).

Por otro lado, por los valores obtenidos de actividad del agua y humedad de la
manzana impregnada y seca (SAC) se puede predecir su estabilidad
microbiolégica. Rahman (2010) refiere que una actividad del agua de 0.6 es un
margen seguro para limitar el crecimiento microbiano, sefiala que ninguna
bacteria patdgena puede crecer con una actividad del agua por debajo de 0.85y
en el caso de mohos y levaduras, no se detecta crecimiento por debajo de una
actividad del agua de 0.6, por lo que el valor que presenta el aperitivo puede
considerarse seguro. No ha sido reportado crecimiento microbiano en frutas y
vegetales deshidratados a valores de aw mas bajos que 0.62 (Sagar y Kumar,
2010). Labuza (1980) afiade que teniendo una actividad de agua inferior a 0.6

los productos como cereales y aperitivos son estables contra el crecimiento
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microbiano, pero las reacciones quimicas y enzimaticas pueden seguir
presentandose resultando en reacciones de deterioro. Otras reacciones como el
oscurecimiento no enzimatico se evita a aw bajo 0.3 (Corzo-Martinez et al.,
2012).

Existe evidencia que la incorporacion de probidticos a una matriz como la
manzana tendria un efecto adicional de proteccidbn mejorando la viabilidad del
mismo. En un estudio, piezas de manzanay pera han demostrado ser un material
apropiado para la inmovilizacion de L. casei. Las bacterias probioticas anidadas
en la estructura celulésica de estas frutas fueron mas resistentes a las etapas de
elaboracion de queso y en el proceso de maduracion. Kourkoutas et al. (2006)
seflalan como un posible efecto protector la nula digestibilidad de la celulosa
durante el transito a través del tracto intestinal, lo cual permitiria que el probidtico
L. casei alcance el colon. También se ha publicado que la impregnacion de L.
rhamnosus en la matriz de la manzana proporciona una proteccion bajo
condiciones &acida tipico del tracto tractogastrointestinal (Noorbakhsh et al.,
2013).

En otro estudio, piezas de manzana también demostraron ser adecuadas para
inmovilizar levadura Saccharomyces cerevisiae, manteniendo su viabilidad por
mas de 3 meses bajo almacenamiento congelado sin decrecimiento de su
actividad (Kourkoutas et al., 2006). Respecto al efecto del secado sobre el
contenido de probiédticos y la explicacion del descenso despues de la operacién

ha sido explicado en el apartado anterior.

En las tabla 5.17 se presentan las propiedades 6pticas con los valores medios
de las coordenadas de color L*, a*, b*, las magnitudes tono (h*ab) y croma (C*ab)
para las muestras frescas, impregnadas (IV) y secas (SAC), asi como las

diferencias de color (AE).

Las coordenadas de color L*, a*, b* para las muestras de manzana fresca son

muy similares a los reportados en el estudio de Vega-Galvez et al. (2012). La

177



Capitulo 5: Desarrollo de un aperitivo de manzana con propiedades antioxidantes adicionales

178

impregnacion a vacio afecta directamente los valores de luminosidad (L*), que
descienden debido al intercambio parcial de gas por la solucion de impregnacion,
lo cual induce valores de indice de refraccibn mas homogéneos en el tejido,
asociados con una mayor translucidez (Contreras et al., 2008). Por otra parte, no
se establecio una diferencia significativa para la coordenada a* entre las

Tabla 5. 17 Valores medios de las coordenadas de color L*, a* b* y de las
magnitudes tono (h*ab) y croma (C*ab), de manzana fresca, manzana
impregnada (IV) y manzana seca (SAC) var. Granny Smith. Diferencias de color

(AE) respecto a la muestra obtenida en la etapa anterior.

Muestra L* ar b* h*ab C*ab AE
FRESCA 75 +21a 0.7+0.8a 22+2a 88+2a 22+2a -
v 58 +7b -0.1+0.3a 26+2b 142+87b 26+2b 18+6a

SAC 60+3b 7.5£0.4b  37.9+1.4c 78.9+0.7a 38.8+1.3c 17+4a

1pesviacion estandar.

Promedios con diferentes letras en la misma columna fueron significativamente diferentes
(p<0.05)

muestras frescas e IV, lo cual indica que se mantiene el color verdoso
caracteristico de la pulpa de manzana de esta variedad. No obstante, la
coordenada cromatica b* presenta un ligero aumento que indica una evolucion
hacia el color amarillo, debido a la incorporacién del zumo de mandarina como
liquido de impregnacion, por su alto contenido en carotenoides, componentes

gue proveen el caracteristico color a la fruta (Navarro et al., 2010).

Las muestras de manzana SAC no presentan diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la manzana impregnada en el valor de luminosidad
(L*). Por el contrario, la coordenada cromatica a* aument6 considerablemente,
evidenciando coloraciones rojizas, que pueden estar relacionados con procesos
de pardeamiento no enzimatico favorecido por la temperatura de secado. Del
mismo modo se observa un aumento del valor de b* tendencia reportada por

Vega-Galvez et al. (2012) quienes estudiaron el secado de rodajas de manzanas
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con aire caliente a 40, 60 y 80 °C, lo que indica una transicion hacia una
coloracion mas amarilla. Probablemente estos cambios se deben al efecto
combinado de la concentracion de los compuestos carotenoides presentes y/o
incorporados en la impregnacion y/o cambios causados por la isomerizacion de
sus moléculas sometidas a temperaturas de 40 °C (Dhuique-Mayer et al., 2007;
Pereira et al., 2011).

Krokida et al. (2001) evaluaron el efecto del tipo de secado (secado
convencional, al vacio, microonda, liofilizacion y deshidratado osmaético-secado
convencional) sobre las caracteristicas de color L* a* b* encontrandose las
mayores variaciones en el secado convencional. La tendencia durante el secado
del pardmetro L no fue muy clara, observandose una ligera tendencia a decrecer.
En la muestra osmodeshidratada se observo cierta estabilidad durante todo el
tiempo de secado. Al parecer la infusién de azucar en la fruta causa una relativa
estabilidad de L especialmente en comparacion con los parametros a* y b*. Estos
pardmetros a y b presentan valores mayores al transcurrir el secado lo que

denota reacciones de oscurecimiento.

Por otra parte, se evidencié una disminucién en el valor de tono (h*ab) con
respecto a las muestras frescas e impregnadas, valor que se acerca a
tonalidades naranjas, resultado relacionado con los procesos de secado y
pardeamiento. Los valores de croma (C*ab) aumentan debido a una ganancia en
la saturacion del color por los tratamientos aplicados, ya que el color inicial de la

muestra es poco saturado (palido).

Finalmente, se evalud la diferencia de color (AE) entre las muestras frescas e |V,
estableciéndose un elevado valor que se justifica por el efecto de la impregnacién
a vacio sobre la luminosidad y sobre el tono. Con respecto a las muestras de
manzana secas (SAC) la diferencia de color no es significativa, aunque continua
siendo perceptible visualmente producto de la incorporacién de componentes de
color por el liquido de impregnacion, la eliminacion de agua y reacciones

quimicas (Lee et al., 2003).
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Los cambios de color que acontecen en productos procesados dependen del
cambios de los componentes que contienen, y en particular de los polifenoles.
Durante el secado de frutas y vegetales, los polifenoles estan sujetos a oxidacion
bajo la accibn de la polifenoloxidasa. Estos cambios resultan en el
oscurecimiento del tejido. Asimismo, con un incremento de la temperatura y bajo
un contenido de agua se producen reacciones entre azucares reductores y
grupos aminos resultando en reacciones de oscurecimiento no enzimatico
contribuyendo con la variacion de color (Nowacka et al., 2012; Vega-Gavez et
al., 2012; Wiktor et al., 2013; Zhangy Lu, 2011; Zielinska 'y Markowski, 2012).
La decoloracion y el oscurecimiento no enzimatico debido al tratamiento térmico
pueden ser el resultado de varias reacciones, incluyendo Maillard,
caramelizacidén y destruccion de pigmentos (lbarz et al., 2000). Al no haberse
considerado una inactivacion enzimatica en la manzana empleada para la
impregnacion es probable que se pueda haber presentado alguna reaccion de
tipo oscurecimiento enzimético. No obstante, estas reaccciones habrian estado
limitadas por el efecto protector del acido ascorbico presente en el zumo de

mandarina e incorporado a la manzana por IV.

La manzana es muy propensa al oscurecimiento enzimatico debido a su alto
contenido de polifenoles y polifenoloxidasa (PPO) (McEvily e lyengar, 1992;
Nicolas et al., 1991; Rocha y De Morais, 2002; Song et al., 2007; Yoruk y
Marshall, 2006). Dentro de los compuestos fendlicos localizados en la pulpa
Gnicamente un pequefio grupo sirve como sustrato directo para la PPO de la

manzana: acido clorogénico y catequina.

Aungue algunos autores han reportado una inactivacion directa de la PPO por
acido ascorbico y sus derivados (Golan-Goldhirsh y Whitaker, 1984; Hsu et al.,
1998). El principal rol de este componente reductor en el control del
oscurecimiento es reducir radicales fenoxilos y formas quinonas de fendlicos
para retornar a los fendlicos precursores, en una reaccion acoplada de oxidacion

reduccion (Nicolas et al., 1994; Rojas-Grau et al., 2006). El acido ascérbico es


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643815003473#bib25
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el producto quimico mas frecuentemente utilizado para el control del
oscurecimiento de productos de frutas pero su eficiencia es altamente
dependiente de su concentracién (EI-Shimi, 1993; Rocha y De Morais, 2005;
Sapers et al., 1989; Sapers y Miller, 1995). El efecto es Unicamente temporal,
debido a que éste se oxida irreversiblemente a acido dihidroascorbico (Mills et
al., 2007).

En la figura 5.8 se muestran las curvas tipicas obtenidas para cada una de las

muestras en los ensayos de determinacion de las propiedades mecanicas.
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Figura 5. 8 Curvas fuerza-deformacion obtenidas en el ensayo de puncion de
muestras de manzana fresca, impregnada (1V) y seca (SAC).

Como se puede observar las curvas correspondientes a las muestras de
manzana fresca e impregnada (IV) presentan una serie de picos que indican
multiples fracturas tras alcanzar la fuerza méaxima, comportamiento tipico de
tejidos vegetales frescos y porosos constituidos por células turgentes y
fuertemente unidas, con grandes espacios intercelulares (Contreras et al., 2008).
Por el contrario, la curva correspondiente a la muestra de manzana seca (SAC)
presenta una mayor deformabilidad antes de la fractura y un Unico pico de
fractura seguido por una abrupta caida de la fuerza tipico de un comportamiento

viscoelastico (Contreras et al., 2011). El pico de fuerza maxima se relaciona con
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la resistencia del producto a la fractura (Prothon et al., 2001) y la posterior
deformacion pronunciada esta asociada a que la muestra alcanza un estado

gomoso tras el secado.

Han sido reportado valores de aw para manzana deshidratada que aseguran
caracteristicas de textura comparables a otros productos aperitivos crujientes.
Konopacka et al. (2002) reporté aw de 0.18 para hojuelas de manzana no fritas
que corresponde a un contenido de agua de 3.5 g agua/100g de sdlidos. Los
valores alcanzados en el aperitivo desarrollado sobrepasan estos valores lo que

indicaria que el aperitivo no es comparable con productos crujientes.

En la tabla 5.18 se presenta el contenido en componentes funcionales
incorporados en el proceso de impregnacion a vacio y obtenidos tras el proceso

de secado por aire caliente.

Tabla 5. 18 Contenido de los compuestos funcionales: &cido L-ascérbico,
oligofructosa, hesperidina, fenoles y actividad antioxidante en manzana fresca,

manzana impregnada (IV) y manzana seca (SAC) var. Granny Smith.

Acido L- CE;%‘:SS?S Actividad
Muestra ascorbico Oligofructosa  Hesperidina . Antioxidante
3
(mg /1009) (g/100 g) (mg /100 g) GAE1/100g? DPPH

L.IMPREG

25.24+1.011 3.76+0.04 50.6+1.4 504.26+10.9 481.63+6.82
M.

2.45+0.03a - - 87.3x1.2 a 114.2+1.6 a

FRESCA
M. IV 5.54+0.24b 0.684+0.004 a  6.22+0.091a  82.03+0.79 a 114.7+0.6 a

M. SAC 13.84+1.21c 4.16 +0.25 b 36.31+0.11 b 509+64 b 755.3+100.7 b

1 Desviacion estandar. Promedios con diferentes letras en la misma columna fueron significativamente
diferentes (p<0,05), ?Acido galico equivalente (GAE), 3 Método del radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil
(DPPHs), expresados como mg de acido ascorbico equivalente por 100 g de producto seco.
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Con respecto al contenido de acido ascorbico, la manzana no es reconocida
como una fruta que aporte un alto contenido de esta vitamina. Planchon et al.
(2004) seinalan que la variabilidad de los niveles de &cido ascérbico entre
manzanas de una misma variedad puede ser muy alta, en un intervalo de 2 a 30
mg de acido ascorbico por 100 g, rango dentro del cual se encontré el contenido
de acido ascorbico en la muestra de manzana fresca. Vrhousek et al. (2004)
reportaron para la variedad Granny Smith un contenido de 2.7 mg/100 g cercano
al valor obtenido. El proceso de impregnacion a vacio ha incrementado el
contenido de este compuesto en la manzana fresca en 2.5 (x 0.16) veces. A
partir del contenido de acido L.-ascérbico de las muestras de manzana
impregnadas (IV) es posible calcular el contenido esperado en las muestras
secas (asumiento ninguna degradacion), y estimar sobre la base del contenido
determinado analiticamente en las muestras secas la pérdida debido al secado
gue en este caso se encuentra en 55.81%. Sokhansanj y Jayas (1995) indican
que las pérdidas de acido ascorbico durante el secado se encuentran en el rango
de 10%- 50%, y que la constante de la tasa de deterioro aumenta con el aumento
de temperatura. El efecto del secado sobre la vitamina C en otros alimentos ha
sido reportado. En estudios de secado de papaya y kiwi a 40°C el contenido
decrecié un 30% después de 2.5 horas, mientras que a 50°C se registraron
pérdidas hasta del 90% (Vial et al., 1991). Wojdylo et al. (2009) en un estudio de
secado de fresa a 70°C por 550 minutos reportaron pérdida de vitamina C del
72% vy resultados similares fueron obtenidos por Frias et al. (2010) en
frambruesas osmoéticamente pretratadas y secadas por microondas reportando
pérdidas del 80%.

La concentracion de vitamina C al final del secado también depente del tipo de
secado. Joshi etal. (2011) estudiaron el efecto de diferentes métodos de secado
sobre el contenido de vitamina C en manzana seca por aire (47°C/0.7 m/s 7 h),
en estufa (70°C/10h), secado al vacio (20°C/24 horas) y secado al vacio
(50°C/24 h) encontrando niveles de pérdida de 50.6, 30.5, 1.4 y 52.7 %
respectivamente. La oxidacion del acido ascorbico bajo condiciones de alta

temperatura y el descenso del acido ascorbico debido a su utilizacion para la
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proteccion de la oxidacion de los polifenoles son las principales causas de la
disminucién de la concentracion de vitamina C (Nicolas et al.,1994; Toor y
Savage, 2006).

Por otra parte, no se observan diferencias entre la actividad antioxidante de la
manzana fresca y la manzana impregnada (IV) debido a que la concentracion de
compuestos fenodlicos y antioxidantes es similar, tanto en el liquido de
impregnacion, como en la manzana fresca. Es légico pensar que aunque en valor
absoluto no significa un enriquecimiento significativo, si que habra una
modificacion del perfil de los compuestos que aportan estas propiedades
funcionales, compuestos como carotenoides, flavanonas y flavanoides que
provienen del liquido de impregnacion y que no se encuentra de manera natural

en la manzana, ademas del oligosacarido que se han incorporado a la misma.

El efecto del secado sobre el contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante se manifiesta en un aumento al compararse sus valores en base
seca. Esta tendencia ha sido reportada por algunas investigaciones. Sacchetti et
al. (2008) encontraron un aumento de la actividad antioxidante en siete
cultivares de manzana secados por aire caliente en un proceso en dos etapas:
a 100°C/1 hora seguido a 85°C a velocidad 1.75 m/s hasta una de humedad de
7%. En un estudio de secado de orujo de uva roja a 60°C por 9 horas no se
encontr6 efecto en el contenido de fendlicos y capacidad antioxidante
comparado con un secado a 100 y 140°C por 5 y 4 horas respectivamente
(Larrauri et al., 1997). Los cambios que ocurren en los compuestos fendlicos
durante el proceso de secado podria incrementar el contenido de compuestos
fendlicos libres, los cuales podrian actuar a su vez como antioxidantes (Fu, 2004;
Manzocco et al., 2000). Aun después de la exposicion a alta temperatuta o
condiciones atmaosféricas, durante el secado las rodajas de manzana secas
pueden tener similar contenido de fendlicos totales y capacidad antioxidante

comparada con la manzana fresca (Rupasinghe y Joshi, 2013).
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Joshi et. al. (2010) estudiaron el impacto de diferentes métodos de secado
(secado al vacio, secado por aire caliente, secado en estufa) en los componentes
fendlicos de la manzana, concluyendo que los componentes responden de
manera diferente. Sus resultados reportan la retencion de phloridzina y
quercitina 3-o-ramnosido bajo todos los métodos de secado estudiados, mientras
que las concentraciones de catequina y equicatequina son reducidas bajo
secado en estufa. El acido clorogénico también se reduce en el tratamiento. El
efecto variado de los diferentes métodos de secado sobre estos compuestos
puede ser debido a sus propiedades de termoestabilidad y susceptibilidad a las
condiciones de secado. La floretina es mas estable bajo condiciones de altas
temperaturas (secado en aire y en estufa) que el &cido clorogénico, la
catequina, y la epicatequina. También se han reportado fenémenos de
termohidrélisis de glucésidos de compuestos fenolicos como la floretina libre

proveniente glicosidos de floretina (Rupasinghe et al., 2008).

La suceptibilidad de los compuestos fendlicos a la temperatura asi como a otros
factores de deterioro, depende del tipo y concentracion de los compuestos
individuales asi como de su naturaleza quimica. Por ejemplo, la degradacién
de algunos compuestos fendélicos en cascara de uva roja durante el secado
ocurre a temperaturas mas altas que 50°C. En particular el secado por aire a
temperaturas mas altas de 60°C es considerado como desvaforable debido a la
posibilidad de inducir condensacion oxidativa o0 descomposicion de compuestos

termolabiles tales como (+)-catequina (Asami et al., 2003).

Rézek et al. (2010) estudiaron la osmodeshidratacion y posterior secado por aire
caliente de manzana, platano, papay un alimento modelo (gel de agar-agar) con
una solucién osmética enriquecida con extracto de semilla de uva. El efecto del
secado a 55°C 4 m/s, y hasta peso constante sobre los compuestos fendlicos en
estas matrices fue diferente, se encontré una reduccion de 3.7 y 3,7% para
manzana y platano respectivamente, mientras que en el caso del modelo y la
papa hubo un incremento del 30% y del 6.8% respectivamente. Respecto a la

capacidad antioxidante total, en todos los tratamientos hubo un incremento
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después del secado exceptuando en la solucion modelo que se redujo en un
14.4%. Investigaciones en secado de orujo y piel de manzana muestra que el
proceso de secado incrementa la cantidad de fenoles totales en el producto final
(Wolfe y Rui, 2003).

Rézek et al.,, (2010) sugirieron un efecto protector de la sacarosa en los
componentes fendlicos transferidos después de la osmodeshidratacidon, aunque
sefala que debiera estudiarse mas para dar una explicacion cientifica, afiade
que esta evidencia también se ha encontrado después de una
osmodeshidratacion y durante almacenaje en congelacion de frutas como el kiwi
y la fresa donde se incrementé la retencion de clorofila y vitamina C en Kiwi
(Torreggiani et al., 1995) y de los pigmentos de fresa (Torreggiani, 1995).

Los cambios en las propiedades antioxidantes de los alimentos durante el
procesado pueden ser atribuidos a la suma de diferentes y algunas veces
opuestos fendmenos , tales como la pérdida de antioxidantes de origen natural
y la formacién de nuevos compuestos teniendo actividad antioxidante (por
ejemplo los productos de la reaccion de Maillard) (Nicoli et al.,, 1999).
Dependiendo de la velocidad relativa de estas reacciones, la actividad
antioxidante puede decrecer, incrementarse o permaner igual durante el
procesamiento del alimento (Lavelli y Vantaggi, 2009). En tanto el procesamiento
implique cambios en la concentracién, estructura quimica y estado de oxidacién
de los compuestos fendlicos tendra efecto directo sobre la capacidad
antioxidante (Nicoli et al., 1999).

Dado que se trata de una matriz de manzana modificada, donde se han
incorporado nuevos componentes fendlicos provenientes del zumo de
mandarina, es logico pensar que el perfil de estos compuestos en el snack es
diferente que sus componentes individuales y que pueden ocurrir reacciones
combinadas que explican las variaciones en las propiedades funcionales en
contenido y actividad funcional, potenciando o0 ejerciendo sinergias o

antagonismos entre ellos.
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Un estudio del efecto de diferentes métodos de secado de rodajas de manzana
sobre el contenido de componentes fendlicos, concluy6é que éstos que fueron
evaluados por el ensayo de Folin -Ciocalteu no se vieron afectados por el secado
pasando de un contenido en la manzana fresca de 65.39 mg/100g b.s a valores
en el rango de 69.08-71.47 mg/100 g b.s pero si que encontraron efectos sobre

los componentes fendlicos individuales (Joshi et al., 2011).

Diferentes mecanismos de reaccion (vias de reaccién) han sido sugeridos para
explicar estos resultados: i) oxidacion de fendlicos que resultan en componentes
intermedios con gran actividad antioxidante aunque esto puede ser temporal, ii)
degradacion térmica de algunas moléculas fendlicas de alto peso molecular que
puede generar antioxidantes de bajo peso molecular mas activos vy iii) liberaciéon
de acidos fendlicos ligados o compuestos fendlicos unidos (Maillard y Berset,
1995).

Como se discutié en el apartado anterior la impregnacion de oligofructosa ha
sido un proceso homogéneo. A partir del contenido de oligofructosa de las
muestras de manzana impregnadas (IV), es posible calcular el contenido tedrico
de las muestras secas (SAC) dando como resultado un valor muy similar al
determinado en el ensayo experimental, y que indica que la oligofructosa no

sufrié ningun proceso de hidrolisis durante el secado por aire caliente.

Es destacable el enriquecimiento de la manzana con componentes antioxidantes
de tipo flavanonas como la hesperidina aportados por el liquido de impregnacion.
Este compuesto es reconocido por poseer actividad biolégica que incluye
propiedades antioxidantes, efectos antiinflamatorios e inhibitorios de la
biosintesis de las prostaglandinas (Devi et al., 2015). Otros estudios conducidos
en animales demostraron que la hesperidina, junto con la B-criptoxantina, inhibe

la carcinogénesis quimica (Tanaka et al., 2012).
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A partir del contenido de hesperidina de las muestras de manzana impregnadas
(IV), se realiz6 el célculo del contenido tedrico de las muestras secas (SAC)
obteniéndose un valor de 35.14 mg/100 g, que es muy similar al valor
determinado experimentalmente, dada la alta estabilidad térmica del compuesto,
resultado que ha sido confirmado en estudios previos (Sanchez-Moreno et al.,
2005; Dhuique-Mayer et al., 2007; Betoret et al., 2012).

5.7 Valoracion nutricional y funcional del aperitivo desarrollado

Son numerosos los estudios epidemioldgicos que sugieren que el consumo de
frutas y verduras como parte de una dieta saludable puede reducir el riesgo de
enfermedades cronicas no transmisibles tales como cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes y Alzheimer (Knai et al.,, 2006; Temple, 2000;
Joshipura et al., 2001; Van Duyn et al., 2000; Dauchet et al., 2006; Liu, 2003),
las cuales son las principales causas de muertes en Europa, Estados Unidos y
la mayoria de paises industrializados (EFSA, 2008; Liu, 2004). Un alto consumo
de frutas ha sido asociado con una reduccion entre 10-40% del riesgo de
enfermedades cardiovasculares en estudios de cohortes prospectivos (Bazzano
et al., 2002; Hung et al., 2004; Johnsen et al., 2003; Joshipura et al., 2001; Singh
et al., 1993). Por otro lado, se ha estudiado en intervenciones controladas el
efecto del consumo de fruta fresca o procesada en los factores de riesgo de
enfermedades cardiovasculares encontrandose tras su consumo descenso
significativo de colesterol total y LDL en plasmay la presién sanguinea (Djousse
et al., 2004; Dragsted et al., 2006; Jenkins et al., 1997; Obarzanek et al., 2001).
Por otro lado, se estima que la tercera parte de las muertes por cancer en paises
industrializados podrian ser evitadas a través de una formulacion apropiada de
la dieta. También se ha encontrado que el consumo de frutas en la nifiez puede
proteger contra el cancer en la adultez (Maynard et al., 2003). Otros estudios han
publicado evidencias que nifilos que consumen regularmente frutas y vegetales
como parte de su dieta son menos vulnerables a las enfermedades tipicas de su
edad (Antova et al., 2003).
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Todos estos estudios han contribuido a generar una percepcion de las frutas
como productos saludables especialmente en estado fresco. Los componentes
a los cuales se les atribuye estos beneficios son: alcaloides, carotenoides,
potasio, folatos, vitaminas, fibra y componentes fendlicos. Estos nutrientes y
fitoquimicos actian de manera sinergista para prevenir factores de riesgo de las
enfermedades cronicas y por tener diversas bioactividades, por ejemplo, como
antioxidante, antiproliferacion, antifingicas, antibacterial y antiviral (Dillard y
German, 2000).

La consistencia del efecto protector del consumo de frutas que da lugar a un
menor riesgo de enfermedades sugiere que una mayor participacion de frutas,
vegetales y granos enteros dentro de las comidas y cambios relacionados con el
estilo de vida son estrategias practicas para una reduccion significativa de la

incidencia de estos tipos de enfermedades (Terry et al., 2001).

Asimismo, esta fuerte asociacion entre la ingesta de frutas y hortalizas y la salud
ha llevado a las organizaciones de todo el mundo a recomendar que las
poblaciones aumenten el consumo diario de frutas y verduras. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomienda consumir 400 g o 5 raciones de frutas y
hortalizas al dia (OMS y FAO, 2003). No obstante, a pesar de las campafias y
esfuerzos educativos, sigue habiendo una importante brecha entre la cantidad
recomendada de frutas y verduras y la cantidades efectivamente consumidos por
las poblaciones de todo el mundo, por ejemplo, en Europa el consumo de frutas
se mantiene muy por debajo de los niveles recomendados (Sijtsemaet al., 2011).
A los consumidores a menudo les resulta dificil comer mas frutas y verduras
porque creen que son demasiados caros, se descomponen muy rapidamente, o
toman demasiado tiempo para su preparacion (Da Silva y Moreira, 2008). Una
alternativa para mejorar esta situacion es ofrecer productos a partir de frutas
gue tengan una mayor accesibilidad y se incorporen facilmente a los estilos de
vida de nifios, jévenes y adultos. Los aperitivos desarrollados a partir de frutas
pueden ser parte de la solucion y en esta direccion se estan planteando diversas

propuestas. Potter et al. (2013) desarrollaron un aperitivo extruido con
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incorporacion de harinas de frutas como manzana, platano, fresa, mandarina, el
producto resultante tuvo una mejora en el perfil nutricional comparado con otros
aperitivos extruidos presentes en el mercado siendo bajos en grasa y azucar,
una buena fuente de fibra, asimismo un alto contenido de actividad antioxidante.
En otro estudio, Sun-Waterhuse et al. (2010) desarrollaron unos aperitivos a
base de una masa horneada rellena de un preparado de puré de manzana con
adicion de inulina, el producto final mostré un contenido alto de fibra dietaria
(5,3%), y un aumento del contenido de compuestos fendlicos altos en floridizina
y acido clorogénico provenientes de la manzana. Otro esfuerzo europeo fue el
proyecto Nutra-Snack (2006-2009) que estableci6 un marco cientifico y
tecnologico integrado para introducir tecnologias nuevas y convencionales con
el propdsito de producir nuevos aperitivos listos para el consumo enriquecidos
con metabolitos naturales con actividad funcional: anticAncerigenos,
antilipidémicos, anticolesterol, antimicrobiana, antibacteriana, antifungica,

antiviral, antihipertensivo, antiinflamatorio y antioxidante.

Las frutas secas representan un importante medio para aumentar el consumo
total de frutas, para cerrar la brecha entre la ingesta recomendada de las frutas
y las cantidades actualmente consumidas (Aksoy et al., 2011). Las frutas secas
proporcionan nutrientes esenciales como: la fibra y potasio, y una variedad de
compuestos bioactivos. Son libres de grasa, bajas en sodio y no tienen azlcares
afiadidos, son naturalmente resistentes al deterioro, facil de almacenar y
transportar, disponibles todo el afio, de facil incorporacion en otros alimentos, y
de coste relativamente bajo. Un estudio realizado en el 2011 demuestra que el
consumo de fruta seca esta asociado con una mejora en la ingesta de nutrientes,
una mejora en la calidad de la dieta y reduccion de la obesidad en adultos (Keast
et al., 2011).

Las alternativas de industrializacion de las frutas y verduras que intentan ampliar
el consumo a través de una oferta variada de productos deben seleccionar
procesos que aseguren el menor efecto sobre los compuestos funcionales y

nutricionales, a fin de seguir ofreciendo los beneficios de los productos frescos.
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En el caso particular de deshidratacion de alimentos este puede significar
pérdida de volatiles y sabores, cambios en el color y la textura, y una disminucién

en el valor nutricional (Nijhuis,1998).

La manzana es una buena fuente nutricional de fibra dietaria y vitamina C y muy
baja en grasa saturada, colesterol y sodio (Wills et al., 2007). Adicionalmente a
estos contenidos nutricionales estandares, las manzanas son preferidas porque
ellas son fuente de compuestos fendlicos (Boyer y Liu, 2004). Los fendlicos son
antioxidantes ampliamente conocidos que han demostrado beneficios para la
salud humana. Ha sido estimado que manzanas contribuyen con el 22% del
consumo de fendlicos de frutas en los consumidores americanos (Vinson et al.,
2001).

La composicion de compuestos polifendlicos de la manzana que se reporta en la
bibliografia incluye: flavan 3-ols: procianidina A2, B1 y B2, (+)-catequina y (-)-
epicatequina; acidos hidroxicinamicos: acidos clorogénico, acido caféico, acido
fertlico y derivados de &acido p-coumarico Yy dihidrochalconas (floridzina y
derivados de floretina) (Tsao et al., 2005). De los cuales los flavan 3-ol es el
grupo polifendlico mas abundante con un aporte de aproximadamente del 50%
seguido por los &cidos hidroxicinamicos y en muy bajas concentraciones las
dihidrochalconas que se encuentra principalmente en la cascara (Keenan et al.,
2011), se mencionan ademas: acidos hidroxibenzoicos: acido p-hidroxibenzoico,
acido protocatéquico, acido galico, acido siringico, acido gentisico, flavonoles:
quercetina presente en forma glicosilada y en algunas variedades presentan

antocianinas: derivados glicosilados de cianidina (Kalinowska et al., 2014).

Estudios epidemioldgicos han relacionado el consumo de manzana con reducido
riesgo de algunos canceres, enfermedades cardiovasculares, asma y diabetes
(Boyer y Liu, 2004). Fendlicos de manzana poseen un significativo potencial
antioxidante y ha sido demostrado inhibir la proliferacion de células
cancerigenas, decrecimiento de oxidacion lipidica y mas bajo colesterol en test

de laboratorio (Boyer y Liu 2004).
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Las frutas citricas son reconocidas como importantes componentes de la dieta
humana, proporcionando una gama de nutrientes esenciales, asi como muchos
fitoquimicos no nutrientes los cuales son importantes para la nutricion humana
desde que ellos poseen propiedades antioxidantes. Los beneficios saludables de
las frutas citricas han sido principalmente atribuidas a la presencia de
componentes bioactivos tales como fendlicos (glicosidos de flavanonas, acidos
hidroxicinamicos), vitamina C y carotenoides (Dhuique-Mayer et al., 2005, Sdiri
et al., 2012).

La actividad antioxidante y anti-radical de las frutas citricas son principalmente
debido a la fraccion hidrosoluble que incluye polifenoles y vitamina C y también
a la fraccion apolar que incluye carotenoides, responsables del efecto protector
contra enfermedades crénicas y degenerativas (Byers y Perry, 1992; Gorinstein
et al., 2001; Tripoli et al., 2007). La vitamina C es considerada ser uno de los
mas importantes nutrientes encontrados en las frutas citricas y es un importante
antioxidante soluble en agua que juega un rol crucial en la supresién de radicales

superoéxidos (Kaur y Kapoor, 2001).

Las frutas citricas también son ricas en compuestos fendlicos incluyendo
flavonoides, acidos benzoicos e hidroxicinamicos con potenciales propiedades
promotoras de la salud. Estos componentes han sido propuestos como
importantes contribuyentes a la capacidad antioxidante (Burda y Oleszek, 2001,
Rapisarda et al., 1999). Los flavonoides, los més abundante fendlicos en frutas
citricas han demostrado tener actividad bioldgica funcional como antioxidante,
anticarcinogénica, cardiovascular y antiinflamatoria (Benavente-Garcia vy
Castillo, 2008; Hung y Ho, 2010). La mas alta concentracion corresponde a
flavanonas glicosidicas, seguida de flavonas, flavonoles y flavones
polymetroxiladas (Kawaii et al., 1999; Nogata et al., 2006; Peterson et al., 2006;
Tripoli et al., 2007) Hesperidina, narirutina, naringina, eriocitrina y
neohesperidina son los principales flavanonas glicosiladas (Mouly et al., 1994,
Peterson et al., 2006).
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Espafia es el segundo productor de mandarina y es también el principal
abastecedor en el mercado internacional especialmente en paises europeos del
norte y Estados Unidos de Norteamérica (Navarro et al., 2011; Pérez-Lopez et
al., 2006). Espafia concentra la produccion de mandarina en las areas de
Valencia y Murcia y presenta un consumo anual percapita de 5 kg (MAPA,2003).
Por otro lado, los precios de venta de mandarina algunas veces no cubren los
costos elevados de su cultivo. Teniendo en cuenta que los dos principales
productos elaborados a partir de esta materia prima son rodajas enlatadas y
jugo y que ellos unicamente representan alrededor del 7% del total del comercio
de esta fruta (FAO, 2005; Pérez-Lopez et al., 2006) existe entonces una
necesidad imperativa de encontrar nuevos usos para esta fruta por parte de la

industria alimentaria.

Por las caracteristicas descritas, estas dos frutas se presentan como una buena
alternativa para el desarrollo de productos de tipo aperitivo, que combine los
beneficios demostrados de sus composiciones nutricionales y funcionales y que
pueda ser considerada una alternativa saludable a los que se ofrecen en el

mercado de este tipo de producto.

La estructura tradicional de tres comida al dia, en horarios y lugares
determinados se ha ido reemplazando por un patron mas individualizado de
consumo de alimentos (Bisogni et al., 2007; Jastran et al., 2009). Esta
irregularidad en el consumo de alimentos a veces resulta en largos intervalos de
tiempo entre las comidas principales. En estos intervalos, el cuerpo humano
requiere un suministro constante de energia (Bilman et al., 2010) que se cubre,
fundamentalmente mediante la ingesta de aperitivos (snack). Estadisticas
indican que la contribucion de los aperitivos a la dieta es importante, por ejemplo
se ha estimado que el 97% de la poblacién de EEUU consume aperitivos con
una participacion en el consumo de energia del 27 y 24% de la energia total
diaria para nifios/adolescentes y adultos respectivamente (Piernas y Popkin,

2010). En Europa el panorama no es distinto, existen muchas investigaciones
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orientadas a evaluar la partipacion de este tipo de alimento en la dieta diaria

teniendo resultados similares.

Debido a esta contribucion de alimentos aperitivos a la dieta general se ha
considerado que los alimentos elegidos en los episodios “snacking”™ tienen

efectos sobre la salud (St-Onge et al., 2007).

Existen numerosos estudios epidemiolégicos que demuestran las
preocupaciones de los diferentes paises para evaluar los factores de riesgo que
conlleva el consumo del tipo de aperitivos que el mercado ofrece actualmente.
Resultados de estos estudios han demostrado cierta relacion en la presencia de
sindromes metabdlicos y factores de riesgo cardiovascular asociado a diferente

niveles de consumo de aperitivos (Vergetaki et al., 2011).

El sindrome metabdlico es un desorden multifactorial muy comun que incluye
resistencia a la insulina, obesidad abdominal, dislipedia, e hipertension que
finalmente conduce al desarrollo de diabetes y enfermedades cardiovasculares
(Mirmiran et al., 2014). Asimismo, el incremento de peso ha sido asociado a
hébitos dietarios que incluyen como componente principal alimentos de alta
densidad energética pero bajos en valor nutricional tales como: alimentos
salados procesados, aperitivos, gaseosas, dulces y chocolates. Estos alimentos
constituyen una fuente rica en azlcares simples, sodio y 4cidos grasos trans y
saturados ( St-Onge et al.,2007; Vardavas et al., 2007 Lloyd-Williams et al.,
2009).

El mercado de productos aperitivos de tipo soélidos, en su mayoria estan
representados por dos tipos: aquellos que provienen de procesos de extrusion y

horneado y aquellos de procesos de fritura.

Los aperitivos extruidos u horneados se fabrican a partir de cereales o tubérculos
con alto contenido en almidon, a los que se afiade una cantidad elevada de

azucar o sal. Como resultado se obtiene productos de valor nutricional bajo y
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contenido caldrico alto, que pueden contribuir a aumentar los desequilibrios
nutricionales. Por otro lado, como consecuencia de las condiciones de presion y
temperatura elevadas que implica la extrusion y el horneado pueden ocurrir un
gran numero de reacciones, entre ellas reacciones de Maillard, de
desnaturalizacion de proteinas y de degradacion de componentes activos como

vitaminas o componentes con actividad antioxidantes (Smith y Hardacre, 2011).

Una buena parte de los aperitivos de frutas y vegetales que se encuentran en
el mercado son procesados por fritura, proceso que resulta en altos contenido
de grasas por ejemplo manzanas fritas a 110°C por 25 minutos a vacio significa
una ganancia de 39% de aceite ademas de acompafiarse con reacciones de
oscurecimiento no enzimatico (Shyu y Hwang, 2001). Algunos aperitivos tal
como hojuelas fritas de papa son fuente de acrilamida que induce el estrés
oxidativo y promueve inflamacion subclinica y consecuentemente resistencia a
la insulina y enfermedades cardiovasculares (Naruszewicz et al., 2009). Estos
tipos de aperitivos son considerados no saludables y se recomienda limitar su
consumo principalmente como parte de un esfuerzo por controlar el peso
corporal y también para evitar grasas saturadas y grasas trans (de Graaf, 2006),
las cuales pueden tener un efecto desfavorable para la salud con el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (Ollé y Artiasaran, 2013; Da Silva Lima Dias et
al., 2015; Hoenselaar, 2012).

En general, las caracteristicas dominantes de los aperitivos presentes en el
mercado son su alto contenido de grasa saturada, sal, azucar refinada y alta
densidad energética (Lloyd-Williams et al.,, 2009). Un promedio de sus
contenidos de energia es alrededor de 1500- 2000 kJ/100 g (400-500 kcal/100g).
Aperitivos salados tales como hojuelas de papa son productos con alta
densidad energética con 2200 kJ/100g (550 kcal/100h) (NEVO, 2004; Whybrow,
2005).

Estos hallazgos enfatizan la necesidad de desarrollar intervenciones

nutricionales efectivas para promover la seleccion de aperitivos mas saludables
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en nifios, adolescentes y jovenes, con el objeto de prevenir el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares mas adelante en la vida adulta (Mammas et al.,
2003; Mukherjee, 2005).

El nimero de aperitivos que son consumidos durante el dia ha incrementado en
las ultimas décadas. Las personas comen en episodios y no continuamente. Hay
una distincién entre comidas y aperitivos, el primero usualmente se refiere a las
tres comidas principales del dia: desayuno, almuerzo y comida. El término
aperitivo se refiere a los otros episodios de comidas e incluyen todos los
alimentos y bebidas consumidas fuera del contexto de las tres principales
comidas (de Graaf, 2006).

Afortunadamente, la actitud de los consumidores frente a lo que consumen esta
cambiando y hay una tendencia creciente a demandar aperitivos que no
Unicamente proveen de comodidad y sabor, sino también beneficios
nutricionales y de salud, especialmente los destinados a los nifios (Jack et a.
1997; Zandstra et al.,, 2001; Mintel, 2009). Este cambio en la demanda del
mercado esta orientando a la industria de alimentos a una nueva generacion
de aperitivos cuyas caracteristicas resaltantes sean bajos en grasa, horneados
pero no fritos, altos en fibras, bajos en calorias y azucares (Mazumder et al.,
2007).

En este sentido, numerosas investigaciones proponen la modificacién de las
formulaciones para incorporar componentes mas nutritivos y funcionales como
frutas y vegetales o fortificar con vitaminas o acidos grasos omega entre otros,
asi como modificando procesos que disminuyan la incorporacién de grasas como

por ejemplo en los procesos de fritura (Potter et al., 2013).

Las frutas han sido consideradas una apropiada plataforma para desarrollar
aperitivos para nifios, éstas contienen componentes como pigmentos y sabores
que contribuyen en las caracteristicas sensoriales del producto final con mayor

aceptacion que los otros vegetales (Domel et al., 1996). El usar frutas secas
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como portadores de ingredientes funcionales es un concepto relativamente
nuevo. Las sinergias beneficiosas entre fruta como un aperitivo saludable y
algunos componentes boactivos como las bacterias probiéticos tiene el potencial
de conducir a una nueva era de innovaciones en alimentos funcionales (Rofle et
al., 2010; Sun-Waterhouse, 2011).

En las siguientes lineas se realiza una valoracion nutricional y funcional del
aperitivo desarrollado. Los datos reportados provienen de los andlisis quimicos
del aperitivo y de una estimaciéon tedrica mediante la aplicacién del modelo
hidrodindmico propuesto por Fito (1994) y Fito y Pastor (1994), tomando como
como fuente base para las estimaciones, los valores de USDA National Nutrient
Database for Standard Reference, Release 25 (2012). En la tabla 5.19 se
presenta el andlisis proximal. En la tabla 5.20 se incluye una evaluacion funcional
con los principales componentes nutricionales bioactivos incorporados y en la
Tabla 5.21 se presenta un comparativo con aperitivos comerciales presentes en
el mercado espafiol y algunos desarrollos propuestos por investigaciones. Se

comentara en las siguientes lineas los aspectos mas resaltantes.

Tabla 5. 19 Estimacion de la composicion proximal del liquido de impregnacion,

manzana fresca, manzana impregnada, aperitivo desarrollado

9/100 g g/racion
Componente Liqguido de Manzana Manzana Aperitivo
impregnacién fresca Impregnada desarrollado

Agua 84.01 86.67 86.20 11.72 4.68
Proteina 0.72 0.27 0.35 2.25 0.89
Lipidos 0.19 0.13 0.15 0.93 0.37
Ceniza 0.28 0.17 0.19 1.23 0.49
Carbohidratos 10.85 11.46 11.32 72.47 28.98
Fibra 3.95 1.3 1.78 11.41 4.56
Energia (Kcal/100 g) 50.44 45.85 49.68 317.93 127.17

197


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412000556#b0070#b0070
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412000556#b0075#b0075

Capitulo 5: Desarrollo de un aperitivo de manzana con propiedades antioxidantes adicionales

198

En general los componentes que modifican sus niveles a consecuencia de la IV
son el contenido de proteina y el contenido de fibra debido a la incorporaciéon de
zumo de mandarina formulado con levadura de cerveza y oligrofructosa.
Asimismo puede observarse el efecto del secado elevando los niveles de todos
los componentes a consecuencia de la concentracion. Mas que los niveles
globales es de destacar el enriguecimiento en microcomponentes que estan
siendo aportados por el zumo de mandarina y que seran comentados mas

adelante.

Otro aspecto relevante es el contenido de fibra dietaria. Se ha aumentado el
contenido de fibra dietaria en la manzana a través de la incorporacion de
oligofructosa la cual es considerada como fibra, del tipo soluble. La fibra dietaria
es uno de los nutrientes mas asociados a la promocion de la salud y prevencién
de enfermedades, esta correlacionada con beneficios para la salud como la
reduccion del colesterol, prevencién de la obesidad, la diabetes, el cancer de
colon (Wakai et al., 2007), y disminucion de la incidencia de las enfermedades
coronarias y cardiovasculares (Adebawo, 2006; Guimé y Lima, 2012). Aungue la
mayoria de prebidticos son comunmente considerados como fibra dietaria, todos
los componentes de la fibra dietaria no poseen las propiedades prebidticas
(Forssen et al., 2011). Esta condicién de la oligofructosa fortalece el contenido
de fibra dietaria de la manzana como parte del aperitivo propuesto, afiadiendo

aun mayores propiedades funcionales inherentes a su calidad de fibra.

El contenido de fibra dietaria en la manzana es relativamente alto comparado
con otras frutas (Jensen et al., 2009; Feliciano et al., 2010). La fibra insoluble
representa 50% de la fibra total e incluye celulosa y hemicelulosa. La fibra
soluble, principalmente pectina comprende homogalacturonas vy
ramnogalacturonas, siendo homogalacturonas la fraccion principal que consiste
de largas cadenas de &cidos galacturénicos unidos con enlaces a(1-4). Los
grupos carboxilicos en estas cadenas pueden estar esterificados con metanol.
El grado de metilacion influye fuertemente en las propiedades funcionales y
fisicoquimicas de las pectinas (Dongowski y Lorenz, 1998; Dongowski et al.,
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2002; Gulfi et al., 2006; Koutsos y Lovegrove, 2015). La pectina ha sido asociada
con mejora de la resistencia a la insulina en ratas (Sanchez et al., 2008) y efectos
depresores del colesterol en humanos. El grado de esperificacién, peso
molecular y estructura tienen una importante influencia en la magnitud del efecto
(Dongowski, 1995; Brown et al., 1999; Brouns et al., 2012). Ademas, la pectina
es un agente gelificante que afecta el tiempo de transito, vaciado gastrico y
absorcion de nutrientes (Brouns et al., 2012; Spiller et al., 1980; Schwartz et al.,
1982; Tamura et al.,2007; Hishijima et al.,2009). Es resistente a hidrolisis
alcanzando el intestino delgado donde es fermentado por la microbiota intestinal
(Licht et al., 2010; Titgemeyer et al., 1991; Barry et al., 1995; Bourquin et al.,
1996).

Recientemente, las investigaciones han foculizado en el uso de fibras dietarias
solubles de fructanos tipo inulina y oligofructosa. Esta tipo de fibra es uno de los
nutrientes mas asociados con beneficios para la salud, tales como reduccién de
colesterol, prevencion de la obesidad y la diabetes, cancer de colon y
disminucién de la incidencia de enfermedades coronarias y cardiovasculares
(Abedawo, 2006; Wakai et al., 2007). Asimismo, de manera particular numerosos
estudios han identificado varios beneficios atribuidos a las oligofructosa y a la
inulina de la que proviene. Estos incluyen manejo de la constipacion (Den Hond
et al., 2000), mejora de la composicion de la flora intestinal por estimular un
metabolismo sacarolitico y supresidon del metabolismo protedlitico en
bifidobacterias y acidolacticas (Gibson et al., 1995; Kleesen et al.,, 1997;
Buddington et al., 1996), estimulacién de la absorcién de calcio (Van den
Heuvem ey al, 1999; Coudray et al., 1997; Abrams et al., 2000), modulacion del
metabolismo de lipidos (Jackson y Taylor , 1999; Davidson et al., 1998; Brighenti
et al., 1999) y prevencion del cancer (Reddy et al., 1997; Rowland et al., 1998;
Taper et al., 1998).

En la literatura no existe un claro consenso en el valor de ingesta minima efectiva
de prebidticos requerida para producir un efecto beneficioso. Tomomatsu (1994)
y Roberfroid (1998) recomiendan entre 2 a 10 g por persona/dia, Coussement
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(1999) recomienda de 3 a 8 g por porcion. Otros estudios (Gibson,1999; Rao,
1999) sugieren una ingesta de 15 g/dia o niveles de 4-12 g/dia (Conway, 2001).
Es preciso sefialar que estas discrepancias podrian atribuirse a la diferente
susceptibilidad de los sujetos de estudio (variabilidad genética), a las funciones
especificas en las que se ha estudiado su efecto y a regimenes especiales de
consumo etc. Por otro lado, Rao (2001) condujo un estudio para demostrar el
efecto de una baja dosificacion (5 g/dia) de oligofructosa del mismo tipo de la
presente investigacion (Rafyilose P95) y un placebo bajo la misma concentracién
(sucrosa) Yy sus resultados confirmaron el efecto prebidtico bifidogénico de este
producto comercial bajo esta dosis, con una estimulacion selectiva del
crecimiento de cierto tipo de bacterias (Bifidobacterium), mientras otros grupos
permanecieron a niveles constantes (coliformes, aerobios). Otro estudio
demostré que la administracion de 2 g al dia de oligofructosa por 4 semanas a
bebés de 6-24 meses incremento el crecimiento de Bifidobacterium y decrecio el

crecimiento de Clostridium (de Vriese y Marteau, 2007).

Conway (2001) publica recomendaciones dependiendo del tipo de probidtico
como sigue: inulina: 8-40 g/dia (15-64 dias), fructo-oligosacaridos (FOS) : 4-12.5
g/dia (8-12 dias), galacto-oligosacéridos: 7.5-15 g / dia, (7-21 dias),
oligosacaridos de la soya: 10 g/dia (21 dias) y lactulosa:3-20 g/ dia (14-28 dias).
En general, los niveles de dosificacion para la mayoria de los beneficios de salud
variard de 3 g/dia para los fructooligosacaridos de cadena corta a 8 g/dia para
la inulina mixta (con cortas y largas cadenas), aunque podria consumirse en
mayor cantidad y de manera segura segun la tolerancia individual (Marteau y
Flourie, 2001; Douglas y Sanders, 2008).

El consumo promedio diario de prebidticos ha sido estimado entre 1 a 4 g en
Estados Unidos y de 3 a 11 g en Europa (Roberfroid, 2000), en el caso particular
de Espafia el consumo promedio diario de prebidticos (inulina+oligosacaridos no
digeribles) es de 1.1 g/dia (Espinosa et al., 2006), por lo que el aperitivo
desarrollado puede ser un buen suplemento para completar la ingesta

recomendada. No obstante podria incorporarse mayor contenido de prebidtico si
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se soluciona el problema de la supervivencia del microorganismo a través de la
investigacibn en técnicas que permitan una mayor tolerancia a altas

concentraciones (estrés osmotico).

Para considerar un alimento fuente de fibra debe contener 3g/100 o al menos 3
g en la razonable porcién diaria de ingesta del alimento. Para una alegacion de
alimento alto en fibra debe contener al menos 6 g/100 g o al menos 6 g en la
porcién de ingesta (British Nutrition Foundation, 2004), teniendo en cuenta esto,

el aperitivo se consideraria como fuente de fibra.

Otro aspecto a considerar es el contenido de azlcares que esté incluido dentro
del componente de carbohidratos en el analisis proximal, si bien es cierto es alto
su fuente es natural y proveniente de la manzana y el zumo de mandarina que
conforman el aperitivo y seria también la razon del elevado aporte de calorias.
En manzana, la matriz base, la fructosa es el contenido predominante y sucrosa
y glucosa son también abundantes (Koutsos y Lovegrove, 2015). Estudios en
animales modelo siguieren que una dieta con alto contenido de fructosa,
principalmente como parte de sucrosa o jarabes de maiz con alto contenido de
fructosa y otras bebidas ha sido asociada con resistencia a la insulina,
intolerancia a la glucosa, hiperlipidemia e hipertensiéon (Eliott et al., 2002). Sin
embargo, curiosamente Unicamente el consumo de jugos de frutas azucaradas
pero no jugos de 100% frutas han sido asociados con diabetes tipo 2 en estudios
prospectivos cohort (Schulze et al., 2004; Palmer et al., 2008; Eshak et al., 2013).
Esto sugiere que la presencia natural de fructosa y azucares en jugos de 100%
fruta y fruta fresca entera puede tener un diferente impacto metabdlico que jugo
de fruta con azlcar afiadida aunque para confirmar estos hallazgos son
requeridos estudios de intervencion (Koutsos y Lovegrove, 2015). Ha sido
propuesto que compuestos bioactivos en jugos de fruta que incluye: vitaminas,
minerales polifenoles y fibra pueden contrarrestar el efecto adverso de los

azucares (Schulze et al., 2004).
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Respecto al analisis funcional presentado en la tabla 5.20, ademas del contenido
de oligofructosa es de destacar el enriquecimiento de la manzana con
componentes del tipo flavanonas (hesperidina, narirutina y didimina) que no se
encuentran de manera natural en esta fruta. Comparativamente 100 mL de zumo
comercial (Marca Don Simén) aporta 54,74 mg de hesperidina y 100 g del
aperitivo desarrollado 36.31 mg. Betoret et al. (2012) trabajando con zumo de la
variedad Ortanique homogenizado a 15 MPa logré un nivel de hesperidina en
100g de producto deshidratado de 12.43 mg. El menor contenido se explica en
razon que esta variedad de mandarina tiene un contenido de 134.1 mg de
hesperidina en un 1 litro de zumo homogenizado muy por debajo del contenido
del zumo comercial utilizado en esta investigacién (547.4 mg/L), la variabilidad
varietal explicaria esta diferencia. Abad-Garcia et al. (2012) estudiaron cultivares
espafioles de frutas citricas y reportan para el caso de zumo de mandarina de
diferentes subclases y variedades un rango de concentracion entre 144-984
mg/L, 13-203 mg/L, 1-174 mg/L para hesperidina, narirutina y didimina
respectivamente. Guihau et al. (2008) en variedades cultivadas en China (Wase
satsuma, Sarsuma, Ponkan, Bendizao, Manju, Zhuhong) publican rangos para
hesperidina de: 304.46-501.44 mg/L y en narirutina de 24.42-288.12 mg/L.

Zumo de mandarina de las especies C.unshiu y C. reticulata presentan
contenidos de hesperidina de 400 y 493 mg/1000 g (Abeysinghe et al. 2007).

La hesperidina es conocida por poseer actividad biolégica que incluye: propiedad
antioxidante, efecto anti-inflamatoria, y la inhibicion de la biosintesis de la
prostaglandinas, otros estudios en animales demostraron que la hesperidina
junto con la B-criptoxantina presente en zumos de mandarina inhiben

carcinogénesis quimica (Kohno et al., 2001).



Capitulo 5: Desarrollo de un aperitivo de manzana con propiedades antioxidantes adicionales

Tabla 5. 20 Evaluacion funcional del liqguido de impregnacién, manzana fresca,

manzana impregnada y aperitivo desarrollado

para 100 g producto

Componentes Liquido de Manzana Manzana Aperitivo Racién
impregnacién fresca Impregnada desarrollado 40g
Prebiotico
Oligofructosa
3.76 n.d. 0.684 4.16 1.66
(9)
Flavanonas
Hesperidina
50.60 n.d. 6.22 36.31 14.52
(mg)
Narirutina (mg) 4.79 n.d. 0.83 5.51 2.20
Didimina (mg) 2.00 n.d. 0.30 1.52 0.6091
Otros
Vitamina C
23.58 2.38 5.54 13.84 5.53
(mg)
B-Caroteno
35.91 17 20.78 132.99 53.19
(n9)
a-Caroteno
13.23 0 2.65 16.93 6.77
(n9)
B-Criptoxantina
202.23 13 50.85 325.39 130.153
(n9)
Lutein+
_ 156.87 18 45.78 292.93 117.17
zeaxantin (ug)
Potasio (mg) 168.21 90 105.64 676.02 270.40
Actividad antioxidante
DPPH (mg
acido
) 481.63 114.2 114.7 755.3 302.12
ascorbico

equivalente)
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En cuanto al contenido de acido ascorbico si bien es cierto la manzana no es
reconocida como una fruta que aporte un alto contenido de esta vitamina, la
impregnacion con zumo de mandarina ha permitido casi duplicar su valor inicial,
sin embargo, la inestabilidad de esta vitamina acompafado con el contacto con
oxigeno reduce el contenido en las siguientes etapas del proceso (impregnacion

y deshidratacion).

La dosis recomendada de &cido ascorbico varia dependiente la edad, estando
en el rango de 45 mg para un nifio de 9 afios hasta 90 mg por dia para un
hombre adulto (Freiy Trabe, 2001; Padayatty y Levine, 2001), esto significa que
100 g del aperitivo estaria constribuyendo aproximadamente con el 30 y 18% de

los requerimientos respectivamente.

También es de resaltar el aporte de compuestos carotenoides. Las frutas citricas
pueden tener mas de 115 diferentes carotenoides. Los principales carotenoides
encontrados en mandarina son: -criptoxantina, violaxantina, neoxantina, luteina
y anteraxantina, a-caroteno y 3-caroteno. De estos componentes, B-caroteno, a-
caroteno y B-cryptoxantina son los que tienen mayor alta actividad como pro-
vitamina A (Meléndez-Martinez et al., 2007). La pB-cryptoxantina es la
responsable del color naranja oscuro casi rojo, color distintivo de la mandarina
(Goodner et al., 2001). La incorporacion a la matriz de manzana por IV y su
posterior presencia en el aperitivo después del secado se hace evidente por el

color entre amarillo y naranja intenso que ha adquirido después de la IV.

No obstante, el valor estimado sélo es referencial dado que la operacion de
secado a de significar una reduccion de este contenido. La degradacion de
carotenos es generalmente debido a degradacién térmica e isomerizacion. En
el secado de zanahoria a 60° / 7 horas/ 0.8 m/s se tuvo una retencién de =40%
de [-caroteno (Hiranvarachat et al.,, 2008). Dhuique-Mayer et al., (2007)
estudiaron la degradacion térmica de diversos carotenoides y encontraron
diferencias en la estabilidad clasificando a la B-cryptoxantina y p-caroteno, los

principales carotenoides presentes en mandarina, dentro del grupo de los
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carotenoides termoestables con pérdidas después de un tratamiento de 5 horas

abb°Cde 4.6y 7.8% respectivamente.

El estrés oxidativo es un proceso resultante de un desbalance entre una excesiva
produccion de especies reactivas de oxigeno y/o especies nitrogenadas y
limitada accion de defensas antioxidantes. Es un factor de riesgo para la salud
especialmente perjudicial, que influye en el desarrollo de diversas patologias
cronicas (Rea et al., 2011). Entre otros factores que contribuyen a equilibrar este
desbalance, el efecto antioxidante de la dieta tiene un alto nivel de interés
publico. Las frutas son especialmente ricas en antioxidantes naturales y estos
compuestos pueden reducir el dafio oxidativo en el cuerpo humano que de lo
contrario aumenta el riesgo de enfermedades cronicas (Liu, 2003). El producto
desarrollado tiene un contenido antioxidante equivalente a 755.3 mg acido
ascorbico/100g producto la combinacion de dos frutas de reconocida actividad
antioxidante y el efecto de concentracion de la deshidratacion ha permitido que
el aperitivo aporte un buen nivel de contenido antioxidante. La baja temperatura
de deshidratacion (40°C) junto con reacciones que se han desarrollado durante
la operacién no ha significado un descenso de la actividad antioxidante tomada

como un valor absoluto.

En un estudio conducido por Joshi et al. (2011) se hace un comparativo entre un
aperitivo elaborado a partir de manzana por IV en jarabe de arce y secado por
aire caliente en dos etapas a 30°C/10h y 40°C/10 horas y aperitivos fritos
comerciales de manzana y papa. El aperitivo desarrollado mostré
aproximadamente 20 veces mas capacidad antioxidante comparado con

hojuelas fritas de papa.

Ha sido reportado que la cantidad de antioxidantes y la capacidad antioxidante
son mas altas en la fraccién cascara que en la pulpa o fruta entera (Wolfe et al.,
2003; Lara y Tomala, 2007; Drogoudi et al., 2008: Khanizadeh et al., 2008;
Henriquez et al., 2010). Generalmente, la cascara contiene de 2 a 6 veces mas
fendlicos que la pulpa (Kalinowska et al., 2012). Ademas, la cascara de manzana

205



Capitulo 5: Desarrollo de un aperitivo de manzana con propiedades antioxidantes adicionales

es una buena fuente de otros componentes valiosos como fibra dietaria y
minerales (Gorinstein et al., 2001; Hernriquez et al., 2010). Por lo que el
considerar no eliminar la cascara para la elaboracion del aperitivo podria
potenciar su funcionalidad. Schulze et al. (2012) estudiaron la fortificacion de
rodajas de manzana por IV con glicésidos de quercetina proveniente de los
residuos de cascara subproducto de la industria de jugo de manzana, logrando

significativo enriquecimiento y aumentando el contenido de flavonoides.

En el comparativo con otros aperitivos comerciales y propuestos que se presenta
en la tabla 5.21 destaca el aperitivo desarrollado por su alto contenido de fibra
dietaria, bajo contenido de lipidos y bajo nivel de calorias.

Tabla 5. 21 Composicion proximal y calorias del aperitivo desarrollado vy

comparativo con aperitivos comerciales por 100 g.

Proteina Hidratos Fibra
i 6 S @) de Lipidos Calorias dietaria sodio
Carbono (9) (Kcal) total (9)
9) 9)

Productos Bolleria
M1 6 42 32 505 1 0.2
M2 7.7 47.4 15.3 365 3.3 0.7
M3 3.9 56.7 20.1 424 0.6 0.1
M4 4.2 62 10 355 0.6 0.2
Productos extruidos
Producto extruido fortificado con harina 9.39 74.12 0.76 1462 1.98 0.08
de manzana (Potter et al.,2013)
M1 (Potter et al., 2013) 5.5 56 33 2290 11 1.98
M2 (Potter et al., 2013) 2.7 62.5 33.1 2236 11 2.21
Productos fritos
M1 6 56.2 29.3 518 2.7 0.7
M2 9 55.6 26.1 501 3.7 1.3
M3 6,3 47.6 35 539 4.4 0.6
M4 6,3 66.3 20.9 494 7.6 0.9
Aperitivo desarrollado 2,2 72.5 0.9 317.9 11.4 0.0
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Uno de los aspectos negativos de un grupo de aperitivos de consumo difundido
es su contenido alto en cloruro de sodio (sal). Un alto consumo de sal afecta
adversamente la presion en la sangre. En contraste, altos niveles de potasio
estan asociados con bajos niveles de presion sanguinea. Las evidencias que
respaldan ambas tendencias incluyen resultados de estudios en animales,
estudios epidemiolégicos y ensayos clinicos (Appel, 2003). En este sentido, el
aperitivo desarrollado no contiene sal y si un nivel de contenido de potasio de
665.33 mg/100g y 266.13 mg/racién de 40g que sin ser un valor alto contribuye
a la ingesta diaria recomendada (4.7 g/d for adulto, Institute of Medicine, 2009).
Comparando con el consumo de una manzana fresca (200 g) una racion de
aperitivo desarrollado (40g) estaria aportando 47.9 % mas de potasio. Una racién
del aperitivo (40g) seria comparable al contenido de potasio en el platano fresco,

una fruta reconocida por su alto contenido en este mineral (358 mg/100g).

Es evidente que el producto desarrollado tiene un perfil nutricional y funcional
mejorado comparado con los otros aperitivos los cuales son altos en calorias,
grasas, y sal. En cuanto al azucar si bien es cierto el nivel es alto pero
corresponde a los azlcares naturales presentes en las frutas (manzana,

mandarina) sin ninguna adicion.

La fortificacion de manzana con zumo de mandarina proporciona un nuevo tipo
de aperitivo con mayor valor agregado, lo cual puede proveer beneficios de
salud adicionales a la manzana. Es importante tener encuenta que se puede
lograr un mayor enriguecimiento basado en una seleccion de variedades ricas
en estos componentes y contemplar la posibilidad de utilizar zumos
concentrados siempre teniendo en cuenta que la viscosidad no exceda un limite

que interfiera con el proceso de IV.
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5.8 Estabilidad de las propiedades funcionales del aperitivo de manzana

durante almacenamiento.

En la tabla 5.22 se presentan los valores medios de humedad y actividad del

agua durante el tiempo de almacenamiento.

El control de los dos parametros relacionados con el agua: la actividad de agua
(aw) y el contenido de humedad, es esencial para preservar la viabilidad de las
células de probioticos, las caracteristicas sensoriales y la composicion nutricional

y funcional.

Se observa que los valores de humedad y aw durante los 150 dias de
almacenamiento se mantienen lo suficientemente bajos para evitar el
crecimiento de hongos y bacterias no deseables pero al parecer también a un

nivel perjudicial para la viabilidad del microorganismo probiético.

Tabla 5. 22 Evolucién de la humedad, actividad del agua (aw) y contenido del
microorganismo probiotico de las muestras secas (SAC), en funcion del tiempo

de almacenamiento.

Tiempo Humedad (g/g C.onten.ido
(dfas) muestra) aw microbiano
(UFC/g o mL)
0 0.118+0.001'd 0.449+0.007bc 2.25+0.03 x10’a
15 0.110+0.001c 0.460+0.011d 9.25+0.06 x10%b
30 0.106+0.002a 0.459+0.008d -
78 0.106+0.001ab 0.446+0.008b -
90 0.115+0.006d 0.460+0.011d -
120 0.105+0.001a 0.433+0.008a -
150 0.109+0.0012)bc 0.456+0.007cd -

1 Desviacion estandar.
Promedios con diferentes letras en la misma columna fueron significativamente diferentes
(p<0,05)
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Las hojuelas de manzana deshidratadas han sido caracterizadas como un
producto muy hidroscopico, resultado de su composicion quimicay su estructura
fisica, especialmente por el contenido de carbohidratos alto (alrededor de 70%)
y por sustancias pécticas (Konopacka et al., 2002). En frutas deshidratadas los
carbohidratos estan constituidos principalmente por azlUcares de bajo peso
molecular que se encuentran en estado amorfo (enlazados a otras moléculas),
lo que explica su mas alta higroscopicidad (Mazza, 1984). Los componentes de
alto peso molecular presente en la manzana son principalmente celulosa y
sustancias pécticas. La capacidad de sorpcion de estas ultimas depende de su
grado de metilacion, pectinas de alta metilacién a bajas aw son capaces de
adsorber de 2 a 3 veces méas agua que pectinas de baja metilacién (Tsami et al.,
1992) y al parecer son mas higroscopicas que otros componentes de alto peso
molecular como el almidon y la celulosa. La pectina de la manzana tiene la
caracteristica de alta metilacion (Doesburg, 1964), lo que hace evidente que
éstas juegan un rol significante en las propiedades de sorpcion.

No obstante, esta caracteristica sefialada se observa en los resultados una
ausencia de ganancia de agua a lo largo del almacenamiento. Este
comportamiento estaria relacionado con las caracteristicas del empaque
empleado y su buena propiedad de barrera al vapor de agua (MVTR (Moisture
vapor transmission rate)=0.0006 g/100%in/24 hrs). Konapacka et al. (2002)
sefalan la necesidad de una seleccién cuidadosa del material de empaque con
baja permeabilidad al vapor de agua y recomiendan materiales de tipo
laminados de aluminio para evitar la ganancia de agua durante el
almacenamiento. EI empaque empleado en esta investigacion fue un film
constituido por tres materiales laminados: 12 um Pet, 12 um Pet metalizado, 10
um PE, sellados herméticamente, al parecer esta conformacién estaria

asegurando una buena barrera.

Respecto al contenido de agua se ha publicado que contenidos de humedad por
debajo de 1% aseguran una vida util a largo plazo (Nakamura, 1996). En otro

estudio, se observd una buena estabilidad durante almacenamiento de
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Lactobacillus secados por atomizacién hasta un contenido de 4% (Gardiner et
al., 2000; Corcoran et al., 2004). Algunas matrices que contienen el probiético
con un contenido mayor a 4% presentan problemas que afectan la estabilidad
de los mismos, por ejemplo, en probidticos encapsulados con leche descremada
reconstituida, dependiendo de la temperatura, la lactosa puede cristalizar
durante el almacenamiento, resultando en reacciones de pardeamiento y la
formacién de especies radicales que son perjudiciales para la viabilidad celular
(Jouppila y Roos, 1994; Thomsen et al., 2005; Kurtmann et al., 2009 y
Kurtmannety et al., 2009). Zayed y Roos (2004) sefialan que el contenido de
humedad Optimo para el almacenamiento de L. salivarius subsp. salivarius

liofilizado esta en el rango de 2.8 a 5.6%.

Las investigaciones explican que la pérdida de viabilidad de las bacterias acido
lacticas bajo niveles altos de humedad se debe al incremento de la velocidad
de las reacciones de oxidacion e hidrolisis enzimatica durante almacenamiento.
De acuerdo a Fennema (1996), el proceso de oxidacion depende del nivel de
humedad vy es reducido siempre que se encuentra en el valor de la monocapa
de BET. La cantidad de humedad en exceso de la monocapa resulta en
incremento de la oxidacion de los microorganismos y en consecuencia pérdida
de su viabilidad (Fennema, 1996; Kurtman et al., 2009). Aceleracion de la
oxidacion ocurre a través del incremento en la solubilidad del oxigeno e
hinchamiento de las macromoléculas, que exponen mas sitios cataliticos. De
acuerdo a Maness et al. (1999) la membrana de la células bacterianas esta
constituida por fosfolipidos poliinsaturados que son susceptibles a la oxidacién
por ataque de especias reactivas de oxigeno. Adicionalmente a la oxidacion, la
ganancia en agua favorece la accién hidrolitica enzimatica (Fennema, 1996).
Teixeira et al. (1996) observaron que después del almacenamiento de células
secas de L. bulgaricus la proporcién entre acidos grasos insaturados/saturados
de los lipidos de la membrana disminuyd considerablemente, siendo evidencia
del dafio causado por oxidacion lipidica. Esta oxidacion puede resultar en algun
cambio en las funciones y estructura de la membrana. El incremento en la

proporcion de acidos grasos saturados ocasiona un incremento en la



Capitulo 5: Desarrollo de un aperitivo de manzana con propiedades antioxidantes adicionales

temperatura de transicion y en consecuencia conduce a una reduccion en la
fluidez de la membrana hasta una cierta temperatura y un incremento de fugas
a través de la membrana durante la rehidratacion. Ademas de esto, es conocido
que un numero de oxidantes biologicos resulta en la formacién de radicales
libres y que aquellos pueden reducir la hidrofobicidad de los acidos grasos
debido a la introduccion de grupos hidrofilicos y asi debilitan la interaccion
hidrofébica con las proteinas de la membrana lo cual puede ser esencial para
su actividad (Santivarangkna et al., 2008).

Por consiguiente, bajo los niveles reportados por las referencias como
convenientes, la humedad de las muestras de manzana seca (SAC) (11.8%)
seria uno de los factores que afectarian la viabilidad del probiético en el producto

a lo largo del almacenamiento.

Otros autores sefialan que mas importante que el contenido de humedad es la
actividad de agua la que estaria implicada en la viabilidad del probiético.

Mattila—Sandholm et al. (2002) mencionan otros factores como: la matriz que
contiene el probiético (composicién, humedad, actividad de agua), el tipo de
empaque y el medio de almacenamiento (temperatura de almacenamiento,
humedad relativa, contenido de oxigeno, y la exposicion a la luz, entre otros) que
tienen influencia significativa en la supervivencia de los probiéticos . En las
siguientes lineas se analizara la influencia que ha tenido algunos de estos
parametros en los resultados de supervivencia del probiético asi como en los

cambios de las propiedades funcionales del aperitivo desarrollado.

Las referencias parecen coincidir que cuanto menor es la actividad del agua,
mejor es la estabilidad del microorganismo probiético en un alimento
deshidratado (Vesterlund et al., 2012), asimismo, la suceptibilidad parece
depender del tipo de microorganismo y el nivel de temperatura de
almacenamiento. Algunos autores reportan que la estabilidad de las bacterias
acido lacticas deshidratadas generalmente se considera Optima bajo niveles de
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aw que van desde 0.1 a 0.2 (Champagne et al., 1996; Teixeira et al., 1995). Abe
et al. (2009) no observaron disminucion significativa en la viabilidad de las
células liofilizadas de B. longum a aw de 0.04, 0.10, 0.16, 0.21, 0.32, 0.40
después de 30 meses de almacenamiento a 5°C, Sin embargo, la aw mas baja
resultdé en una mejor estabilidad cuando se ensay0 una temperatura de
almacenamiento de 37°C, constantes de velocidad de inactivacion fueron de
11.0 y 0.015 log UFC/ g por mes para células deshidratadas con aw de 0.56 y
0.04, respectivamente. Otros recomiendan almacenamiento a temperatura
ambiente a muy baja aw como 0.07 y 0.1 (Mugnier y Jung, 1985; Higk et al.,
2007; Kurtmann et al., 2009). Kearney et al. (2009) declararon que un contenido
de agua residual de 4% (p/p) correspondiente a aw de 0.2 es requerido para
extender la vida (til de bacterias probidticas en yogurt deshidratado. La
supervivencia de Lactobacillus paracasei spp paracasei liofilizado en una matriz
de lactosa fue mas alta bajo almacenamiento a 20°C y a aw de 0.07 por 30 dias
mientras que la estabilidad bacteriana durante almacenamiento a aw de 0.23 fue
muy baja. Otros reportan que la supervivencia celular se ve particularmente
afectada cuando el alimento tiene una actividad del agua mayor a 0.25 debido a
un aumento del metabolismo bacterial (Fy y Chen, 2011; Albadran et al., 2015;
Weinbreck et al., 2010).

Nualkaekul et al. (2011) estudié la supervivencia de células de Lactobacillus
plantarum en refrescos en polvo de frutas almacenadas, concluyendo que
niveles de aw entre 0.1 y 0.3 son valores favorables para la estabilidad del
microorganismo. Intervalo similar de actividad del agua (0.1 a 0.214) son
reportados por Passot et al. (2012) para Lactobacillus bulgaricus CFL1 liofilizado,
dando como explicacién que es posible que a estos niveles el agua interaccione
con los grupos funcionales y bloquee los sitios de reaccion, evitando asi las
reacciones de oxidacion que generan la degradacion de lipidos y proteinas del

probidtico.

En la presente investigacion la actividad de agua obtenida para la manzana SAC

supera los valores reportados por estas referencias para los diferentes
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probioticos y condiciones de almacenamiento lo que explicaria que después de
15 dias de almacenamiento no se detectaron células viables de L. salivarius spp.
salivarius CECT 4063.

Dado el resultado que anula el caracter probiotico del aperitivo, en las siguientes
lineas se analizara el efecto de los diversos factores y las probables reacciones

que explicarian este resultado.

Un numero de intentos se han hecho para mejorar la viabilidad de los probiéticos
en diferentes productos alimenticios durante su produccién hasta el momento del
consumo a partir de la identificacion y el estudio de los factores que influyen en
la viabilidad de los microorganismos probidticos durante su produccion,
procesamiento y almacenamiento. Los factores identificados incluyen
pardmetros alimentarios (pH, acidez titulable, oxigeno molecular, actividad de
agua, presencia de sal, azUcar y productos quimicos como el perdxido de
hidrégeno, bacteriocinas, saborizantes artificiales y colorantes); pardmetros de
procesamiento (tratamiento de calor, la temperatura de incubacion, tasas de
enfriamiento del producto, materiales de embalaje y métodos de
almacenamiento y la escala de la produccion); y los pardmetros microbiolégicos

(cepas de probiéticos, cantidad de in6culo).

Ha sido demostrado que los factores principales que inciden en la supervivencia
de bacterias deshidratadas durante su almacenamiento son: temperatura
(Strasser et al., 2009), aw (Yin et al., 2010) y contenido de oxigeno (Chavez y
Ledeboer, 2007; Wang et al., 2004). Con respecto al efecto de la temperatura,
se ha reportado que temperaturas elevadas de almacenamiento correlacionan
con una mas alta declinacion de la viabilidad celular (Strasser et al., 2009;
Teixeira et al., 1995) lo cual puede ser debido a una alta velocidad de oxidacion
de lipidos y desnaturalizacion proteica (Fu y Chen 2011; Kurtmann et al., 2009).
Por otro lado, niveles de temperaturas tan bajos encarecen el proceso y dificultan
su comercializacion y distribucion por la necesidad del mantenimiento de la

cadena de frio.
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Numerosas investigaciones coinciden en indicar que el contenido de oxigeno y
el potencial redox se encuentran entre los factores que mayor efecto tienen sobre
la viabilidad de los probidticos especialmente durante el periodo de
almacenamiento (Lee y Salminen, 2009). El oxigeno molecular es perjudicial
para la supervivencia y crecimiento de probioticos dado que la mayoria de las
especies son estrictamente anaerobicas (De Vuyst, 2000; Holzapfel et al., 2001).
El oxigeno puede afectar al microorganismo de tres maneras: a) es
directamente toxico para algunas células; b) ciertos cultivos producen en
presencia de oxigeno peroxidos toxicos Yy c) los radicales libres producidos de
la oxidacién de componentes (por ejemplo grasas) son toxicos a las células del
microorganismo (Korbekandi et al., 2011). El nivel de oxigeno dentro del
empaque durante el almacenamiento debe ser tan bajo como sea posible a fin
de evitar toxicidad y muerte de los microorganismos y la consecuente pérdida de

funcionalidad del producto.

Los procesos de oxidacion que se producen durante el almacenamiento pueden
causar dafio a la pared celular, la membrana y el ADN que conducirian a la
muerte celular. Las tasas de la reaccion de oxidacion estan fuertemente
influenciados por el contenido de humedad, la actividad del agua, la temperatura
y, obviamente, la presencia de oxigeno. La adicibn de antioxidantes o
eliminadores de radicales libres tales como el acido ascorbico en cierta medida
puede prevenir el dafio causado por el estrés oxidativo (Teixeira et al., 1995;
Kurtmann et al., 2009), del mismo modo que almacenamiento bajo vacio con
actividades de agua controlada también parecen ser efectivos (Teixeira et al.,
1995).

Teixeira et al. (1996) observaron que después del almacenamiento de células
deshidratadas de L.  bulgaricus la proporcion &cidos grasos
insaturados/saturados de los lipidos de la membrana disminuyo6

considerablemente, siendo evidencia del dafio causado por oxidacion lipidica y
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responsable de la muerte celular durante el almacenamiento (Teixeira, Castro, y
Kirby, 1996).

Tanto como el concepto de actividad de agua, la transicion vitrea es un término
también determinante para la supervivencia bacterial durante almacenamiento
(Vesterlund et al., 2012). Mientras la actividad de agua determina la accesibilidad
de agua para reacciones quimicas o el crecimiento microbiano (Roos, 1995), la
transicion vitrea indica un cambio fisico en un material amorfo promovido
ademas del calor por la presencia de sustancias de bajo peso molecular (Bell y
Hageman, 1994). Rahman (2010) sugiri6 que ambos conceptos aw Yy transicion
vitrea son utiles para determinar el deterioro de alimentos o su estabilidad y
también para predecir la vida en anaquel de productos alimenticios durante

almacenamiento.

El término amorfo es usado para denotar un sistema desordenado comparado
con un solido cristalino con un alto grado de ordenamiento (Liu et al., 2006). Los
productos secos son a menudo materiales amorfos que existen en estado vitreo
bajo su temperatura de transicion vitrea (Tg) y en estado gomoso a temperaturas
mas altas a Tg (Corey et al., 2011). Un material vitreo tiene propiedades como
el liquido y una viscosidad de aproximadamente 102 Pa.s parecido a un sélido
(Hancock, 1997), lo cual ralentiza las reacciones quimicas tales como oxidacion
por radicales libres en comparacién con el estado cristalino. Como resultado un
estado vitreo es considerado capaz de limitar dafio celular en el estado seco y
por lo tanto provee proteccién adicional a las células microbianas (Crowe et al.,
1998).

Cuando la temperatura aumenta por encima de Tg, varios cambios se presentan
tales como: aumento de volumen libre y el calor especifico, asi como disminucién
de la viscosidad. Estos factores controlan varias transformaciones estructurales
gue dependen del tiempo, como la rigidez, el colapso y la cristalizacion durante
el procesamiento y almacenamiento de alimentos. El producto puede ser no

perecedero cuando se almacena por debajo de la temperatura de transicion
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vitrea debido a que el deterioro causado por el crecimiento microbiano y las

reacciones quimicas se reducen considerablemente (Roos y Karel, 1991).

El “atrapamiento” de un sistema vivo en una matriz después de la deshidratacion
se sugirio ser responsable de su estabilidad a largo plazo (Bruniy Leopold, 1991;
Sun & Leopold, 1997). Una estructura vitrea de la matriz externa es una barrera
ambiental altamente eficaz, con una movilidad molecular extremadamente baja.
Con respecto a la preservacion de las bacterias, esta condicién conduce a una
supresion de eventos de deterioro en la membrana bacteriana, al constituirse la
interfaz con el entorno y que protege de abusos ambientales diversos. Desde
que la difusién se restringe drasticamente en el estado vitreo, la difusion del
oxigeno, que precede al dafio oxidativo (Andersen, Niebla-Petersen, Larsen, y
Skibsted, 1999), y las reacciones quimicas que requieren difusién (Sun &
Leopold, 1997), podrian probablemente ser limitadas. Otros eventos de
degradacion tales como la fusion de membranas y desplegamiento de la proteina
también podrian prevenirse (Crowe et al.,1998).

Welti-Chanes et al. (1998) determinaron la temperatura de transicion vitrea para
manzana Granny Smith a aw 0.436/ 30°C/humedad 10.8 g/100g m.s igual a Tgo
-39.4°C, sefialando que esta propiedad en la manzana es el resultado del azlcar
presente después de la remocion de agua Yy que los sélidos no solubles no
presentan efecto sobre el valor de Tg. S et al. (1999) determinaron un valor de
Tg de -30.3°C en la variedad de manzana Golden delicious liofilizada a aw 0.44.
Corey et al. (2011) reportan para manzana a aw 0.56 y humedad 14.95 g/100 g
un Tgo -38.76 °C.

Estos valores publicados podrian servir de referencia e indicarian que bajo la
temperatura de almacenamiento de 25°C el aperitivo desarrollado no se
encuentra en estado vitreo lo cual lo haria susceptible a ciertas reacciones de

deterioro, en mayor o menor medida segun otros factores interactien.
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Roos (2010) menciona que alimentos que tienen como principales componentes:
azucares (fructosa, glucosa y sacarosa) en altas concentraciones Yy
macromoléculas como las frutas no siempre entran en el estado vitreo en
condiciones normales de deshidratacion o de almacenamiento exhibiendo una
apariencia semisolida o como-solido, resultado del secado por aire y es tipico de

numerosas frutas secas (manzana, albaricoques, datiles pasas).

En general, la estabilidad de las células probioticas secas se ve afectada por
muchos factores que estan fuertemente acoplados. Sin embargo, la combinacién
de las siguientes condiciones es necesaria para la estabilidad 6ptima: aw <0,3;
contenido de humedad <4%, temperatura <4 ° C y la presencia de antioxidantes.
La microencapsulacion también puede ayudar a preservar la viabilidad de las
células secas durante el almacenamiento segun el material que conforma la

matriz.

No obstante la pérdida de viabilidad del probiotico en el aperitivo durante las
primeras semanas del almacenamiento, existe algunos estudios que estan
revelando que células bacterianas muertas y sus metabolitos pueden ofrecer
efectos beneficiosos a lo que estan llamando la paradoja probidtica, la que
postula que ambas células vivas y muertas en productos probiodticos pueden
generar respuestas biologicas beneficiosas, por lo que la accion de los
probiodticos podria ser dual. Células de probidticos vivos influyen en ambos:
microflora gastrointestinal y la respuesta inmune mientras los componentes de
células muertas ejercen una respuesta antiinflamatoria en el tracto
gastrointestinal (Adams, 2010). Otros estudios respaldan esta respuesta por
ejemplo Lactobacillus muertos han mostrado inhibir la adherencia de patdégenos
gastrointestinales a células epiteliales (Cononnier et al., 1993). Células muertas
pueden estimular el sistema inmune (Kanasugi et al., 1997), la administracion
oral de preparaciones de pared celular estimula el sistema inmune intestinal
(Sakai et al., 2006). Lactobacillus rhamnosus vivos y tratados por calor han

mostrado ser efectivos en reducir la respuesta inflamatoria en el tejido
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gastrointestinal (Li et al., 2009). Bifidobacterium muertos por calor fueron

efectivos contra colitis ulcerosa (Imaoka et al., 2008).

El uso de microorganismos no viables est atrayendo mucho la atencion dentro
de los procesadores de alimentos porque ellos tienen ciertas ventajas sobre los
probioticos vivos. Por ejemplo, los probidticos tienen una limitada vida en
anaquel y frecuentemente y especialmente en productos con alta aw requiere
condiciones de almacenaje refrigeradas. Los microorganismos no viables no
tienen esta limitacion. Comparado con las investigaciones conducidas con
probioticos el estudio de microorganismos no viables se encuentra todavia en

sus inicios (Makinen et al., 2012).

Tabla 5. 23 Evolucion de las coordenadas de color L*, a*, b* y de las magnitudes
tono (h*ab) y croma (C*ab), en funcion del tiempo de almacenamiento.

Diferencias de color (AE) respecto a la muestra inicial (tiempo 0).

Tiempo
) L* a* b* h*ab C*ab AE
(dias)

0 60+3b  7.5+0.4)a 37.9+1.4b 78.9+0.7b 38.8+1.4b -

15 67+3c 7.3t1.4)a 41.7+1.4c 80+2b 42.3+1.6C 0.28+0.15a
30 64 t4c 7.4+1.4)a 39.7+0.6bc 80+2b 40.4+0.8b 0.31+0.17a
78 57+3ab  10.9+1.1b 38.2 +1.4b 74+2a 39.8+1.4bc 0.51+0.27b
90 55+3a 10.5t1.2b 34.2 +t1l.4a 73+2a 35.9+1.4a 0.47+0.26b
120 58+3ab  11.4+0.8b 37.5+3.8b 73+1,07a 39+4b 0.55+0.22b

57.6+0,3a 11.9
150 b 0.4b 37.5¢1.12b  72.3+0.3a 39.4+1.2b 0.61+0.24b
+0.

! Desviacion estandar.
Promedios con diferentes letras en la misma columna fueron significativamente diferentes
(p<0,.05)

El color y la textura de un producto son los parametros de calidad mas
importantes a tener en cuenta en el desarrollo del mismo, por jugar un papel

decisivo en la aceptacion final por parte del consumidor. En la tabla 5.23 se
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muestra la evolucion de las propiedades 6pticas medidas en la manzana seca

(SAC) durante el almacenamiento.

Se observo la disminucién de la luminosidad (L*) y también un ligero incremento
de las coloraciones rojizas, pardas y amarillas relacionado con un aumento de
las coordenadas cromaticas a* y b*. Con respecto al tono (h*ab) se observé un
leve descenso a partir de los 30 dias, disminucién que indica una evolucion hacia
coloraciones amarillo-rojizas (<90°). Estos cambios pueden atribuirse a
reacciones de pardeamiento enzimatico, asociado a la presencia de polifenoles,
como el &cido clorogénico, uno de los sustratos mas importantes de la enzima
polifenoloxidasa (PPO), que en presencia de oxigeno se convierte en o-quinona,
la cual reacciona con otros compuestos fendlicos, dando como resultado la
formacion de pigmentos de color amarillo y marron (Khanizadeh et al., 2008). En
el caso del croma (C*ab), se evidencido una variacion en intervalos pequefios,
asociado a la variabilidad de las muestras. No obstante, se puede afirmar que al
final del tiempo de almacenamiento presento valores similares al inicial, y por lo

tanto no se establecié una evolucion de la saturacion del color muy marcada.

También puede haber una contribucién de un pardeamiento de tipo no
enzimatico (oxidaciébn de carotenoides y reacciones de Maillard) tal como
parecen sefalar los resultados encontrados por Acevedo et al. (2008) al estudiar
los cambios en la microestructura, fisicos quimicos y el color durante
almacenamiento de hojuelas de manzana deshidratadas bajo vacio 25 pulgHg a
50°C por 4 horas y observar cambios del color ain en muestras que habian
recibido un tratamiento quimico por inmersién en solucién de 1% de acido

ascorbico para inactivacion enzimética antes del secado.

Entre las reacciones de oscurecimiento no enzimatico se encuentra la reaccion
de Maillard que se verifica en matrices calentadas, secas y almacenadas (Fay
et al., 2005; Kaanane et al., 1989), asi como en frutas de humedad intermedia.
Estas reacciones puede ser usadas como un indicador de la ocurrencia de otras

reacciones quimicas controladas por difusion. Es una reaccion quimica de
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condensacion entre componentes aminos y carbonilos para producir una
glicosilamina, la cual luego reacciona para formar una base Schiff o producto
Amadori. A pH<5 pueden ocurrir reacciones de polimerizacion formando
melanoidinas que poseen un color marron. Desde que la manzana tiene un alto
contenido de azUcares reductores este tipo de reacciones puede ocurrir. Ademas
de disponibilidad y concentracion de reactantes, la reaccion de Maillard es
también catalizada por iones metalicos libres. Componentes monoméricos o
poliméticos de flavan 3-ol, tales como los encontrados en manzana pueden
también quelar e inhibir esta reaccion. A bajas condiciones de humedad (aw
~0.1-0.4) la velocidad de la reaccion de Maillard procede a una velocidad
relativamente lenta , pero procede mas rapidamente a condiciones de humedad
intermedia (aw ~0.6-0.8) A bajas humedades la concentracion de reactantes es
muy alta pero la movilidad del soluto es limitada debido a la limitada hidratacion.
A altos niveles de humedad la disponibilidad de agua para la hidratacién de
reactantes es suficiente para incrementar las velocidades de reaccion y puede
mejorar la solubilidad de los reactantes. A ain més altos niveles de humedad un
efecto de dilucion en reactantes ocurre (Bell, 2007). El oscurecimiento no
enzimatico es una reaccion controlada por difusién por lo que se piensa que la
humedad mejora la habilidad de los reactantes para difundirse e interactuar
(Corey et al., 2011).

La cinética de estas reacciones son afectadas por la concentracion de
reactantes, naturaleza quimica de los reactantes, pH, HR ,temperatura y tiempo
de calentamiento (Kaanane et al., 1989) Maximo oscurecimiento ha sido
observado en la mayoria de los casos a actividades de agua 0.3-0.7 (Maltini et
al., 2003).

Bajo el valor de actividad de agua del alimento desarrollado este encuentra en el
limite de alimentos de humedad intermedia. Niveles de actividad intermedia son
particularmente criticas para estabilidad de productos, desde que contenido de
humedad es suficiente para permitir la ocurrencia de reacciones de Maillard y

oxidacion (Brennan, 1994). La velocidad de oscurecimiento no enzimatico es alto
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en alimentos deshidratados , debido a elevada concentracion de reactivos con
maximo valor en alimentos de humedad intermedia con niveles de actividad de
agua entre 0.5y 0.8. Bajo 0.5 la reaccion es limitada por baja movilidad de los
reactantes, mientras que arriba de 0.8 la velocidad de oscurecimiento decrece
con el incremento de la actividad de agua debido al efecto de dilucion ( Vaikousi
et al.,, 2008). Asimismo, un incremento de aw arriba de 0.3 incrementa la
velocidad de la degradacién antioxidante en manzanas (Lavelli & Vantaggi,
2009)

Para evaluar globalmente el efecto sobre el color durante el almacenamiento se
calcul6 la diferencia de color (AE) con respecto a las muestras de manzana
secas (SAC). Los resultados mostraron un cambio significativo a los 30 dias de
almacenamiento y a partir de este tiempo, permanecio con valores constantes.
Sin embargo, las diferencias de color establecidas son muy pequefias (<2) e
imperceptibles a simple vista (Lee y Coates, 2003). Nuevamente el empaque
parece estar ejerciendo un efecto protector al evitar la exposicion a la luz y
limitando la migracion de oxigeno y agua a niveles que no afectan estas

caracteristicas opticas de manera significativa.

La evolucién de las propiedades mecanicas durante el almacenamiento se

muestra en la tabla 5.24.

Durante todo el tiempo de almacenamiento las curvas de fuerza-distancia
obtenidas (no mostradas) desarrollaron un comportamiento viscoelastico previo
a la fractura con una gran deformacién, lo cual podria estar relacionado con un
probable estado gomoso alcanzado al final del proceso de secado y mantenido
durante el almacenamiento. No obstante, se evidencié una tendencia a la
disminucién de la fuerza, fluctuaciones que pueden estar asociadas a la

redistribucién del agua en el interior del producto.

221


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814611001348#b0160
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814611001348#b0160
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814611001348#b0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814611001348#b0055

Capitulo 5: Desarrollo de un aperitivo de manzana con propiedades antioxidantes adicionales

222

Tabla 5. 24 Evolucién de las propiedades mecanicas: Fuerza méxima (N),
distancia (mm) y area (N-mm) de las muestras secas (SAC), en funcion del

tiempo de almacenamiento.

Tiempo (dias) Fmax (N) Distancia(mm) Area (N-mm)

0 13.8+0.2* d 5.2+0.3a 22.9+1.1c
15 14.1+0.6d 7.5+0.3b 25.5+1.6d
30 11.8 +0.7c 5.6+0.3bc 21.4+1.1c
78 10.7+0.8b 6.1+0.4d 18.1+1.1b
90 11.8+0.2c 5.8+0.2c 18.2+0.6b
120 8.9+0.3a 5.7+0.6¢c 13.7+1.0a
150 11.2+0.9b 5.3+0.3ab 16.4+1.2b

1 Desviacién estandar.
Promedios con diferentes letras en la misma columna fueron significativamente diferentes
(p<0.05)

Para alimentos secos tipo aperitivo (aw bajo 0.25) la crujencia es una propiedad
sensorial deseable, y su pérdida debido a la absorcion de agua limita la
aceptabilidad del consumidor. Para alimentos de humedad intermedia (aw en el
rango entre 0.25 y 0.75) la textura del alimento es firma y flexible (Brennan,
1994).

El contenido de humedad y actividad de agua afectan significativamente
propiedades de textura de hojuelas de manzana. Konopacka et al. (2002)
demostaron que hojuelas de manzana deshidratadas a niveles de actividades
de agua bajo 0.12 presentan excelente crujenciay la mayor aceptabilidad dentro
de los productos de este tipo. Los mismos autores reportaron un nivel de
actividad de agua critico de 0.18 y que corresponde a un contenido de humedad

de 3.5 g de agua/100 g de sélidos donde la matriz se torna de crujiente y
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suceptible a quebrarse a plastica y con mayor energia necesaria para provocar
la fractura, este nivel critico es mucho mas bajo que otros tipos de aperitivos
crujientes cuya composicion estd basado principalmente en mezclas de

almiddn/proteina (aw 0.35-0.50).

La dureza (fractura) de productos alimenticios secos es un fendmeno complejo
que depende en gran medida del material en si mismo, el efecto plastificante del
agua, asi como de la presencia y propagaciéon de grietas microscopicas
inducidas por el procesamiento (Castro y Aguilera, 2007). La pared de las células
deshidratadas es el material que proporciona integridad estructural y resistencia
mecénica a las hojuelas de manzana deshidratadas. Debido a la contraccion que
de normal presentan las muestras deshidratadas por aire caliente éstas son mas
densas que las muestras frescas por lo que es de esperara una mayor fuerza
de fractura. En los resultados de la presente investigacion, mientras la fuerza
maéaxima de fractura para manzana fresca fue del nivel de 3.71 N, las muestras
secas presentaron un valor de 13.8 N. Se ha reportado que a medida que
aumenta el contenido de agua durante almacenamiento el agua plastifica las
paredes celulares y el material que era mas fragil se vuelve mas suave y mas
flexible, por lo tanto disminuye la dureza. Dado que el contenido de agua es
constante durante el almacenamiento y la aw mas o menos sigue esa tendencia
es evidente que algunas otras reacciones, probablemente de tipo quimicas, han
contribuido a la disminucion de la dureza. Los resultados coinciden a los
reportados por Rizzolo et al. (2011) quienes estudiaron las caracteristicas de
calidad de hojuelas de manzana deshidratados asi como la influencia del secado
y el estado de madurez sobre la evolucidn de estas caracteristicas en el
almacenamiento. Ellos reportan un descenso de la fuerza maxima de 10.22 a
4.57 N después de 5 meses de almacenamiento y un descenso de la energia de
17.08 a 7.31 mJ.

La evolucion en el contenido de compuestos funcionales y la actividad antiradical

durante el almacenamiento se presenta en la tabla 5.25.
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Tabla 5. 25 Evolucién de los compuestos funcionales: acido L-ascérbico,

compuestos fendlicos, actividad antioxidante, hesperidina y oligofructosa en

funcién del tiempo de almacenamiento.

Tiempo
(dias)

15

30

78

90

120

150

1Desviacion estandar.

Promedios con diferentes letras en la misma columna fueron significativamente diferentes (p<0,05)

L-acido

ascorbico

mg/100g

8.34+0.9'd

6.89+0.3c

6.85+1.0c

2.68+0.3b

3.03+0.2b

2.01+0.5a

1.53+0.5a

Compuestos

Fenodlicos

Totales

mg

GAE?/100g

549+19c

515+10c

548+31c

533+50c

545+20c

457+24b

387+24a

DPPH3

675+7d

626+16cd

579+5bc

609+23cd

626+34cd

544+39Db

417+49a

Actividad Antioxidante

ABTS*

4263+418c

4775+124c

4684+201c

3422+100b

3105+72b

3448+426b

2437+572a

Hesperidina

mg/100g

41.8+2.3b

40.3+1.6b

37.4+1.9a

40.3+0.4b

40.2+1.12b

39.7+1.23ab

Oligofructosa

g/100g

3.7+0.3a

3.9+0.5a

3.6+0.3a

3.6+0.5a

3.4+0.3a

3.6+0.5a

3.5+0.3a

2Acido galico equivalente (GAE), 3Método del radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPHs), expresados

como mg de &cido ascorbico equivalente por 100 g de producto seco, “Método del radical cation 2,2" acido

azinobis-3-etil- benzotiazolin-6- sulfénico (ABTS+), expresados como uM trolox por 100g producto seco
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Nuevamente el nivel de la actividad de agua dentro de otros factores, estaria
cumpliendo un papel importante en la evolucion del contenido de los compuestos
funcionales evaluados, al propiciar reacciones de deterioro durante el
almacenamiento. De acuerdo a Moraga et al. (2012) valores mas bajos que
0.210 puede reducir la velocidad de las reacciones de deterioro de componentes
biactivos (acidos organicos, vitamina C, principales flavonoides y fenoles totales)

durante almacenaje de harina de pomelo.

Respecto al contenido de acido ascorbico se presenta un descenso drastico al
final del almacenamiento con una pérdida del 81.6% de su contenido inicial. Es
reconocido que el &cido L-ascorbico es el compuesto mas Iabil y que se oxida
con mayor rapidez, por esta razon su pérdida provee un indice Gtil de deterioro
oxidativo y es por lo tanto usado para definir el tiempo de vida util de frutas y
vegetales minimamente procesados y en jugos de frutas (Perera, 2007; Polydera
et al., 2003).

Kirk et al. (1997) en un estudio de la degradacién del acido ascérbico en
sistemas alimenticios deshidratados sefialan que la velocidad de destruccion del

acido ascorbico se incrementa draméaticamente con la presencia de oxigeno.

Corey et al. (2011) sefialan que la pérdida de acido ascérbico en manzanas
liofilizadas durante almacenamiento a 30°C se incrementa particularmente a aw
por encima de 0.324. Otros factores que contribuyen a la degradacion del &cido
ascorbico son compuestos oxidantes, iones metalicos libres como catalizadores

y los mayores contenidos de humedad (Bell, 2007).

La tasa de degradacion de acido ascorbico depende de condiciones ambientales
tales como: temperatura, Oz, luz, etc. y factores intrinsecos como aw, iones de
metales pesados, que en un efecto combinado modifican su cinética de
degradacion y disminuyen su actividad biolégica (Timoumi et al., 2007; Perera,
2007).
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El mecanismo de la reaccion de descomposicion del acido ascorbico en los
alimentos se ha estudiado ampliamente (Archer y Tannenbaum, 1979; Liao y
Seib, 1987). Debe hacerse hincapié en que existen diferentes vias, que dan
origen a diferentes productos de degradacion. Dado que diferentes factores
influyen en la cinética de degradacion de la vitamina C es dificil establecer una
relacion precisa precursor—producto dado que varios mecanismos de deterioro

podria funcionar simultaneamente (Uddin et al., 2002).

Se han reportado pérdidas similares en productos a partir de manzana, Keenan
et al. (2011) durante almacenamiento de puré de manzana de Granny Smith a
5°C por 21 dias tratado térmicamente por un proceso de pasteurizacion
convencional y bajo altas presiones hidrostéticas (400, 600 MPa) encontraron
pérdidas significativas alrededor de 79% en el puré tratado por pasteurizacion y
alrededor de 97 y 94.5% para los tratamientos a altas presiones (400-600 MPa
respectivamente). Este deterioro fue explicado en un primer paso por la
oxidacion de &cido ascoOrbico a &cido dihidroascorbico, el cual es luego
irreversiblemente convertido en acido 2,3 dicetogulénico (Davey et al., 2000;
Perera, 2007).

En un estudio conducido por Corey et al. (2011) la tasa de pérdida de acido
L-ascorbico aumenté con una actividad del agua superior a 0.324, estando este
valor debajo de la actividad de agua del aperitivo (0.449) y explicaria el descenso

significativo de su contenido al final del almacenamiento.

Respecto al contenido de compuestos fendlicos como se observa en la tabla
5.25, hay un descenso significativo a partir de los 120 y 150 dias con una pérdida
al final del periodo de almacenamiento de 29.5%. Los componentes fendlicos
son importantes constituyentes porque son los responsables de caracteristicas
sensoriales en los alimentos como: color, astringencia, amargor. Ademas, ellos
son unos de los antioxidantes mas abundantes de la dieta. Estos fitoquimicos
son metabolitos secundarios, y su estructura consiste de diversos grupos

hidroxilos unidos a grupos aromaticos. La degradacion polifendlica depende de
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algunos factores como temperatura y actividad oxidativa, contenido de acidos
organicos, concentracion de azucar, pH, exposicion a la luz y oxidacion por
presencia de aire entre otros (Sant’Anna et al., 2013). Por ende los productos
finales de degradacién pueden provenir de diferentes mecanismos y algunos de
ellos contribuyen con cambios de color y cambios de las propiedades
nutracéuticas. Se ha reportado que el descenso del contenido de polifenoles esta
también correlacionado con su capacidad de actuar como reactivo en la

formacién de productos de la reaccion de Maillard (del Caro et al., 2004).

En un estudio conducido por Lavelli y Vantaggi (2009) obtienen interesantes
conclusiones respecto al efecto de la aw de agua sobre los componentes
antioxidantes de manzana deshidratada, sefialan que a niveles bajos de aw
(0.058) el contenido de catequina, epicatequina y acido ascérbico decrece
mientras que los otros componentes permanecen estables durante 76 dias a
40°C, siendo el tiempo de vida media (t12) para el acido ascorbico y epicatequina
de 49 y 83 dias respectivamente. En un rango de aw 0.075-0.316, todos los
antioxidantes se degradaron a excepcion del acido clorogénico que permanecio
estable, para acido ascorbico y epicatequina ti2 fue de 40 y 14 dias
respectivamente mientras que en las procianidinas ti2 decrecieron de 101 a 38
dias, las dihidrochalconas y derivados del acido p-coumarico tuvieron ti2 de 200
dias. A aw por encima de 0.316, la velocidad de degradacion de los antioxidantes
se incrementd, a aw 0.532 la degradacion de todos los antioxidantes es muy
rapida siendo elti2 fue de Unicamente 9 dias. La razén podria ser que diferentes
componentes tienen diferente reactividad hacia el oxigeno y diferentes roles en

las reacciones de Maillard en los sistemas deshidratados (Brennan,1994).

Totlani y Peterson (2006, 2007) sugieren que epicatequina interactia con
componentes carbonilos reactivos que son precursores transitorios de la
reaccion de Maillard, asimismo se ha reportado que epicatequina es degradada
por PPO (Murata et al., 2995; Son et al., 2001).
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Otro estudio de estabilidad de puré de manzana almacenado en frascos cerrados
por 6 meses a 30°C procianidina, acido clorogénico y floretina 2"-O"- glicosido
disminuyeron en 49.5, 26 y 18% respectivamente (Oszmianski et al., 2008) por
lo que otras reacciones que no involucran oxigeno podrian estar implicados con

los descensos.

Igual comportamiento que los compuestos fendlicos se observa en la evolucion
de la capacidad antioxidante evaluada por tres métodos. Oszmianski et al. (2008)
indicaron que las diferencias en las actividades antioxidantes de las frutas
podrian estar relacionadas con los diferentes perfiles de los acidos fendlicos,
compuestos flavonoides y derivados que los componen. Del mismo modo,
Gorinstein et al. (2010) sefialan una alta correlacion entre el contenido de
polifenoles en tres frutas exdticas y la capacidad antioxidante medida por los
métodos de ABTS, DPPH y ensayos de FRAP. Estos resultados en conjunto
sugieren que los compuestos fendlicos contribuyen a la capacidad antioxidante
de estos alimentos, aunque la contribuciéon no sélo se debe a los flavonoides,
sino presumiblemente a la presencia de compuestos fenélicos no flavonoides.
La presente investigacion ha utilizado estos métodos para evaluar la evolucion
de esta propiedad funcional durante almacenamiento y cuyos resultados se
presentan en la tabla 5.25. La correlacion reportada por Gorinstein et al., (2010)
explica que la actividad antioxidante sigue el mismo comportamiento
descendiente que los compuestos fendlicos. Segun el método DPPH, la
disminucién en la actividad antioxidante es mas acusada entre los 120 y 150
dias. Por otra parte, se observd un descenso significativo de la capacidad
antioxidante por el método ABTS a partir de los 78 dias de almacenamiento,
presentandose un nuevo descenso a los 150 dias. Floegel et al. (2011)
reportaron una fuerte correlaciéon positiva entre el método ABTS y ensayos de
DPPH, relacion que ha sido demostrada en otros estudios especialmente para el
grupo de frutas. El ensayo ABTS es aplicable a sistemas antioxidantes hidrofilos
como la vitamina C y lipdfilos (Del Caro et al., 2004), en tanto que el ensayo de
DPPH es aplicable a sistemas lipdfilos. Esto explicaria que el método ABTS

reporta un mayor descenso de la actividad antioxidante al estar directamente
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influenciado por la pérdida de acido L-ascorbico que desciende drasticamente

frente al reportado por el DPPH-.

Es importante resaltar que la actividad antioxidante y contenido de compuestos
fendlicos en las muestras almacenadas disminuyd a un ritmo lento, lo cual podria
deberse al efecto protector del acido L-ascorbico que ha sido proporcionado por
el zumo de mandarina impregnado y el que se ha degradado mas rapidamente,
como se ha descrito en el estudio de Oszmiansk et al., (2008) lo que representa
una ventaja en la extension de la vida util de las manzanas SAC y de sus

propiedades funcionales.

El tipo de empaque también esta involucrado en el nivel de pérdida durante
almacenamiento en la medida en que puede constituirse en una barrera al
oxigeno. Henriquez et al. (2013) estudiaron el efecto protector de dos tipos de
empaque (polietileno de alta densidad (HDPE) y film metalizado de alta barrera
(MFHB) en la estabilidad durante almacenamiento de cascara de manzana seca
en polvo, observaron una disminucion en compuestos fendlicos totales en ambos
materias de empaque estudiados independientemente de las condiciones de
almacenaje (Temperatura, HR). En el producto almacenado a 38°C por 120 dias
la pérdida de fendlicos fue mas alta cuando estuvo empacado en HDPE. MFHB
fue habil para mantener la mayoria de las propiedades antioxidantes. Al final del
periodo de almacenaje la pérdida total de fendlicos fue de 52 y 64.6% para MFHB
y HDPE respectivamente. Bajo condiciones convencionales de almacenamiento
después de 120 dias la pérdida de compuestos fendlicos fue 15.4, 18.9, y 23.4
en las muestras empacadas en HDPE a 4, 10 y 25°C respectivamente, mientras
en las muestras empacadas en MFHB las pérdidas fueron 13.8, 16.5y 21.3 %
respectivamente. En la presente investigacion a la misma temperatura y el
mismo tiempo la pérdida fue de 16.7%. el empaque seleccionado al parecer
estaria ejerciendo un efecto protector como se ha sefialado sus bajos valores de
permeabilidad al vapor de agua y oxigeno lo recomiendan como adecuado para

el empaque de productos de tipo aperitivo.
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Estos resultados indican que la pérdida de fendlicos en productos secos durante
almacenamiento puede ser menor si el material de empaque y temperatura de
almacenamiento son los adecuados. La disponibilidad de oxigeno para las
reacciones de oxidacion como el resultado de la permeabilidad al gas de los
diferentes materiales de empaque puede ser determinante en la pérdida de
fendlicos (Sacchetti et al., 2008).

El contenido de hesperidina en las muestras de manzana secas (SAC)
permanecio estable durante el todo el periodo de almacenamiento, al igual que

el contenido de oligofructosa.

Algunos autores han reportado que inulina facilmente se hidroliza bajo
moderados condiciones de pH y temperatura (French y Waterhouse, 1993). En
un estudio de almacenamiento de purés de manzana enriquecidos con
prebidticos de tipo inulina y oligrofructosa (FOS) tratados térmicamente y a altas
presiones hidrostaticas (HHP) fue monitoreado el nivel de fructanos durante 30
dias a 4°C, los contenidos de fructanos a los 15 y 30 dias fueron similares a los
valores iniciales para ambos tratamientos: HHP (6.4, 6.2 y 6.1 /100g
respectivamente) y tratamiento térmico (5.2, 5.2 y 4.9 g/100g respectivamente),
similares resultados fueron observados en las enriquecidas por FOS que
demuestra su estabilidad en esta matriz (Keenan et al., 2011) . Estos resultados
fueron consistentes con otro estudio en manzana fresca cortada en rodajas
conteniendo prebidticos comerciales, donde no fue reportado hidrélisis durante
el almacenamiento (RoBle et al., 2010, Rossle et al., 2010). Por otro lado,
Keenan et al., (2011) hacen una distincion entre la estabilidad de FOS e inulina
frente a los tratamientos de HHP y térmico, los purés enriquecidos con inulina
fueron menos estables que los que contienen FOS. Huebner et al. (2008) indican
que la estabilidad de este tipo de prebiodticos en respuesta a tratamientos de

procesamiento es una funcion de su estructura individual.

Es preciso sefialar que aunque no se ha hecho un seguimiento del contenido de

componentes carotenoides, estos también estarian contribuyendo en las
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modificaciones de las propiedades funcionales (actividad antioxidante) asi como
en el color. Las caracteristicas estructurales que son responsables por sus
propiedades antioxidantes hacen a este pigmento susceptible a degradacion por
agentes externos tales como calor, bajo pH oxigeno disuelto y exposicion a la
luz. La degradacion de carotenoides conduce a una pérdida de color como el
resultado de un reacomodo de la molécula y formacion de isGmeros cis,
epoxidos, productos de cadena corta y en algunos casos compuestos volatiles
(Mercandante, 2008).
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Capitulo 6

6. Conclusiones

En la presente tesis doctoral se proponen dos desarrollos de aperitivos
saludables,a partir de manzana con la aplicacién de la técnica de impregnacion
a vacio y estabilizacion por secado con aire caliente. La seleccion de las
materias primas bases: manzanay zumo de mandarina obedece a la reconocida
riqgueza funcional, al consumo generalizado y frecuente de las mismas, y la
asociacion de su consumo a la reduccion del riesgo de padecer enfermedades
cronicas. Asimismo, se ha empleado dos componentes funcionales: un
prebidtico oligofructosa y un probiético Lactobacillus salivarius spp. salivarius
componentes relacionados con la mejora del balance y la actividad del medio
intestinal que potenciarian el contenido funcional de estas frutas y el

enriguecimiento de la dieta a través de una presentacion de tipo aperitivo.

En el desarrollo del primer aperitivo se demostré6 que la manzana puede ser
enriquecida con prebidticos empleando soluciones acuosas cuya concentracion
puede variar para controlar el contenido incorporado y responder a

requerimientos recomendados.

La deshidratacion de las muestras impregnadas no implica una disminucién en

el contenido de oligofructosa manteniéndose estable a un pH inicial de 4,03 y
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prolongados tratamientos de secado. La actividad de agua, el contenido de
humedad, la matriz base asi como el empaque empleado parecen ejercer un
efecto protector sobre las propiedades funcionales del aperitivo manteniéndose
a niveles aceptables después de 4 meses de almacenamiento.

En el segundo desarrollo el zumo de mandarina enriquecido con 0.5% de
levadura de cerveza como fuente de proteina, 5% de oligofructosa y una
regulacion del pH inicial a 6 se presenta como un medio adecuado para el
crecimiento de Lactobacillus salivarius spp. salivarius. La incubaciéon de zumo de
mandarina con prebidticos permite desarrollar un liquido simbio6tico con alto
contenido de microorganismos beneficiosos y los efectos del proceso son

minimos en sus principales componentes funcionales.

El liguido puede utilizarse como vehiculo para enriquecer frutas con
componentes ajenos a su composicién natural como la oligofructosa y las
flavanonas, asi como aumento del contenido de componentes antioxidantes

como el acido ascorbico, potenciando el valor nutricional de esta fruta.

No obstante las numerosas ventajas de los productos enriquecidos con los
compuestos bioactivos procedentes del liquido de impregnacion surge el
problema de grandes cantidades de materia organica que se produce después
de la operacion de impregnacion. Teniendo en cuenta los aspectos
medioambientales, esta investigacion ha demostrado que es posible la
reutilizacion del liquido de fermentacién por 5 ciclos, manteniendo a niveles
importantes los componentes funcionales. Los componentes que sufren el mayor

cambio son los componentes oxidables.

Los componentes bioactivos del zumo de mandarina y los afiadidos como parte
de la formulacion del liquido de impregnacion (probidticos y prebiéticos) han sido
incorporados con éxito a la matriz estructural de la manzana a través de la

impregnacion a vacio.
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Salvo el acido L-ascorbico y el probidtico, caracterizados por su inestabilidad
frente a altas temperatura y oxigeno, no se observo un efecto significativo en los
otros componentes funcionales después de la estabilizacion por secado con aire
caliente. En cualquier caso estos mantuvieron niveles importantes que aumentan

la calidad funcional de la manzana fresca.

Los niveles de humedad y actividad del agua obtenida después del secado con
aire caliente garantizaron la estabilidad microbiolégica del producto, aunque
estos factores parecen ser responsables de la pérdida del efecto probidtico en el

almacenamiento y de la textura gomosa del producto.

Después de 150 dias de almacenamiento a 25 °C, se observo un descenso del
81.6% en el contenido de acido L-ascorbico, del 29,5% de compuestos fendlicos,
del 42,9% vy del 38,3% de la actividad antioxidante evaluada por los métodos
ABTS y DPPH respectivamente. Por el contrario, la oligofructosa y la hesperidina
mostraron una elevada estabilidad, presentando descensos del 6% y del 5%,
respectivamente. Por tanto, se pone de manifiesto que el proceso de elaboracion
del snack permite mantener la mayoria de las caracteristicas funcionales a
niveles importantes, y el enriquecimiento con compuestos, que no se encuentran
como fuente natural en el producto, y que contribuyen a mejorar su caracter

funcional (hesperidina y oligofructosa).

Por otra parte, los niveles de &cido L-ascérbico se mantuvieron en
concentraciones superiores con respecto a la manzana fresca hasta los 30 dias
de almacenamiento. Aunque las recomendaciones de consumo de vitamina C
(60 mg) son mayores a los niveles que proporciona el snack, resulta Uutil
mantenerlos debido a su efecto protector en las reacciones de oxidacion que

puedan presentarse.

El factor limitante en el desarrollo del producto esta asociado a que la viabilidad
del probidtico que solo se mantuvo en niveles adecuados hasta los 15 dias de

almacenamiento, resultados que introducen la necesidad de estudiar con mas
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profundidad la cinética de secado por aire caliente, con la finalidad de establecer
el nivel critico de actividad del agua. También es posible evaluar la
implementacion de nuevas herramientas tecnologicas en pro de mejorar las
operaciones de procesamiento para el desarrollo de productos simbidticos con
la calidad buscada, como por ejemplo el uso de microencapsulacion,
tratamientos previos de adaptacidon a condiciones de estrés, asi como la

evaluaciéon de otros métodos de secado entre otros
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