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ESTRUCTURA DE LA TESIS

La presente Tesis Doctoral esta basada en articulos cientificos, tanto de investigacion
como bibliograficos, publicados o bajo revision. Su estructura, por tanto, se adapta a la
normativa interna de la Universidad Miguel Hernandez para la ‘Presentacién de Tesis
Doctorales con un Conjunto de Publicaciones’. Los diferentes capitulos en los que se ha

organizado son detallados a continuacion:

= Abstract: incluye un resumen global de los objetivos de la Tesis y de los
resultados obtenidos.

* Introduccion: consta de una revisidon bibliografica en relacidon a la situacion
actual del mercado de las leches fermentadas, tendencias de consumo asi
como de sus efectos beneficiosos. También se incluye una breve revisién sobre
el origen, composicion y propiedades saludables de cada uno de los
ingredientes utilizados para en el desarrollo de las distintas experiencias: datil,
membrillo, granada y 4cido linoleico conjugado.

= Objetivos: se detalla la hipdtesis de trabajo asi como el principal objetivo de la
Tesis, junto con los objetivos secundarios.

= Materiales y Métodos: se presenta un resumen de los materiales y métodos
empleados en la elaboracion de las distintas leches fermentadas asi como en la
caracterizacion de las materias primas y los analisis realizados a las leches
fermentadas enriquecidas.

= Discusion general: en este capitulo se muestra un resumen global de los
resultados mas relevantes obtenidos en los diferentes trabajos realizados, asi
como una discusion de los aspectos de mas interés.

= Conclusiones: este capitulo recoge las conclusiones de todos los trabajos
realizados.

= Bibliografia: recopila toda la bibliografia consultada en la introduccidn,
materiales y métodos y en la discusion general.

= Publicaciones: este capitulo consta de todos los trabajos publicados (6) o bajo
revision (2), en su idioma original. Las primeras cinco publicaciones se centran
en la caracterizaciéon quimica y determinacion de las propiedades antioxidantes

de las diferentes materias primas seleccionadas con potencial antioxidante asi
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como de la caracterizacion de los yogures enriquecidos: la primera, en la revista
LWT - Food Science and Technology donde se recoge la caracterizacion de
pasta, agua de escaldado y yogur enriquecido en membrillo; las dos siguientes
publicadas en las revistas Food Science and Technology y Food and Bioproducts
and Processing donde se caracterizan las pastas y agua de escaldado de los dos
cultivares de datiles empleados (Medjoul y Confitera) asi como los yogures
enriquecidos; a continuacién la cuarta, publicada en Ila revista
Milchwissenschaft donde se caracteriza el zumo de granada y el yogur
enriquecido; y por ultimo la quinta, con la que se cierra el grupo de
publicaciones referente al primer bloque de resultados, en la revista Journal of
Agricultural and Food Chemistry en la que se estudia el efecto de la interaccion
proteina-polifenol y se determinan las propiedades antioxidantes del yogur
enriguecido en granada. El segundo grupo de publicaciones, correspondiente al
segundo bloque de resultados, centrado en el estudio del acido linoleico
conjugado por su posible efecto anti-obesidad, incluye 3 articulos: el primero
de ellos donde se realiza una profunda revision bibliografica sobre ingredientes
alimentarios con potencial anti-obesidad publicado en la revista Critical
Reviews in Food Science and Nutrition; el segundo donde se recogen los
resultados en relacién al nivel de CLA que presentan leches fermentadas
comerciales y se encuentra en proceso de revision en la revista LWT - Food
Science and Technology y por ultimo, el trabajo realizado sobre el efecto del
uso de precursores para aumentar el nivel de CLA en leche de cabra que se
encuentra en proceso de revisidon en la revista International Journal of Dairy

Technology.
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RESUMEN

El desarrollo de leches fermentadas con propiedades saludables requiere de
fundamento cientifico y viabilidad tecnoldgica. El presente trabajo aborda estrategias
de desarrollo de leches fermentadas con potencial antioxidante, por incorporacién de
extractos vegetales, y de leches fermentadas con potencial efecto anti-obesidad por la

potenciacion del contenido en acido linoleico conjugado (CLA).

Para la obtencidn de extractos de frutas se ha optado por aguas de escaldado de la
industrializacién de la pasta del datil y del membrillo, y por el zumo de granada, todos
ellos productos locales o del entorno cercano. Los datiles y membrillos utilizados no
eran aptos para su consumo en fresco y de este modo permiten explorar su

aprovechamiento industrial, se obtuvo de ellos agua de escaldado y pasta.

Las pastas y aguas de escaldado de las industrias del datil y membrillo pueden usarse
como ingredientes en la formulacién de alimentos funcionales por su contenido en
antioxidantes naturales. La adicién de aguas de escaldado de datil y membrillo en la
elaboracién de yogur para reconstituir la leche provoca modificaciones en los yogures:
el agua de datil Medjoul aporté los mejores resultados tecnoldgicos y sensoriales, en
cambio el agua de datil Confitera y de membrillo, de mayor potencial antioxidante
redujeron las poblaciones microbianas y las valoraciones sensoriales de los yogures. Se
recomienda el uso de agua de escaldado de Medjoul en la elaboracién de yogur por su

sabor y aporte de azucar.

Por su parte, el zumo de granada puede utilizarse hasta en un 40% en la formulacién
de leches fermentadas para obtener yogures de elevada capacidad antioxidante. Leche
y zumo deben pasteurizarse separadamente para evitar la desestabilizaciéon de las
proteinas de la leche. Estos yogures desarrollan menor acidez y son positivamente

calificados en aceptacién sensorial.

Es un hecho conocido que los compuestos fendlicos tienen una elevada afinidad por
las proteinas, esto nos ha llevado a investigar las interacciones proteinas lacteas-
polifenoles en los yogures con granada. Las interacciones proteinas-polifenoles

dependen de la naturaleza del compuesto fendlico. Las antocianinas, principales



compuestos fendlicos en zumo procedente de arilos, permanecen mayoritariamente
con las proteinas. Durante la fermentacién y almacenamiento en refrigeraciéon las
antocianinas individuales se degradan sin afectar al color de los yogures ni a su elevada
capacidad antioxidante. El yogur asi desarrollado es un producto bajo en grasa, rico en
proteinas lacteas y en compuestos antioxidantes procedentes del zumo de granada.
Consideramos que merece mas investigaciones sobre sus propiedades y variables

tecnoldgicas del proceso.

Respecto al desarrollo de productos con potencial anti-obesidad, el acido linoleico
conjugado (CLA) presente de forma natural en la leche aumenta a causa del proceso de
fermentacion. En este estudio observamos que la adiciéon de acido linoleico libre a la
leche, previo a la fermentacidon potencia este incremento de CLA. La leche de
cabra solo presenta el isdmero cis-9, trans-11-CLA, con la adicién de acido linoleico

a la leche las bacterias sintetizan ademas el isémero trans-10, cis-12-CLA.

En esta Tesis Doctoral se han puesto a punto técnicas de incorporacion de extractos de
frutas a la elaboracién de leches fermentadas y se han comprobado su viabilidad
tecnoldgica, aceptacion sensorial y capacidad antioxidante. Se ha conseguido potenciar
el contenido de CLA en leche de cabra mediante la fermentacién y adicidén de

precursores.



ABSTRACT

The development of fermented milks with health claims requires scientific basis and
technological feasibility. This paper addresses strategies for the development of
fermented milks with antioxidant potential, by incorporation of plant extracts, and
fermented milks with anti-obesity potential by enhancing the content of conjugated

linoleic acid (CLA).

Fruit extracts used were blanching water of the industrialization of dates and quince.
Pomegranate juice was also tested. All fruit materials were local products. The dates
and quinces used were not suitable for fresh consumption and thereby enable us to

explore their industrial use: blanching water and pastes were obtained.

Blanching water and pastes of the date and quince industries can be used as
ingredients in the formulation of functional foods due to their content in natural
antioxidants. The addition of blanching water from date and quince to reconstitute
milk for yogurt elaboration causes changes in yogurt: Medjoul dates blanching water
provided the best technological and sensory results. Blanching water from quince and
Confitera dates, although of greater antioxidant potential, reduced microbial
populations and sensory evaluations of the yogurts. Using blanching water from

Medjoul dates in yogurt is recommended due to its flavor and sugar content.

Regarding pomegranate addition to yogurt, pomegranate juice can be used up to 40%
in the formulation of yogurt to obtain a yogurt of high antioxidant capacity. Milk and
juice must be pasteurized separately to avoid destabilization of the milk proteins.

These yogurts develop lower acidity and obtain high scores in sensory acceptance.

It is a well-known fact that phenolic compounds have a high affinity for proteins, this
has led us to investigate the milk protein-polyphenol interactions in yogurts with
pomegranate juice. Protein-polyphenol interactions depend on the nature of the
phenolic compound. Anthocyanins, the main phenolics in juice from arils, remain
largely bind to protein. During fermentation and refrigerated storage individual
anthocyanins are degraded without affecting the color of yoghurt or its high

antioxidant capacity. We developed a yogurt low in fat, rich in milk proteins and

Xi



antioxidant compounds from pomegranate juice, with promising health benefits.

Further research is needed on their properties and technological process variables.

Regarding the potential anti-obesity studies, conjugated linoleic acid (CLA) naturally
present in milk increases due to milk fermentation. In this study we observed that the
addition of free linoleic acid to the milk, prior to fermentation, further enhanced
CLA production. Goat's milk contains only cis-9, trans-11-CLA isomer, with the

addition of linoleic acid to milk the trans-10, cis-12-CLA isomer is also synthesized.

The present Ph.D. dissertation has set techniques for the incorporation of fruit extracts
to the preparation of fermented milks and have proven their technological feasibility,
sensory acceptance and antioxidant capacity. It has managed to enhance the CLA

content of goat milk by fermentation and addition of precursors.
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Introduccion

1.1. LECHES FERMENTADAS: TENDENCIAS MUNDIALES Y PAUTAS DE

CONSUMO

Segun un estudio llevado a cabo por el analista de mercado Euromonitor International
las ventas mundiales de productos lacteos en 2012 alcanzaron los 425 billones de
dolares (308 billones de euros), con una expectativa de venta para el 2018 cercana a
los 700 billones de ddlares (508 billones de euros) (Hudson, 2013). A nivel mundial la
fabricacion de productos lacteos fermentados representa la segunda industria
fermentadora mds importante (Unicamente superada por la de bebidas alcohdlicas)

(Khurana and Kanawjia, 2007).

Las tendencias de consumo estdn cambiando considerablemente, de modo que cada
vez mas los consumidores demandan alimentos que les proporcionen salud y bienestar
(SB). Durante la ultima década esta demanda ha aumentado en muchas partes del
mundo, en parte debido al incremento de los costos de salud, el aumento de la
expectativa de vida y el deseo de una mejor calidad de vida. Esto ha forzado a los
consumidores a buscar medios mas baratos y efectivos en la proteccién de su salud

(Ozeny col., 2012).

El creciente interés de los consumidores por el papel de la nutricién sobre la salud y el
bienestar es el principal factor detras del éxito del mercado de los SB-productos
l[acteos. Otro factor importante es el creciente deseo de los consumidores en tener un
papel mas activo en la optimizacidn de su salud y bienestar personal, sin depender de
los productos farmacéuticos (Ozer y Kirmaci, 2010). La pregunta entonces es, écoémo
satisfacer la demanda de ‘salud y bienestar’ a través del canal de los productos
l[acteos? La respuesta de la Industria Lactea actual a esta pregunta viene ilustrada en la

Figura 1.

Esta clasificacidn representa de manera esquematica el modo en el que los atributos
de salud y bienestar se asocian a los productos lacteos asi como qué condicionantes de
salud llevan al consumidor final a la seleccién de un producto lacteo u otro en el
momento de compra. En la base de la piramide se encuentran los productos lacteos

funcionales y/o fortificados, de ellos se hablard mas en profundidad en la siguiente



Introduccion

seccion; ejemplos de ellos son los las leches fermentadas pre/probidticas, formulas
infantiles enriquecidas, etc. A continuacion se encuentran los productos ‘naturalmente
saludables’, este segmento engloba a alternativas para la leche: ‘leche’ de almendra y
licuados de soja, arroz, avena y nueces. A nivel mundial este segmento es el que mas
ha crecido durante los ultimos afios (un 32.8% en la temporada 2011-2012), hecho que
principalmente se debe a un cambio en el enfoque; el paso de la distribucién y venta
de estas bebidas sustitutivas en canales especializados (tiendas de dietética,
herbolarios) a pequefios y grandes supermercados. Los llamados ‘mejor para ti’
engloban aquellos dirigidos a la gestion del peso corporal: bajos/cero grasas y/o
azucares. En este segmento la tendencia mundial actual es el uso de ingredientes
naturales, como proteinas o la stevia. Ejemplos de bajos/cero grasas son los yogures
0% materia grasa y yogures que contienen el doble de proteinas que los yogures
regulares que crean sensacion de saciedad. En el terreno de los ‘sin azucar’ el
protagonismo actual estd acaparado por la stevia, un edulcorante natural 300 veces
mas dulce que el azlcar y sin calorias que se extrae de |la planta Stevia rebaudianay en
Europa se reguld para su uso alimentario a finales de 2011. En el caso de los productos
lacteos organicos/ecoldgicos, los postres lacteos refrigerados y la leche ecoldgicos son
las categorias que mas han crecido mundialmente (un 21.7% vy 14.6%,
respectivamente); el consumo de este segmento de productos esta relacionado con el
estilo de vida y respeto por el medio ambiente. Por ultimo los productos lacteos para
personas afectadas por intolerancias alimentarias, como ejemplo la leche sin lactosa.
Aunque en un principio estos productos estaban dirigidos a personas que padecen
intolerancias su consumo se estd generalizando debido a que empiezan a ser
percibidos como productos mas digestivos que sus homdlogos “con” (Moreno, 2012;

Duran, 2013; Hudson, 2013).
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Figura 1. Taxonomia de los productos lacteos en relacidn a los atributos de salud y bienestar.

Adaptado de Hudson (2013).

Los principales contribuyentes al crecimiento de los SB-productos lacteos son las
formulas de leche liquida funcionales/fortificadas seguidas de los yogures
pro/prebidticos, la leche baja en grasa, las bebidas lacteas aromatizadas y
fortificadas/funcionales (Hudson, 2013). Las férmulas infantiles, dentro de la categoria
de alimentos y bebidas funcionales, son las que alcanzan un mayor crecimiento en el
afio 2013 con un volumen de venta mundial de 5 billones de délares (3.63 billones de
euros), seguida por las bebidas energéticas (3.5 billones de dodlares, 2.54 billones de
euros) y los yogures pre/probidticos (2.4 billones de ddlares, 1.74 billones euros) segun

datos de Euromonitor International (Starling, 2013).

Si bien esta tendencia de ‘salud y bienestar’ no sigue el mismo comportamiento en
todas las partes del mundo. Como podemos observar en la Figura 2 actualmente
Europa Occidental es la mayor potencia en ventas, tanto de productos lacteos totales
como de los llamados ‘sanos y saludables’; los analistas del sector apuntan a que a la
vista de unos afios el crecimiento en ventas en la regién de Asia-Pacifico sera

considerable pasando a ser la principal potencia.
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Figura 2. Ventas mundiales de productos lacteos: ultimos datos y previsiones para 2018: SB,
productos lacteos que proporcionan salud y bienestar; Total, total de productos lacteos.
Adaptado de Hudson (2013).

Recientemente la IDF (International Dairy Federation) ha publicado los datos de
consumo de productos lacteos a nivel mundial (IDF, 2013); en la Tabla 1 se muestra un
breve resumen de los resultados. De los datos publicados queda claro que en general
el consumo de productos lacteos a nivel mundial ha aumentado durante el periodo
2006-2012, aunque de manera sostenida. Sin embargo la media de Europa, Norte
América, Australia y Nueva Zelanda ha sufrido un ligero retroceso debido
principalmente al aumento en sus exportaciones. En el afo 2012 Europa ha
aumentado un 5% las exportaciones de leche desnatada en polvo, un 12% las de

mantequilla, un 14% las de queso y un 10% las de suero (IDF, 2013).

Tabla 1. Consumo aparente per capita de productos lacteos (kg-en equivalentes de leche).

Pais 2006 2012 %
Mundo 101 108 +7
Asia 61 71 +16
Africa 42 48 +14
Latinoamérica 129 151 +17
Rusia + Ucrania + Bielorrusia 253 255 +1
Europa + Norteamérica + Australia + Nueva Zelanda 290 284 -2

Fuente: IDF (2013).
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1.2. ALIMENTOS FUNCIONALES: DEFINICION Y PATRONES DE CONSUMO

El progreso cientifico en la comprension de la relacion entre nutricion y salud tiene un
profundo impacto en el enfoque de los consumidores sobre la nutricidn, lo cual ha
resultado en el desarrollo del concepto de “alimento funcional” (Bhat y Bhat, 2011a).
Sin embargo, en la actualidad no hay una definicidn universal aceptada para los
alimentos funcionales, que son, tal vez, vistos mas precisamente como un concepto
que como un grupo bien definido de productos alimenticios (Ozen y col., 2012). La
Accién Concertada de la Comisiéon Europea sobre Ciencias de los Alimentos
Funcionales en Europa (Functional Food Science in Europe, FuFoSE) describié los
alimentos funcionales como “un alimento puede ser considerado como “funcional” si
se demuestra satisfactoriamente que ejerce un efecto beneficioso sobre una o mas
funciones selectivas del organismo, ademas de sus efectos nutritivos intrinsecos, de
una manera relevante para mejorar el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de
enfermedad, o ambas cosas. Los alimentos funcionales deben seguir siendo alimentos
y deben demostrar sus efectos en las cantidades en que normalmente se consumen en
la dieta: no se trata de comprimidos o capsulas, sino de alimentos que forman parte de

un régimen normal” (Diplock y col., 1999).

Un alimento funcional puede entonces ser un alimento natural o uno que ha sido
modificado para tener una influencia funcional sobre la salud y el bienestar del
consumidor a través de la adicion, eliminacion o modificacion de componentes

especificos (Ozen y col., 2012).

Los alimentos funcionales comprenden alimentos convencionales que contienen
compuestos bioactivos de forma natural (ej., fibra dietética) o alimentos enriquecidos
con compuestos bioactivos (ej., probidticos, antioxidantes) o ingredientes alimentarios
gue se incorporan a alimentos tradicionales (ej., prebidticos). Entre los componentes
funcionales mas comunes se encuentran: probidticos y prebidticos, fibra soluble,
acidos grasos poliinsaturados omega-3, acido linoleico conjugado, antioxidantes de
plantas, vitaminas y minerales, ciertas proteinas, péptidos y aminodcidos, asi como

fosfolipidos (Bhat y Bhat, 2011b).
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En 2005 el mercado mundial de los alimentos funcionales tuvo un valor de 16 billones
de dodlares (11.62 billones de euros) (Leatherhead Food International, 2006). En
Espafia, los alimentos funcionales mueven un volumen de negocio de 2.900 millones
de euros anualmente, tienen una cuota del 7% en el mercado de gran consumo, donde
crecen a un ritmo del 2% (Resa, 2012). Entre los alimentos funcionales, los productos
lacteos funcionales representan casi el 43% del mercado, el cual esta casi en su
totalidad compuesto por productos lacteos fermentados (Ozer y Kirmaci, 2010). En
general no se puede establecer una conexidon entre la eleccién de los consumidores
respecto a los diferentes alimentos funcionales. El género, la edad, el nivel de
educacién y el estado de salud personal pueden predecir, cada uno de ellos por
separado, el consumo de uno o mas alimentos funcionales; y la comprension de los
mensajes saludables de los alimentos funcionales juega un rol esencial en ayudar a

guiar la eleccion de los alimentos (Ozen y col., 2012).

En la presente tesis entenderemos por alimentos funcionales a aquellos que ofrecen
mejoras nutricionales potenciales respecto a su homdlogo estandar. En este sentido
puede tratarse de desarrollos funcionales o de productos en los que se ha reducido o
potenciado un ingrediente. Cabe hacer esta aclaracidén pues dentro del sector lacteo, y
como se ha mencionado anteriormente, la tendencia actual mundial es la de
denominar a esta categoria como ‘sanos y saludables’ pues ademas de lo
estrictamente funcional se engloban otras categorias como los ecoldgicos/organicos,
los productos lacteos para personas afectadas por intolerancias alimentarias y los

productos lacteos “sin” (grasa/azucares).
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1.3. LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS COMO ALIMENTOS FUNCIONALES

La leche es una mezcla compleja de proteinas especificas, lipidos y sacaridos; contiene
numerosas sustancias biolégicamente activas como inmunoglobulinas, enzimas,
péptidos antimicrobianos, oligosacaridos, hormonas, citoquinas y factores de
crecimiento (Clare y Swaisgood, 2000; Donovan, 2006; Pouliot y Gauthier, 2006). Los
beneficios de la leche y los productos lacteos son conocidos por la humanidad desde
tiempos histdricos y son atribuidos a los componentes biolégicamente activos que
estan presentes en la leche y ademas por su idoneidad en la modulacién de actividades
a través de la accion de las bacterias probidticas en los productos lacteos fermentados

(Bhat y Bhat, 2011b).

Proteinas funcionales, péptidos bioactivos, acidos grasos esenciales, calcio, vitamina D
y otros componentes de la leche poseen efectos positivos sobre los sistemas inmune y
cardiovascular, asi como el tracto gastrointestinal y la salud intestinal (Rogelj, 2000;
Korhonen y Pihlanto, 2006). En la Tabla 2 se resumen las principales funciones que
ejercen los componentes funcionales de la leche (y productos lacteos) asi como su

contribucidn a la prevencion de diversas enfermedades.

El papel funcional de los productos lacteos fermentados viene dado directamente a
través de la interaccidn con microorganismos consumidos (efecto probidtico) o
indirectamente como resultado de la accion de los metabolitos microbianos tales
como vitaminas, proteinas, péptidos, oligosacaridos y acidos organicos, generados

durante el proceso de fermentacién (Bhat y Bhat, 2011b).

Finalmente, la regulacion dietética de la ingesta de alimentos mediante productos
lacteos tiene potencial para contribuir a la prevencién y manejo de la pandemia de la
obesidad. El control del peso corporal es la segunda preocupacion sobre la salud a
nivel mundial y una de las industrias que mas dinero mueve, sus ventas mundiales en
2013 fueron de 151 billones de ddlares (110 billones de euros), por delante de las
ventas dedicadas a la salud intestinal (75 billones de délares, 55 billones de euros) y
Unicamente superadas por las orientadas al bienestar general (437 billones de ddlares,

317 billones de euros) (Hudson, 2013).
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Tabla 2. Leche y productos lacteos: principales funcionalidades.

Componente

Actividad bioldgica

Referencia

Proteinas Caseinas

Precursor de péptidos bioldgicamente activos que, entre otras funciones,
actdan como antihipertensivos.

Gobbettiy col., (2004).

Casein fosfopéptidos (CPP): son portadores de cationes en el intestino.
Inhiben la formacidn de caries.

Oukhatar y col., (2002).

B-Lactoglobulina

Immunomodulador.
Debido a que la molécula contiene una parte hidrofdbica puede unir vit A, vit
D, calcio y acidos grasos.

Brown (1984); Wang y col., (1997);
Beaulieu y col., (2006).

Péptidos derivados: propiedades antihipertensivas, antitrombéticas, opioide,
antimicrobianas, immunomodulantes, hipocolesterolémicas y actividad
secuestrante de radicales.

Hernandez-Ledesmay col., (2007).

a-Lactoalbimina

Actividad anticancerigena.
Propiedades antiulcerativas.

Svensson y col.,
Mezzaroba y col., (2006).

(2000);

Péptidos derivados: efectos immunomodulatorios y actividad antimicrobiana.

Jaziri y col.,, (1992); Pellegrini,
(2003).

Immunoglobulinas

Prevencion de infecciones gastrointestinales.
Proteccién frente patdgenos microbianos.
Prevencién de caries dental.

Disminucidn del colesterol.

Playne y col., (2003).

Lactoferrina

Regulaciéon de la homeostasis del hierro.

Defensa frente un amplio rango de infecciones microbianas.
Actividad anti-inflamatoria.

Proteccidn frente al cancer.

Wakabayashi y col.,, (2006);
Hartmanny Meisel, (2007).
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Péptido derivado: lactoferricina. Responsable de sus efectos

immunomodulatorios y antimicrobianos.

Acidos
grasos

Acido butirico (C4:0)

Importante anticarcindgeno. Junto a los lipidos etéricos, vit A, D, E y CLA
forman una barrera protectora frente a diferentes enfermedades no
transmisibles.

Parodi (1999).

Acidos caprilico y caprico

(C8:0y C10:0)

Actividad antivirica.

Thormary col., (1994)

Acido laurico (C12:0)

Funciones antiviricas y antibacterianas.
Actividad anti-caries y anti-placa.

Sun y col.,, (2002a); Thormar y
Hilmarsson, (2007).

Acido linoleico conjugado (CLA)

Actividad anti-carcinogénica.

Actividad anti-obesidad

Prevencion aterosclerosis.

Prevencion en la modulacidn de ciertos aspectos del sistema inmune.

Smedman y Vessby, (2001); Park y
Pariza, (2007); Dilzer y Park,
(2012).

Esfingolipidos Inhibicién de cancer. Akaliny col., (2006).
Actividad antimicrobiana e inmunomoduladora.
Inhibicién de la absorcién de colesterol.

Calcio Prevencién de osteoporosis. Playne y col., (2003).

Promocidn para huesos y dientes sanos.
Proteccién frente hipertension.

Galacto-oligosacdridos

Aumento del crecimiento de bacterias beneficiosas en el intestino.
Mejora de la absorcién de calcio.

Reduccidn de los niveles de triglicéridos y colesterol.

Proteccién frente infecciones en bebés.

Playne y col., (2003).

Bacterias dcido Ilacticas

Promocidn de la salud intestinal.

Reduccidn de los efectos de una infeccidn intestinal.
Aumento de la actividad inmune.

Reduccidn de eczemas atopicos en bebés.

Playne y col., (2003).
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1.4.

LACTEOS FUNCIONALES

INGREDIENTES BIOACTIVOS EN LA FORMULACION DE PRODUCTOS

En los dltimos anos se han lanzado al mercado un gran ndmero de bebidas lacteas

funcionales que contienen un amplio rango de compuestos bioactivos (no probidticos),

principalmente en Estados Unidos, Europa y Japdn. Las bebidas lacteas no fermentadas

y los yogures batidos son los productos lacteos mas usados como vehiculos de

compuestos bioactivos (Tabla 3).

Tabla 3. Algunos ejemplos de bebidas lacteas funcionales comerciales con ingredientes

bioactivos.
Producto Marca Fabricante Fuente de Comentarios
bioactividad
Leche Dawn Dawn Dairy AG omega-3 Fue la primera leche con
desnatada Omega Ireland (provenientes de omega-3 pasterizada en
(fresca) Milk aceite de Europa.
pescado)
Leche fresca y Dairy Oh Neilson AG omega-3 Proporciona hasta 20 mg
chocolateada (Canad3) de DHA por racion.
Ademas incluye vit Ay D.
Bebida Il4dctea Evolus® Valio Finland Péptidos Evolus® reivindica que es
fermentada bioactivos el  primer alimento
con fruta obtenidos tras funcional Europeo que
fermentacién disminuye la presion
(vVal-Pro-Pro; lle- arterial.
Pro-Pro).
Leche rica en Alpha Stolle Milk Enriquecida  en
CPPelgG Japan CPPelgG
Leche Flora Pro- Unilever Fitosteroles Reivindica que ‘esta
desnatada Activ (Reino Unido) demostrado
clinicamente que reduce
el colesterol’
Bebida Il4ctea Danacol Danone Fitosteroles 1.6 g fitosteroles por
desnatada cada 100 mL. Reclama
que ‘estd demostrado
que el consumo de 1.6 g
de esteroles de plantas
al dia, como parte de
una dieta saludable,
reduce el colesterol’.
Yogur liquido Benecol Mc Neil Fitoesteroles Tecnologia licenciada de
Nutritionals Raiso, Finlandia.
(Finlandia) Contiene un 3% de
esteres de fitoesteroles.
Bebida a base Naturlinea’ Corporacion CLA Reivindica que “ayuda a

de leche vy
fruta

Alimentaria
Pefasanta S.A.

reducir la grasa”.

-12-
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(Espaiia)
Leche Natrel Natrel Calcio Contiene un 35% mas de
Calcium (Canad3) calcio que la leche
corriente.
Leche Meiji Love  Meiji Milk Calcio y hierro Contiene 350 mg de
(Japdn) calcio y 3 mg de hierro
por cada 200 mL.
Leche Magnesio Lactalis Magnesio
(Francia)

Abreviaturas: AG, acidos grasos; CPP, casein fosfopéptidos; CLA, acido linoleico conjugado.
'Actualmente ya no se comercializa.
Adaptada de Sharma (2005) y Ozer y Kirmaci (2010).

1.4.1. Acidos grasos omega-3 y omega-6

La composicién de la grasa de los productos lacteos puede ser alterada mediante la
reduccién de la ratio de acidos grasos saturados/insaturados de forma que se vea
elevado el contenido en &acidos grasos que sean mas deseables para la nutricidon
humana, tales como los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) (Khurana y Kanawjia,
2007). Los AGPI se dividen en dos grandes familias: la serie omega-6, o n-6, derivada
del acido graso linoleico (LA, 18:2n-6) y la serie omega-3, o n-3, derivada del acido a-
linolénico (ALA, 18:3n-3). Tanto LA como ALA son considerados acidos grasos
esenciales ya que los mamiferos, incluyendo los humanos, carecen de las enzimas
necesarias para su sintesis. Por tanto, estos acidos grasos sélo pueden ser obtenidos a
través de la dieta (Das, 2006). La importancia del ALA es ampliamente conocida y es
debida a que es el precursor de otros acidos grasos de cadena larga que no pueden ser
sintetizados en el cuerpo humano: el acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) y el acido
docosohexaenoico (DHA, 22:6n-3). Los acidos grasos EPA y DHA estan presentes de
forma natural en los aceites de pescado y en algas marinas, ALA en las semillas de lino
y varios aceites vegetales y nueces y LA en aceites de cartamo, girasol, sésamo, soja y
maiz (Shireman, 2003). Los acidos EPA y DHA son esenciales para el desarrollo del
cerebro, concentracién, y la capacidad de aprendizaje en los nifios (Milner y Alison,
1999); ademas en base a la evidencia de numerosos estudios los AGPI n-6 y n-3 son
considerados beneficiosos para la prevencion de enfermedades cardiovasculares (ECV)
(Lee y col., 2008), prevencion de ciertos tipos de cancer (Daniel y col., 2009; Thiébaut y

col.,, 2009) y la mejora en el metabolismo lipidico y prevenciéon de la obesidad y
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diabetes (Flachs y col., 2009), entre otras. El aumento de los niveles de estos acidos
grasos saludables en los productos lacteos puede conseguirse mediante el uso de
ciertas bacterias lacticas durante la fermentacidon de la leche (Martin-Diana y col.,
2004) o mediante la sustitucion de la grasa lactea por aceites con elevados niveles de
AGPI (Luna y col., 2004). Otra posibilidad para el aumento de los niveles de los AGPI n-
3 en la leche seria incluir aceites de vegetales, de pescado o algas marinas en la dieta

de los animales (Dave y col., 2002; Kolanowski y col., 1999).

El desarrollo de productos enriquecidos en AGPI supone un desafio para la industria
alimentaria, tanto desde el punto de vista de la oxidacién lipidica como de la
aceptacion sensorial por parte del consumidor (Sharma, 2005). Ademas en ciertos
estudios la textura del producto final se vio afectada (en yogures: falta de firmeza y
mayor sinéresis en yogures) aunque el uso de concentrados de proteinas puede dar

solucidn a este problema (Dave y col., 2002; Martin-Diana, 2004).
1.4.2. Proteinas y péptidos alimentarios

Como ya se ha comentado en apartados anteriores (secciéon 1.3) es un hecho
establecido que las proteinas alimentarias, especialmente las proteinas lacteas,
pueden actuar como precursores de péptidos bioldgicamente activos con diferentes
funciones y efectos fisioldgicos, como por ejemplo su actividad anti-hipertensiva. Los
casein fosfopéptidos (CPP) son péptidos derivados de la caseina que contienen
residuos de fosfato en forma de serin monoester que forman sales organofosfatadas.
Debido a su elevada carga negativa en la estructura resultante de la fosforilacién, las
CPPs pueden unir macroelementos como el calcio, magnesio y hierro asi como un
amplio rango de microelementos como zinc, bario, selenio, cobalto, cromo y niquel en
el intestino (Oukhatar y col., 2002). Sin embargo, aunque el papel funcional y
metabdlico de las CPPs estd bien documentado y no existen riesgos para la salud
asociados con su consumo, actualmente no existen leches enriquecidas en CPP en el

mercado (Ozer y Kirmaci, 2010).

1.4.3. Fitoesteroles y fitoestanoles
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Los fitoesteroles son un grupo de esteroles derivados de las plantas con una estructura
similar a la del colesterol, por lo que son capaces de interferir con la absorcidén de éste
en el tracto intestinal siendo una forma natural de conseguir un nivel bajo de
colesterol en la sangre (Heinemann y col., 1991). En base a recientes publicaciones los
fitoesteroles han mostrado tener potencial frente a la inhibicién de canceres de
estdmago, higado, ovarios y mamas (Woyengo vy col., 2009). Cuando se adicionan a
alimentos, los fitoestanoles reducen de forma efectiva la absorcién de los esteroles del
tracto digestivo por lo que también contribuyen a la disminucién de los niveles de
colesterol (Khurana y Kanawijia, 2007). Jones y col., (1999) demostraron que la
inclusion de 1.7 g al dia de fitoesteroles en la dieta de hombres hipercolesterolémicos
tenia el efecto de disminuir el colesterol sanguineo. En un estudio mas reciente se
comprobd que el consumo diario de una leche desnatada que contenia 1.6 g de
fitoesteroles redujo en un 8% los niveles de la lipoproteina de baja densidad (LDL) tras
6 semanas (Hansel y col., 2007). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
y la Estadounidense Food and Drug Administration (FDA) han aceptado los esteroles de

plantas como ingredientes alimentarios (EFSA 2009; FDA 2013).

Los problemas tecnolégicos asociados con la incorporacion de los fitoesteroles a los
productos lacteos estdn relacionados con la pobre solubilidad que presentan en agua,
lo cual los hace especialmente dificil de incorporar en productos lacteos bajos en grasa

(Sharma, 2005).
1.4.4. Isoflavonas

Las isoflavonas, también llamadas “fitoestrogenos”, son una amplia y distintiva
subclase de flavonoides. Son estructural y funcionalmente similares al estradiol
(hormona femenina) pero mucho menos potentes. Debido a esta similaridad las
isoflavonas han probado tener efectos preventivos frente a muchos tipos de
enfermedades de tipo hormonales (Uzzan y Labuza, 2004). Las isoflavonas estan
mucho mas limitadas al reino vegetal que otros flavonoides ya que se encuentran casi
exclusivamente en legumbres, especialmente en la soja (Puupponen-Pimid y col.,
2002). Las isoflavonas poseen propiedades antioxidantes, comparables incluso a las de

la vitamina E. El poder antioxidante de las isoflavonas puede reducir el riesgo a largo
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plazo de padecer cancer mediante la prevencién del dafio de radicales libres al ADN. La
genisteina es el antioxidante mas potente entre las isoflavonas de soja seguido de la
daidzeina. En la naturaleza las isoflavonas se presentan como glucésidos y una vez
desconjugados por la flora intestinal pueden ser absorbidos a la sangre (Awaisheh y

col., 2005).

Desde un punto de vista tecnoldgico, la mayoria de las isoflavonas presentan pobre
solubilidad en agua y pueden dar lugar a defectos de flavor como amargor y sabor a

legumbre (Ozer y Kirmaci, 2010).
1.4.5. Acido linoleico conjugado

En la actualidad, los acidos grasos conjugados han atraido considerablemente la
atencién debido a sus potenciales efectos beneficiosos sobre la salud. Acido linoleico
conjugado (CLA) es el término colectivo utilizado para un grupo de isémeros
posicionales (C8,C10; C9,C11; C10,C12; y C11,C13) y geométricos (cis,cis; cis,trans;
trans,cis; y trans,trans) del acido linoleico con un sistema de dobles enlaces conjugados
(Moon y col.,, 2008). El CLA se encuentra de forma natural casi en exclusiva en
productos de origen animal. El CLA ha demostrado tener propiedades anti-
cancerigenas, anti-obesidad y anti-diabéticas (Nagao y Yanagita, 2005). Debido a que
los productos lacteos con alto contenido en CLA tienen un tremendo potencial dentro
del mercado de los nutraceuticos y funcionales el interés en la investigaciéon con CLA
ha crecido considerablemente. El yogur con CLA es el producto lacteo mas accesible

en el mercado (Ozer y Kirmaci, 2010).

En la revisién realizada por Bisig y col., (2007) se informa de que las etapas de
calentamiento y fermentacién no tienen efectos negativos sobre el contenido del CLA,
excepto el calentamiento por microondas que causo una disminucién del 53% de CLA

en leche.
1.4.6. Minerales y vitaminas

Vitaminas y minerales suelen ser adicionados a bebidas lacteas fermentadas y no
fermentadas para compensar sus pérdidas durante el procesado. Calcio, magnesio y

hierro son los minerales mas comunmente anadidos.
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El calcio es el quinto elemento mas abundante en el cuerpo humano y contribuye de
forma significativa a la densidad mineral dsea. Una ingesta adecuada de calcio es
critica durante todas las etapas de la vida. Es particularmente importante para el
desarrollo dseo durante la adolescencia y para la prevencion de la pérdida dsea
(osteoporosis) en mujeres postmenopdusicas (Wallace y col., 2013). Recientemente se
ha demostrado que la fortificacion de un producto lacteo (yogur) con calcio y vitamina
D3 proporciona una mayor prevencion en la resorcidon dsea en comparacidon que su
equivalente no fortificado (Bonjour y col., 2013). En este sentido los productos lacteos
son considerados como fuente de calcio, 200 mL de leche (racién tipica) proporcionan
cerca del 22% de la cantidad diaria recomendada (RDA) (Cashman, 2006). El calcio
puede adicionarse a la leche y bebidas lacteas en forma de sales inorgdnicas como
cloruro de calcio, lactato de calcio, gluconato de calcio o en forma de calcio de base
lactea. Las sales de calcio pueden causar una bajada de pH y por lo tanto alterar la
estabilidad térmica de la leche durante el procesado; para dar solucion al problema se
suele ajustar el pH original con fosfato de sodio (Singh y col., 2007). El mayor desafio
para la industria es la pobre solubilidad de las sales de calcio que llevan a la formacién
de sedimentos en el producto como resultado de inestabilidad proteica inducida por el

calcio (Sharma, 2005).

El hierro es un oligoelemento esencial en la nutricion humana; su deficiencia induce
anemia (la cual afecta al 30% de la poblacion mundial), alteraciéon en el desarrollo
mental y un descenso en la inmunidad. La fortificaciéon de leche y productos lacteos
con hierro es una buena estrategia para prevenir estos desdrdenes. Sin embargo, una
fortificacion directa provocaria varias modificaciones biofisicoquimicas con
importantes consecuencias como cambios en flavor y oxidacién lipidica, descenso de
pH y modificacidon de las caseinas, entre otros (Gaucheron, 2000). Uno de los criterios
mas importantes a tener en cuenta en la seleccién del alimento a ser fortificado es la
interaccion entre micronutrientes. La absorcion del hierro estd positivamente
correlacionada con las vitaminas A, C, E y acido fdlico; y negativamente con calcio,
fosforo, magnesio, malonaldehido, polifenoles y dacido oxdlico y fitico (Martinez-

Navarrete y col., 2002). Ademas es probable que la absorcién del hierro se vea
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aumentada por la fermentacion debido a la produccién y acumulacién de acido lactico

y otros acidos organicos (Branca y Rossi; Silva y col., 2008).

Otros minerales como el magnesio y selenio son también buenos candidatos para la
elaboracién de bebidas lacteas funcionales. El nivel de Mg en leche es tal que 200 mL
proporcionarian alrededor del 6% de la RDA. Una deficiencia en Mg podria estar
relacionada como factor de riesgo de padecer osteoporosis (Cashman, 2006) y
diferentes tipos de depresion (Serefko, 2013). Ademas niveles bajos de Mg estan
asociados con un gran numero de enfermedades crdnicas, tales como migrafias,
Alzheimer, infartos, hipertensién, enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2
(Volpe, 2013). Aunque si existen referencias comerciales de bebidas lacteas
enriquecidas en Mg, no las hay de selenio y esto es debido principalmente a que se
pierde durante el proceso de pasterizacidon. El selenio es uno de los elementos que
determinan el normal funcionamiento del organismo; presenta propiedades
antioxidantes y protege al organismo frente a la accidon de radicales libres y factores

carcinogénicos (Kieliszek y Btazejak, 2013).

En cuanto a vitaminas, la leche no esta considerada como fuente principal de ellas
aunque es relativamente rica en algunas del grupo B. Sin embargo, durante el
procesado de la leche alguna de las vitaminas puede sufrir degradacién variando sus
niveles. Por ello varios estudios se han llevado a cabo para comprobar la estabilidad de
las vitaminas durante la elaboracion de productos lacteos. Por ejemplo, Ottaway
(2009) comprobd que el nivel de pérdidas de acido félico en leche pasterizada,
esterilizada y UHT fue de 5, 30 y 20% respectivamente. Papastoyiannidis y col., (2006)
fortificaron cuatro tipos de leches fermentadas con varias vitaminas del grupo B; ellos
comprobaron que a pesar de las pérdidas sufridas por el tratamiento térmico y la
fermentacion el nivel de las vitaminas permanecié estable durante 16 dias de
almacenamiento. Actualmente es habitual el enriquecimiento de leches fermentadas
con vitamina B6 para acogerse a las alegaciones nutricionales previstas en el
Reglamento (UE) n2 432/2012 (por el que se establece una lista de declaraciones

autorizadas de propiedades saludables de los alimentos).

1.4.7. Fibra dietética
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En el mercado de los alimentos funcionales los productos focalizados para la salud
intestinal han liderado el campo de la investigacion y el desarrollo. Cuando se plantea
el disefio de alimentos que promuevan la salud a través de reacciones con la
microbiota intestinal se usan tres tipos de ingredientes alimentarios: microorganismos
vivos (probidticos), carbohidratos no digestibles (fibra dietética y prebidticos) vy
metabolitos bioactivos secundarios como los polifenoles (Puupponen-Piamia y col.,
2003). En este sentido los probidticos que contienen fruta son los predilectos para los
consumidores (Espirito Santo y col., 2011). La fibra dietética contiene todas las
caracteristicas requeridas para ser considerada como ingrediente en la formulacién de
alimentos funcionales debido a sus efectos beneficiosos sobre la salud. Entre los mas
destacados estan: efecto laxante, reduccidn del colesterol sanguineo, reduccion de la
glucosa en sangre y reduccion del riesgo de trastornos crénicos, como enfermedad

coronaria, diabetes, obesidad y algunas formas de cancer (Elluch y col., 2011).

Como ejemplos se han desarrollado leches fermentadas con fibra de citricos (Sendra y
col., 2008); yogures fortificados con fibra de trigo, bambu, inulina y manzana (Staffolo
y col., 2004); yogur con fibra de datil (Hashim y col., 2009), todos ellos con una gran
aceptacion sensorial. Por otro lado en productos con un mayor contenido en grasa
(helados y yogures helados) la adicion de fibras como alginatos, goma guar y geles de
celulosa no sdlo sustituye a la grasa si no que proporciona viscosidad, mejora la
emulsidn, espumado y la estabilidad a la congelacidon/descongelacién, entre otros

(Alexander, 1997).

Los principales problemas tecnolégicos en la formulaciéon de un producto lacteo con

fibra son la pobre suspensidn y la sedimentacién (Sharma, 2005).

1.5. USO DE EXTRACTOS VEGETALES COMO FUENTE DE COMPUESTOS

FENOLICOS PARA EL ENRIQUECIMIENTO DE PRODUCTOS LACTEOS

Es un hecho establecido que el consumo de frutas y verduras ejerce un efecto
beneficioso sobre la salud; esto se debe principalmente a que son ricos en compuestos

tales como fibras, folatos, antioxidantes, vitaminas y a un gran nimero de fitoquimicos
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no nutrientes como los compuestos fendlicos (Chong et al.,, 2010). Como a
continuacion se explicard numerosos estudios apoyan la contribuciéon de los
compuestos fendlicos en la prevencion de enfermedades crénicas degenerativas como
el cancer, aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares, desdrdenes en el sistema
nervioso central asi como el envejecimiento. Los efectos beneficiosos de los
compuestos fendlicos han sido atribuidos a su actividad antioxidante (Heim et al.,

2002).
1.5.1. Clases de polifenoles

Todos los compuestos fendlicos surgen de un intermediario comun, la fenilalanina, o
de un precursor cercano, el acido siquimico. Estos provienen biogenéticamente de dos
rutas sintéticas: la ruta del siquimato y la ruta del acetato (Herrman, 1995). Los
compuestos fendlicos pueden clasificarse en diferentes grupos en funcién del nimero
de anillos de fenol que contengan y de los elementos estructurales que unan esos
anillos. Basicamente los principales grupos incluyen: acidos fendlicos (que a su vez se
dividen en dos grandes subgrupos, acidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos),

flavonoides, estilbenos y lighanos (Pandey y Rizvi, 2009) (Tabla 4).

Estructuralmente, los compuestos fendlicos comprenden un anillo aromatico unido a
uno o mas grupo hidroxilo. Su estructura puede ser desde una molécula fendlica
simple hasta un polimero complejo de alto peso molecular. Los flavonoides, los cuales
presentan una estructura tipo Cg-C3-Cg, representan mas de la mitad de los 8000
compuestos fendlicos diferentes que existen (Balasundram et al., 2006; Bravo, 1998).
En la Tabla 5 se ilustran las diferentes sub-clases de flavonoides asi como su estructura

y ejemplos.

En cuanto a su biodisponibilidad, es un tema que hoy en dia estd en discusion vy
depende de factores asociados con el procesado del alimento, con el organismo
huésped (sexo, edad, composicion de la flora intestinal) asi como de las interacciones
de los polifenoles con otras moléculas como proteinas salivares y enzimas digestivos.
La mayoria de los polifenoles presentes en alimentos y bebidas no estan disponibles

biolégicamente ya que se encuentran como polimeros o glicosidos que deben de ser
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degradados por las enzimas digestivas o secretados por la microflora coldnica

(Lewandowska y col., 2013).

Tabla 4. Clases de polifenoles: estructura y ejemplos.

Polifenol Ejemplo Fuente dietética Estructura quimica
Acidos fendlicos Acido gélico Arandanos By
Ac. protocatéquico Cereales M
écido cafeico Aceite de semillas N
Acido ferulico Albaricoques T
Zanahorias o
Citricos ]
Hi = G o
kR
Flavonoides Quercetina Manzanas
Miricetina Uvas i
Catequinas Cebollas @E/
Cianidina Soja
Estilbenos Resveratrol Uvas HQ
Piceido Cacahuetes ¥
Astringin Granada 2 W, o
Bayas
LE
Lignanos Secoisolariciresinol  Trigo CH,A0. L O

Semillas de lino
Semillas de sésamo
Cebada

Matairesinol @

My CHgEHH

LLLN LEY
ik

Fuente: Pandey y Rizvi, (2009).

En general la biodisponibilidad de los polifenoles es mas bien baja y ademais
extremadamente variable. Valores de excrecion relativa urinaria de su ingesta varian
desde un 0.3% para antocianinas hasta un 43% para isoflavonas (Manach y col., 2005).
Esta biodisponibilidad puede ser incluso menor cuando el polifenol posee un gran peso
molecular, como en el caso de los taninos hidrolizables y condensados y de flavonoides
complejos conjugados con varios azUcares y acilados con acidos hidroxicinamicos. El
contenido en los alimentos de estos fenoles complejos es generalmente mayor que los
simples; ademas en muchos articulos cientificos estas moléculas complejas han sido

subestimadas debido a problemas analiticos (Landete, 2013).
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Tabla 5. Clases de flavonoides: estructura y ejemplos.

Flavonoides Ejemplos Fuente dietética Estructura quimica
Flavonoles Quercetina Cebolla
Miricetina Manzana
Kaempferol Arandano rojo
Isorhamnetin Bayas
Té
Olivas
Platanos o B
Vino tinto
Flavanonas Naringenina Naranja i
Hesperetina Limon R
Eriodictiol Pifa i o y
Pomelo '
LE]=] L]
Flavanoles Epicatequin Lechuga
Catequinas Arandano
Galocatequinas Uva
Teoflavina Té verde
Té negro
Ciruela
Manzana 0
Arandano
Flavonas Apigenina Manzana
Luteolina Apio
Limon T
Perejil
Orégano
Remolacha
Antocianinas Cianidina Arandano
Delfinidina Cereza
Malvidina Uva
Pelargonidina Frambuesa
Peonidina Fresa
Petunidina Arandano rojo %
Isoflavonas Daidzeina Soja -
Genisteina Legumbres
Gliciteina
Biochanina A
Formononentin

Fuente: Pandey y Rizvi, 2009.

1.5.2. Principales fuentes de polifenoles en alimentos

La principal fuente dietética de polifenoles son las frutas, verduras y las bebidas

(zumos, vino, té). En 2006 Balasundram y col. realizaron una extensa revisidon sobre el
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contenido en fenoles en frutas y verduras. Aunque no publicaron datos sobre datil,
membrillo o granada en la Tabla 6 se presentan los datos de las frutas y verduras mas

representativos de la zona.

Tabla 6. Contenido en fenoles en varias frutas y verduras.

Contenido total en fenoles Fuente
Frutas
Manzana 296.3 +6.4° Suny col., (2002b)
Platano 90.4+3.2a Suny col., (2002b)
Ciruela negra 143.5 + 40.6° Karakaya y col., (2001)
Mora 417-555° Sellappan y col., (2002)
Arandano 171-961° Moyer vy col., (2002)
Cereza 105.4 + 27.0° Karakaya y col., (2001)
Arandano rojo 527.2 +21.5° Suny col., (2002b)
Mango 56.0+2.1° Luximon-Ramma y col., (2003)
Melocotdn 84.6+0.7° Suny col., (2002b)
Persimon 1.45° Gorinstein y col., (1999)
Pifia 943 +1.5° Suny col., (2002b)
Ciruela 174-375° Kim y col., (2003)
Uva roja 220.6 +61.2° Karakaya y col., (2001)
Fresa 160 + 1.2° Suny col., (2002b)
Verduras
Brocoli 101.6 + 1.24° Chuy col., (2002)
Zanahoria 56.4+5.1° Chuy col., (2002)
Pepino 48.0+0.9° Kaur y Kapoor (2002)
Menta 399.8 +3.2° Kaur y Kapoor (2002)
Espinacas 91.0 +8.5° Chuy col., (2002)
Tomate 25.9-50.0° Martinez-Valverde y col., (2002)
Cebolla 76.3 £1.9° Chuy col., (2002)

? Equivalentes de mg 4cido galico/100 g (peso fresco).

b Equivalentes de mg catequina/100 g (peso fresco).

° Equivalentes de mg &cido fertlico/100 g (peso fresco).
Adaptado de Balasundramy col., (2006).

En general, frutas y verduras ricas en antocianinas (p.e., fresas, frambuesa y ciruela
roja) han demostrado poseer la mayor actividad antioxidante, seguidas de aquellas
ricas en flavanonas (p.e., naranja y pomelo) y flavonoles (p.e., cebolla, puerro,
espinacas y col verde), mientras que las frutas ricas en acidos hidroxicinamicos (p.e.,
manzanas, tomate, pera y melocotdén) presentan las menores actividades

antioxidantes (Proteggente y col., 2002).
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El contenido en fenoles depende de un numero de factores intrinsecos (genero,
especie, cultivar) y extrinsecos (agrondmicos, ambientales, de manejo vy
almacenamiento) (Tomas-Barberdan vy Espin, 2001). Ademds el procesado vy
almacenamiento pueden tener diversos impactos sobre su contenido (Hakkinen y col.,

2000).

Bebidas como zumos de frutas, té y vino son también una fuente importante de
compuestos fendlicos en la dieta. En estudios donde se compara el contenido en
fenoles en zumos comerciales frente a zumos frescos se han observado reducciones o
pérdidas, las cuales se han atribuido a las técnicas de procesado (Spanos y col., 1990);
aungue como se puede comprobar en la Tabla 7 esto no siempre sucede. En cuanto a
la estabilidad de los compuestos fendlicos en zumos se han publicado diferentes
resultados. El contenido en fenoles en zumo de manzana demostrd ser bastante
estable durante un mes de almacenamiento, particularmente a bajas temperaturas
(van der Sluis y col., 2005). En el estudio llevado a cabo por Klimczak y col., (2007) el
contenido en dacidos hidroxicinamicos se vio bastante afectado tanto por el tiempo
como por la temperatura de almacenamiento; en cambio el contenido en flavanonas
apenas sufrié cambios demostrando una gran estabilidad. La técnica de procesado
empleada también es un factor importante a tener en cuenta. El contenido en fenoles
en zumo de granada vario significativamente segun la técnica aplicada en el estudio

llevado a cabo por Fischer y col., (2011).

Los polifenoles mas abundantes en el vino son resveratrol, quercetina, miricetina y
catequinas, especialmente en el vino tinto. El café es también una de las mayores
fuentes de polifenoles. El mayor polifenol en el café es el dcido clorogénico, un éster
de los acidos cafeico y quinico. Otra fuente importante de compuestos fendlicos es el
té; sus propiedades antioxidantes han sido ampliamente estudiadas ya que contienen
hasta un 30% de compuestos fendlicos en peso seco. Té verde, té negro y té oolong
derivan de las hojas de la planta Camellia sinensis y aunque contienen un gran surtido
de compuestos los componentes mas significativos son las catequinas. De ellas las mas
importantes son: epigalocatequin-3-galato (EGCG), apigalocatequin (EGC), epicatequin-

3-galato (ECG) y epicatequin (EC) (Lin y col., 1998; Pandey y Rizvi, 2009).
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Tabla 7. Contenido en fenoles en varios zumos de frutas.

Zumo Contenido en fenoles totales Fuente

Comercial

Granada 186.8-9052.5° Fischer y col., (2011)

Naranja 634.6-684.2° Klimczak y col., (2007)
Manzana 339 +43° Gardner y col., (2000)

Pomelo 535+ 11° Gardner y col., (2000)

Pifia 358 +3° Gardner y col., (2000)

Fresco

Granada 1500-4500° Menay col., (2011)

Arandano 2300 +0.4° Jenseny col., (2002)

Naranja 382-1147° Rapisarda y col., (1999)

Uva (roja) 1728° Sanchez-Moreno y col., (1999)
Uva (blanca) 519° Sdnchez-Moreno y col., (1999)

® Equivalentes de mg acido galico/L.
b Equivalentes de mg 4cido cafeico/L.
¢ Equivalentes de acido ferulico/L.

1.5.3. Efectos biologicos de los polifenoles

Un antioxidante es una molécula capaz de disminuir o prevenir la oxidacion de otra
molécula (Halliwell, 1990). Las reacciones de oxidacién pueden producir radicales
libres los cuales comienzan reacciones en cadena que finalizan dafiando células. Los
antioxidantes finalizan estas reacciones en cadena eliminando radicales libres
intermediarios, y por tanto inhibiendo otras reacciones de oxidacién siendo oxidados
ellos mismos (Genestra, 2007). Los polifenoles presentes en alimentos pueden ayudar
a limitar el dafio oxidativo actuando directamente sobre las especies reactivas de
oxigeno (ROS) o estimulando sistemas enddgenos de defensa (Forstermann, 2008). Las
ROS pueden inducir estrés oxidativo y danar todo tipo de moléculas incluyendo lipidos
y proteinas y en JUultimo lugar causar patologias como cancer, enfermedades
cardiovasculares, osteoporosis y envejecimiento (Pandey y Rizvi, 2009). Los grupos
fenol de los polifenoles pueden aceptar un electrén formando radicales fenoxilo
(relativamente estables) y por lo tanto interrumpir la reaccién de oxidacion en cadena.
El fenol por si mismo es inactivo como antioxidante, pero orto- y para- difenoles
poseen capacidad antioxidante, la cual aumenta con la sustitucién de atomos de
hidrégeno por grupos etilo o n-butilo. Los flavonoides estan considerados como uno de
los antioxidantes mas potentes del reino vegetal debido a que poseen uno o mas de

los siguientes grupos estructurales: (1) un grupo o-difendlico (en el anillo B), (2) un
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doble enlace conjugado en la posicién 2-3 con la funcidn 4-oxo y (3) grupos hidroxilo
en las posiciones 3 y 5. La quercetina combina todas estas caracteristicas y es

considerada uno de los antioxidantes naturales mas potentes (Landete, 2013).

La actividad anti-proliferativa de los polifenoles frente al desarrollo de cancer es una
de las propiedades mas documentadas. Diversos estudios in vitro e in vivo se han
llevado a cabo sobre la investigacion de los polifenoles sobre la inhibicion de la
transformacion celular y proliferacién. Por ejemplo, Katsube y col., (2003) compararon
la actividad anti-proliferativa de 10 extractos de bayas comestibles (en etanol) sobre
células humanas leucémicas HL-60 y células humanas HCT-116 (linea celular del
carcinoma colorrectal humano), demostrando que el extracto de arandano (bilberry)
era el mas efectivo. Ross y col., (2007) comprobaron que la actividad anti-proliferativa
del extracto de frambuesa sobre las células del cancer cérvico-uterino (Hela) estaba
predominantemente asociado con los elagitaninos. Otros extractos fendlicos o
compuestos fendlicos ampliamente estudiados provienen de olivas, legumbres,
citricos, manzanas y curcumina. Por ejemplo, la genisteina proveniente de la soja
puede inhibir el crecimiento de varias lineas de células cancerigenas (leucemia,
linfoma, prostata, pecho, pulmdn) (Sarkar y Li, 2002). Ademas de los estudios in vitro
sobre lineas de células cancerigenas se han llevado a cabo numerosos experimentos in
vivo con el fin de verificar la eficacia antitumoral (Yang y col., 2002; Gerhauster, 2008;
Thomasset y col., 2009). Finalmente numerosos estudios de intervencion humana
avalan la actividad anti-cancerigena preventiva de los polifenoles. Por ejemplo,
Spormann y col., (2008) evaluaron los efectos del consumo de un zumo de frutas rico
en antocianinas sobre el estado antioxidante de pacientes en hemodialisis que
presentaban un riesgo elevado de cdncer, arteriosclerosis y otras enfermedades, en
parte atribuidas al incremento del estrés oxidativo. Los autores concluyeron que el
consumo de zumos de bayas se postula como una medida preventiva para reducir
enfermedades crdnicas en pacientes expuestos a un aumento en el estrés oxidativo
como pacientes en hemodialisis. Pese a ello, a fecha de hoy, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) no ha definido una ingesta diaria recomendada (RDI) debido a la
dificultad de evaluar/definir la dosis de polifenol que provoca una determinada

actividad positiva. Asi la EFSA, a raiz de una peticion de la Comisién Europea, ha
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emitido una opinién cientifica sobre una solicitud de alegacion de salud para los
polifenoles del aceite de oliva en virtud de la articulo 13 del Reglamento (CE) n2
1924/2006. EFSA considera que la evidencia proporcionada era insuficiente para
establecer una relacién de causa y efecto entre el consumo de polifenoles de aceite de
oliva y el mantenimiento de las concentraciones de colesterol de HDL normal en
sangre. Esto no afecta a la tendencia actual a incrementar el consumo de alimentos
ricos en polifenoles y la aparicion de trabajos cientificos que avalan sus efectos

beneficiosos.

Otros efectos bioldégicos atribuidos a los polifenoles incluirian su actividad
antimicrobiana, su actividad anti-inflamatoria, su efecto prebidtico, su efecto

vasodilatador y su consideracion como anti-nutrientes (Landete, 2012).

1.5.4. Compuestos fendlicos en sub-productos de la industria

alimentaria

Los residuos agricolas e industriales son una fuente interesante de antioxidantes
naturales. Se han identificado un gran numero de compuestos fendlicos con actividad
antioxidante en sub-productos agricolas: en las cascaras de cebada, lino (Hao y Beta,
2012), castafia y avellana (Nazzaro y col., 2012); en las pieles de la patata (Mohdaly,
2013) y de pistachos (Tomaino y col., 2010).

Los sub-productos del brécoli (restos de la cosecha como hojas y tallos) también han
mostrado ser una fuente de compuestos fendlicos. Las hojas del cultivar Viola
presentaron un contenido en fenoles de 163.18 mg/g (peso seco) (Dominguez-Perles y
col., 2010). Las pieles y semillas del tomate han mostrado tener mayor contenido en
fenoles que la pulpa (George y col., 2004; Toor y Savage, 2005). Recientemente
Cetkovi¢ y col., (2012) analizaron el residuo del procesado del zumo de tomate
encontrando contenidos de fenoles en sus extractos de hasta 5206 pg/g. Ademas de su
actividad antioxidante estos sub-productos del tomate mostraron una alta actividad

anti-proliferativa.

El procesado de frutas da como resultado una gran cantidad de sub-productos

dependiendo de la materia prima. En la Tabla 8 se muestran algunos datos
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interesantes sobre el rendimiento de estas industrias. Gorinstein y col.,, (2001)
encontraron que el contenido total de fenoles en las pieles de limones, naranjas y
pomelo era un 15% superior que en sus correspondientes frutas peladas. Igualmente
dichos autores encontraron que la cantidad de fenoles en otras frutas como manzanas,
melocotones y peras era el doble que en la cantidad hallada en las peladas. Sub-
productos de varias frutas tropicales (pitanga, acerola, marafién y pifa) también han
mostrado poseer un gran contenido en compuestos fendlicos (2787.09-12696.03 mg
de equivalentes de 4acido galico (GAE)/100 g en peso seco) (da Silva y col.,, 2014).
Recientemente Mena y col., (2014) han encontrado en el poso del vino de granada
(sub-producto de la elaboracion de vino) un contenido total de fenoles de 3000
mg/100 g (peso seco), predominantemente en forma de taninos hidrolizables,

antocianos, acido elagico y acido galico.

Tabla 8. Cantidad anual mundial procesada y sub-productos resultantes de ciertas frutas.

Fruta Procesado anual (millones Sub-productos (%, Residuos anuales
de toneladas) base humeda) estimados

Citricos 31.2 50 15.6
Manzana 12.0 25-35 3.0-4.2

Pera 1.7 n.d. ---
Melocotén® 1.0 n.d. -

Uva 50.0 15-20 5.0-9.0
Platano® 30.0 30 9.0

Kiwi 1.0 30 <03

a b .

En conserva, - cocido.
Abreviaturas: n.d., no disponible.
Fuente: Djilas y col., (2009).

1.5.5. Extractos vegetales ricos en compuestos fenolicos como

antioxidantes alimentarios

El uso de antioxidantes en productos alimentarios esta controlado por las leyes de
cada pais o estandares internaciones. Aunque se han propuesto muchos compuestos
como potenciales antioxidantes en la inhibicidn de la deterioracidén oxidativa sdlo unos
pocos pueden usarse en alimentos. En la Union Europea la regulacién de los
antioxidantes estd estipulada por el Reglamento (CE) n2 1333/2008 del Parlamento

Europeo y del Consejo, de 16 de diciembre de 2008, sobre aditivos alimentarios
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(ultima modificacion 13 de febrero de 2014). Antioxidantes sintéticos han sido
ampliamente utilizados en alimentos pero cada vez la industria alimentaria, en
respuesta a la demanda de productos naturales por parte de los consumidores, esta
activamente en busca de soluciones para minimizar el enranciamiento oxidativo y
aumentar la vida util de los productos alimentarios (Karre y col., 2013). Ademas
recientes publicaciones revelan que el uso de polifenoles naturales en alimentos y
bebidas ha aumentado en un 69% desde 2009, siendo las categorias mas populares
bizcochos y galletas (10.7% de los lanzamientos entre 2009 y 2013) seguidas de
pastillas, gelatinas y masticables (7.87%) y tartas, pasteles y productos de pasteleria

(6.66%). Los tés y zumos de frutas también son muy populares (Starling, 2014).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos extraidos de diferentes fuentes
ha sido estudiada en diferentes alimentos y sistemas alimentarios modelo. Wijeratne y
col., (2006) evaluaron la actividad antioxidante de varios extractos de sub-productos
de almendra en varios sistemas alimentarios. El extracto de la cascara verde demostré
una mayor capacidad antioxidante inhibiendo la formacién tanto de productos
primarios y secundarios de la oxidacion de un sistema modelo de aceite de maiz. . Ajila
y col.,, (2010) observaron 22 veces mas actividad secuestrante de radicales con la
incorporacion de 7.5% de extracto de piel de mango en la preparacion de macarrones.
Mildner-Szkudlarz y col., (2013) propusieron la utilizacion de pulpa de uva blanca como
aditivo en la elaboraciéon de galletas (hasta un 30% de adicién a la harina) mostrando
una mayor actividad antioxidante. Su capacidad secuestrante de radicales aumentdé
cerca de seis veces en comparacién a las galletas control. La incorporacién de polvo de
cascara de granada (10 mL) en la elaboracién de pasteles de carne de cabra redujo la
formacién de TBARS hasta en un 67% (Devatkal y col., 2010). El extracto de la semillas
de uva tiene un potencial antioxidante 20 y 50 veces mayor al de la vitamina Ey C
respectivamente (Carpenter y col.,, 2007). Numerosos estudios han concluido que
dicho extracto es un efectivo antioxidante natural tanto en carne cruda como cocida.
En el estudio llevado a cabo por Ahn y col., (2007) el uso de un 1% de extracto de
semilla de uva inhibié en un 92% la formacion de sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico (TBARS) en carne picada. Lee y col., (2006) examinaron el potencial de

diferentes clases de polifenoles presentes en la frambuesa en la inhibicién de la
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oxidacién lipidica en carne de pavo mecanicamente separada y en carne de cerdo
picada y cocida. La carne de pavo mecanicamente separada tratada con un 0.32% de
polvo de zumo de frambuesa mostré inhibicidn de la oxidacidn lipidica. Las catequinas
del té demostraron ser mas eficientes que el a-tocoferol en la inhibiciéon de la
oxidacion del musculo de carne picada de carne de ave y pescado frescos (ambos
aplicados a 300 mg/kg) (Tang y col., 2001). La adicién de un 2% de fibra de naranja a
salchichas retardd significativamente el desarrollo de TBARs durante 28 dias de
almacenamiento en refrigeracion en comparacion a las salchichas no tratadas
(Fernandez-Lépez y col., 2004). En el estudio llevado a cabo por Viuda-Martos y col.,
(2009) la introduccion de las aguas de lavado de citricos, en concreto de naranjas, en la
formulaciéon de una mortadela aumento su vida util. La adicion de un 5-10% del agua
de lavado junto con aceites esenciales de orégano y tomillo reduce el grado de

oxidacion lipidica de la mortadela.

1.6. NECESIDAD DE EXPLORAR NUEVOS INGREDIENTES

El aprovechamiento de subproductos agricolas es un tema de gran interés a nivel
internacional, hay una tendencia a obtener producciones sin residuos llevando a cabo
el reciclado y aprovechamiento de materiales recuperables, desperdicios y
subproductos (Larrauri, 1995). El aprovechamiento de estos materiales ademas de
evitar trastornos medioambientales, aporta una mayor rentabilidad econdémica al
proceso industrial de partida. Ademas, una rentabilizacién de la gestidn de los residuos
generaria nuevas industrias de todo tipo, con las consiguientes ventajas sociales que
ello reportaria (Martin, 1995; Chafer y col.,, 2000). El objetivo de la industria
agroalimentaria en este campo es transformar sus subproductos y residuos en co-

productos.

Entre estos subproductos se encuentran las aguas de lavado. Estas aguas pueden
provenir de las etapas de lavado, escaldado de las frutas o bien de la obtencién de otro
subproducto agricola, como es la fibra. Para la realizacion de estos procesos es
necesario generar un gran volumen de agua, un bien que escasea, y una buena forma

de minimizar los problemas econdmicos y medioambientales que ello ocasiona es
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reutilizarla en la industria alimentaria. Por otro lado, esta agua contiene compuestos
potencialmente beneficiosos tanto desde un punto de vista tecnolégico como de salud
(Viuda-Martos y col., 2009). La industria transformadora de zumos de frutas genera
una gran cantidad de estas aguas de lavado, que se podrian revalorizar mediante la
extraccién de sus compuestos bioactivos. Viuda-Martos y col., (2008) caracterizaron las
aguas de lavado de citricos y determinaron que estas aguas de lavado adicionadas a
productos carnicos cocidos provocan un descenso en los niveles de nitrito residual de

aproximadamente un 40%.

Los extractos vegetales, debido a su compleja composicidn, poseen potencialmente
mayor poder antioxidante que compuestos aislados individualmente. Su potencial para
combatir diferentes enfermedades (cdncer, infecciones, envejecimiento prematuro,
etc.) reside en el papel que ejercen en la lucha contra radicales libres que, entre otros,
son causa de numerosos cambios negativos en la piel. Es por este motivo que resulta
de gran interés explorar la aplicaciéon de nuevos ingredientes en la formulacion de
alimentos que puedan aportar potenciales efectos beneficiosos para la salud, a la vez

gue se mejora la rentabilidad de los actuales procesos industriales.

Por otro lado la incorporacién de frutas en productos lacteos de consumo habitual no
solo ayuda a darle un valor afiadido y a aumentar la diversificacion del producto final
sino que también aporta beneficio a la reduccion en pérdidas post-cosecha y por tanto
a las pérdidas econdmicas de las industrias agroalimentarias. Para los consumidores la
asociacion de fruta y producto lacteo fermentado es percibido como muy saludable,
por lo que las dos categorias conformarian una categoria hibrida de productos lacteos

ofreciendo salud, sabor y provecho (Khurana y Kanawjia, 2007).

En dltimo lugar se debe tener en mente que en presencia de todos estos nuevos
componentes la estructura del gel asi como otras propiedades de las leches

fermentadas cambiaran y sera necesario un estudio en profundidad.

1.6.1. Datil

La palmera datilera (Phoenix dactylifera L.) es uno de los cultivos comerciales mas
importantes. Se cultiva predominantemente en la region arabe y en la zona fronteriza
con la costa mediterranea (Aslam y col., 2013). La produccién mundial de datil en 2012
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fue de 7.548.918 t de las cuales 16.935 t se produjeron en Europa, lo que supuso un
incremento del 10.49% con respecto a 2011. En Espaina se estimd una producciéon de
4.000 t para el afio 2012 (Food and Drug Organization (FAO), 2014). Sin embargo se
sabe que una gran cantidad de datiles son desechados (2.000.000 anuales en el
mundo) debido a que criterios de calidad (tamafio insuficiente, defectos de apariencia,
dafnos en el fruto) (Besbes y col., 2009) y durante su clasificacion, almacenamiento y
acondicionado (Ahmed y col., 2013). Esto supone una gran pérdida econdmica ya que

estos datiles siguen siendo ricos en compuestos bioactivos.

La importancia econdmica de la palmera datilera radica en su valorado fruto, el cual se
compone de 44-88% de azucar, grasa (0.2-0.5%), minerales como el potasio, calcio,
magnesio y hierro, proteinas (2.3-5.6%), fibra dietética (6.4-11.5%) asi como vitaminas
y amino 4cidos (Al-Shahib y Marshall, 2003). Ademas estudios preclinicos muestran
que el datil posee actividad secuestrante de radicales libres, antioxidante, anti-
mutagénica, antimicrobiana, anti-inflamatoria, gastroprotectora, hepatoprotectora,

nefroprotectora, anti-cancer e immunoestimulante (Baliga y col., 2011).

En nuestro entorno se encuentra el palmeral de Elche, que cuenta con mas de 200.000
palmeras y una produccién media de 4.500 t (de forma que la produccién nacional y
local nacional es equiparable). Pero por desgracia se estima que de la media de 4.500 t
tan sélo se aprovechan cerca de 100 t. El datil mayoritariamente producido en el
palmeral es el tipo Negre o Dorat, que se corresponde con un datil de tipo blando
(segun la clasificacion internacional). Se caracteriza por tener un alto contenido en
agua (55-60%) y elevado contenido en azucar (70% sobre base seca), lo que lo hace
altamente perecedero, por lo que no es posible el aprovechamiento comercial
rentable de todo el datil fresco producido en Elche. Por todo ello es necesaria una
investigacion y puesta a punto tecnoldgica, ya no sélo para aprovechar el producto en
fresco, sino para dar salida al exceso de produccion mediante su incorporacién como

posible ingrediente funcional por su elevado valor nutritivo.

Se sabe que los datiles pasan por una serie de etapas de maduracion. Estos estados
comprenden: ‘kimri’ (inmaduro; contenido en humead del 85%), ‘khalal’ (crujiente, 50-

60% humead), ‘rutab’ (maduro, blando, 35-40% humedad) y ‘tamr’ (maduro, reducida
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humedad sobre un 20%) (Biglari y col., 2008) y equivalen aproximadamente al verde,
rojo y negro. El-Zoghbi (1994) demostré que el contenido en fibra dietética de los
datiles disminuye desde un 13.7% en el primer estadio de maduracién a 3.6% en el
cuarto estadio (datiles negros secos). Esto sugiere que hay un mayor beneficio al

consumir los datiles frescos que secos (Al-Shahib y Marshall, 2002).

Diversos estudios se han llevado a cabo centrados en las propiedades funcionales del
datil y sus sub-productos. Al-Farsi y col. (2007) estudiaron las caracteristicas
funcionales de tres variedades de datiles secos cultivados en Oman asi como sus co-
productos. De todos los productos analizados (carne de datil, jarabe de datil, torta de
prensado y semillas) las semillas son el subproducto que posee el mayor contenido en
fenoles totales (3102-4430 mg de GAE/100 g en peso fresco), seguido de la torta de
prensado (165-435 GAE/100 g). Del mismo modo la actividad antioxidante es mayor en

las semillas (580-929 umoles de equivalentes de Trolox (TE)/g en peso fresco).

En un estudio publicado recientemente se ha evaluado la calidad de datiles de textura
dura (datiles de segunda calidad) de tres variedades (Deglet Nour, Allig y Kentichi).
Todos ellos mostraron el mismo contenido en azucar (73.30-89.55 g/100g en base
seca), fibra (7.95-18.83 g/100g en base seca) y fenoles totales que los de elevada
calidad. Ademas al adicionar estos ingredientes a mermelada, y mas concretamente la
variedad Allig, los resultados mostraron una reduccion de azucares y un aumento de la

firmeza asi como de la capacidad de retencion de agua (Besbes y col., 2009).

Por lo que los co- y sub-productos de la industria del datil pueden ejercer como fuente
de fibra dietética, polifenoles totales y actividad antioxidante, y podrian ser

potencialmente considerados como fuente de antioxidantes naturales.

1.6.2. Membrillo

El membrillero es un frutal de la familia de las rosaceas, en concreto perteneciente al
género Cydonia, el cual tiene una Unica especie denominada Cydonia oblonga, el
membrillero, de la que se conocen mas de treinta variedades distribuidas por Europa,
Asia y América (Junta de Andalucia, 2013). Las zonas mas consumidoras y productoras
de membrillos a nivel mundial son Turquia y China. La produccion mundial de
membrillo en 2012 fue de 596.532 t, de las cuales 14.000 t se produjeron en Espafia
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(FAO, 2014). Extremadura, Andalucia, Castilla La Mancha, Catalufia y Murcia son las

comunidades auténomas mas productoras.

El consumo en fresco del fruto no es comun debido a su sabor aspero y la dureza de su
pulpa. Por lo que tradicionalmente estaba destinado a la elaboracién de conservas,
mermeladas, jaleas, dulces, compotas, gelatinas, sorbetes o licores de mesa. Es una
fruta rica en sales minerales y vitaminas y las pepitas del fruto, muy numerosas,
contienen abundante mucilago, el cual posee propiedades laxantes. El membirillo tiene
un bajo contenido en grasa y es una fuente importante de acidos organicos, azucares,
fibra y minerales como el potasio, fésforo y calcio (Silva y col., 2004; Rodriguez-

Guisado y col., 2009).

El membrillo esta constituido por 90.6% de pulpa, 4.4% de piel y 5.0% de nucleo con
semillas (Sharma y col., 2011). La pulpa y piel de membrillo son fuente de compuestos
fendlicos y presentan propiedades antioxidantes y potencialmente antimicrobianas.
Los extractos de la piel de membrillo muestran un contenido en fenoles totales entre
105-157 mg/100g y entre 37-47 mg/100g en el caso de la pulpa (Fattouch y col., 2007).
Un andlisis comparativo entre el potencial antimicrobiano del extracto de membrillo
en un rango de cepas de microorganismos (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Bacillus cereus) mostré una importante actividad antimicrobiana. Las
concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas se obtuvieron para
concentraciones de 102 a 104 pg de polifenol/mL (Fattouch y col., 2008). Las semillas
también poseen una gran cantidad de compuestos bioactivos tales como acidos
organicos (acidos citrico, ascérbico, malico, quinico, shiquimico y fumarico),
aminodcidos (acido glutdmico, acido aspartico y asparagina, como los mas abundantes)
y un contenido en compuestos fendlicos de hasta 116.4 mg/kg, siendo el acido 5-O-

cafeoilquinico el mas abundante (Silva y col., 2005).

El membrillo también se ha usado para enriquecer otros productos. En el estudio
llevado a cabo por Wojdylo y col., (2008) resulté que la adicidon de un 10% de extracto
de membrillo a mermelada de fresa durante su preparaciéon aumentaba el contenido

en componentes fendlicos en el producto final, especialmente proantocianidinas.
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En cuanto a sus propiedades terapéuticas estudios han demostrado que la
administracion de extracto de membrillo produce un efecto anti-ulcerativo en ratas.
Dicho efecto se atribuye a sus compuestos fendlicos (dosis entre 5-10 mg de fenoles
semi-purificados suprimen la induccion de Uulcera en ratas) que pueden tener
beneficios sobre la salud actuando en vasos sanguineos y en el tracto gastrointestinal
(Hamauzu y col., 2006; Hamauzu y col., 2008). Un reciente estudio propone el uso de
un extracto acuoso de membrillo (‘quince hot water’) como ingrediente funcional por
su efecto antialérgico sobre los sintomas de alergia tipo | probados en ratas y en
células in vitro (Shinomiya y col., 2009). Recientemente Khoubnasabjafari y Jouyban
(2011) han realizado una profunda revisidon sobre la bioactividad del membrillo
(diferentes partes, extractos y fitoquimicos) in vitro destacando su actividad anti-
radicales, actividad anti-proliferativa, actividad anti-hemolitica y actividad anti-alérgica
y en modelos animales probando su efecto hipolipidémico, efecto protector renal,

efecto antidiabético y efecto antialérgico.
1.6.3 Granada

La familia de la granada tiene un Unico género Punica con dos especies P. granatum y
P. protopunica. Esta ultima esta considerada como el antepasado del género Punica el
cual puede haber contribuido al proceso evolutivo de la forma cultivada de la granada
(Teixera da Silva y col., 2013). La granada es nativa de los Himalayas en el noreste de
India, pero se ha cultivado y naturalizado a través de Oriente Medio, de toda la regién
Mediterranea, de las partes mas secas del sureste de Asia, noreste de Africa y Africa
tropical y hasta cierto punto de Estados Unidos, concretamente a California y Arizona
(Viuda-Martos y col., 2010). A nivel mundial India e Irdan son los principales
productores con 900.000 y 800.000 toneladas (Medjakovic y Jungbauer, 2013). En
términos de produccion Espafia es la lider (18.5 t/ha) seguida por Estados Unidos (18.3
t/ha). A pesar de que Espafia cuenta con un area de cultivo muy pequefia (2000 ha) su
cuota de exportacidn es del 37.8% de la produccion total (37.000 t) seguida por Israel
(23.5%) y Estados Unidos (15.5%) mientras que India tiene la menor cuota (Teixera da

Silva y col., 2013).
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La parte comestible de la granada (50%) se compone de los arilos (40%) que se utilizan
para elaborar el zumo y de semillas (10%). El otro 50% se corresponde con la piel, la
cual es fuente importante de compuestos fendlicos como flavonoides, elagitaninos y
proantocianidinas (Viuda-Martos y col., 2010). Las semillas son ricas en lipidos; el
aceite de la semilla comprende del 12-20% del peso total de la semilla y consiste en un
80% en 4acidos grasos conjugados octadecatrienoicos, con un elevado contenido en
acido punicico (cis-9, trans-11, cis-13). Otros componentes minoritarios incluyen
esteroles, esteroides y cerebrosidos (Faria y Calhau, 2011). Los arilos se componen de
un 85% agua, 10% de azucares totales (mayoritariamente fructosa y glucosa), 1.5%
pectinas y acidos organicos como ascorbico, citrico y malico, ademas de compuestos
fenodlicos (Aviram y col., 2000; Tezcan y col., 2009). Las antocianinas son el mayor y
mas importante grupo de flavonoides presentes en los arilos, responsables de su color
rojo. Ademas de los antocianos en los arilos se encuentran otros compuestos fendlicos
como acidos galico, eldgico, cafeico, clorogénico y p-coumarico (Viuda-Martos y col.,
2010). Ademas el zumo de granada presenta un mayor contenido en fenoles totales, y
presumiblemente una mayor actividad antioxidante, que otros zumos de frutas como
el de uva, mango y naranja, entre otros (Mahdavi y col., 2010) e incluso sus sub-
productos han mostrado poseer un gran potencial antioxidante (Viuda-Martos y col.,

2011).

Los efectos saludables del fruto de la granada asi como el zumo y sus extractos han
sido ampliamente estudiados en estudios modelo en ratas y humanos en relacion a
una gran cuantia de enfermedades crdnicas. Entre las bioactividades atribuidas a la
granada se encuentran: proteccion vascular (actividad antioxidante, anti-hipertensiva,
regulacion lipidica), proteccion digestiva (gastroproteccion, hepatoproteccién, anti-
diarrea, anti-helmintos), actividad antipatogénica (anti-bacteria, antivirus), actividad
anticancer (anti-inflamacidén, anti-angiogénesis, induccidon de la apoptosis, inhibicidn
de la proliferacion y de la invasidn), actividad antidiabetes, inmunomodulacién y
antiobesidad, entre otros (Aviram y Dornfeld, 2001; Fuhrman y Aviram, 2007; Basu y
Penugonda, 2009; Stowe, 2011; Viuda-Martos y col., 2010; Wang y col., 2010;

Betanzos-Cabreray col., 2011; Viladomiu y col., 2013).
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1.7. ACIDO LINOLEICO CONJUGADO COMO INGREDIENTE FUNCIONAL

1.7.1. Enfermedades cardiovasculares y obesidad

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de muerte en todo el
mundo. En 2008 se registraron a nivel mundial 17.3 millones de muertes por esta
causa, lo que representa el 30% del total de muertes registradas. Se calcula que en
2030 morirdn cerca de 23.3 millones de personas por ECV, y se prevé que sigan siendo
la principal causa de muerte (World Health Organization (WHO), 2013a). En Europa las
ECV fueron la principal causa de muerte (36% de las muertes registradas), mientras
que en Espafia fue la segunda (28% de las muertes registradas) sélo por detras de las

muertes registradas por neoplasias (tumores y cancer) (Eurostat, 2010).

El sobrepeso y obesidad® son el quinto factor principal de riesgo de defuncién en el
mundo y es un problema creciente tanto en paises desarrollados como en vias de
desarrollo. Un billén de adultos en el mundo padecen sobrepeso y mas de 300
millones son obesos. Al menos 2.8 millones de personas mueren cada afio a causa del
sobrepeso u obesidad (WHO, 2013b). En Espaiia el 62.8% de los hombres y el 44.6%
presentaban sobrepeso u obesidad en el afio 2009, situandose entre los paises
europeos con una mayor tasa (OECD, 2011). Segun la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OCDE) dos de cada tres hombres presenta
sobrepeso y una de cada seis personas padece obesidad. La OCDE prevé ademas que la
proporcion de adultos con sobrepeso puede aumentar aproximadamente un 10% mas
en los proximos afios (OECD, 2012). La obesidad estd involucrada en numerosos
problemas metabdlicos, ya que afecta a procesos como el control de glucosa, lipidos y
presién sanguinea. Es, por lo tanto, el origen de un conjunto de condiciones conocido

como sindrome metabdlico (Misra y Khurana, 2008).

Para reducir la carga de las ECV y la obesidad, la OMS recomienda realizar actividad
fisica regular, evitar el consumo de tabaco y alcohol, limitar la ingesta energética y
consumir una dieta equilibrada (WHO, 2013a). Resulta evidente que la composicion de

la dieta influye de manera directa sobre muchos factores de riesgo asociados a las ECV

1 . . . . .

En base a los criterios de la OMS se entiende como personas con sobrepeso a aquellas con un indice de
masa corporal (IMC) igual o superior a 25 y personas con obesidad a aquellas con un IMC igual o
superior a 30.
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y la obesidad. Debido a que la composicion de la grasa influye de manera
determinante en la progresion de patologias como la aterosclerosis, en general, se
recomienda disminuir el consumo de 4cidos grasos saturados (AGS), acidos grasos
trans (AGT) y colesterol, y sustituirlos por acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y

AGPI (Aranceta y Pérez-Rodrigo, 2012).

Este mencionado incremento en la incidencia de la obesidad esta creando una presién
por parte de los consumidores y supone una oportunidad Unica para la industria
alimentaria de desarrollar alimentos funcionales que ayuden a la prevencion y/o
tratamiento de estas patologias (Picé y col.,, 2006). Los lipidos estan entre los
compuestos bioactivos que han recibido mas atencidn (tanto en términos cuantitativos
como cualitativos) en el desarrollo de alimentos mds saludables, especialmente entre
los productos carnicos (Jiménez-Colmenero, 2007). Ademas se ha observado que la
calidad de los lipidos de la dieta podria ser un importante modulador en términos de
morbilidad y mortalidad en las enfermedades relacionadas con el estilo de vida (Nagao

y Yanagita, 2005).

1.7.2. Implicacion del acido linoleico conjugado en la salud

Mientras que los acidos grasos ‘no conjugados’ trans (principalmente provenientes de
aceites vegetales parcialmente hidrogenados) pueden influir de forma negativa en la
salud humana, los acidos grasos conjugados, principalmente CLA, han demostrado
tener gran variedad de efectos bioldgicos beneficiosos (Dilzer y Park, 2012). De hecho
hoy en dia el CLA esta excluido de la definicion dada por el Codex Alimentarius para los
acidos grasos trans, en base a la evidencia (principalmente por estudios preclinicos) de
sus efectos beneficiosos sobre la prevencidn del cancer y el control del peso (Wang y

Proctor, 2013).

El CLA (Figura 3) es el término colectivo utilizado para un grupo de isdémeros
posicionales y geométricos del acido linoleico con un sistema de dobles enlaces
conjugados (Moon vy col., 2008). La familia del CLA puede incluir hasta 28 isomeros
posibles diferentes; conociéndose en dos de ellos (cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-
12-CLA) bioactividad. El isémero cis-9, trans-11-CLA es el mds predominante, presente

de forma natural como acido graso esterificado en la molécula de triglicérido de la
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grasa de rumiantes y por las bacterias de los rumiantes y conversién in vivo a partir del
acido trans-11-vacénico en el higado y tejido adiposo de los rumiantes (Palmquist y
col., 2005). Ademas de estar presente en los productos derivados de los rumiantes
(leche, productos lacteos, carne y productos cdrnicos) podemos disponer de CLA
comercial en forma de suplementos enriquecidos (normalmente con una formulacién
del 80% a una ratio 1:1 de los isémeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA)
producidos a partir de aceite de girasol rico en acido linoleico (McCrorie y col., 2011).
En Espafia la ingesta media de CLA de fuentes naturales (no suplementadas)
procedente de rumiantes es de 140 mg/dia siendo superior en otros paises como

Suecia o Francia (Tabla 9).
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Figura 3. Estructura del 4cido linoleico y sus principales CLA derivativos: 1: Acido linoleico; 2:
cis-9, trans-11-CLA; 3: trans-10, cis-12-CLA. Fuente: Benjamin y Spener, (2009).

Tabla 9. Ingesta dietética de acidos grasos trans (AGT) procedente de rumiantes™.

Pais AGT (g/dia) cis-9, trans-11-CLA (g/dia)
Dinamarca 1.7 0.25
Francia 1.7 0.30
Alemania 1.7 0.28
Paises Bajos 1.2 0.23
Nueva Zelanda 11 n.d.
Australia 1.0 n.d.
Espafia 1.3 0.14
Suecia 13 0.33
Italia 1.2 0.22
Estados Unidos 1.2 0.18
Reino Unido 0.98 0.21
Grecia 0.8 0.15

Fuente: Gebauer y col., (2011).
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Existen diferencias segun la fuente de CLA (rumiante o suplementos) y estas incluyen:
distribucién de los isdmeros, nivel de consumo, distribucion regio-especifica en la
molécula del triglicérido y biodisponibilidad (Wang y Proctor, 2013). Como se ha
mencionado el CLA comercial contiene dos isdmeros en abundancia (cis-9, trans-11-
CLA y trans-10, cis-12-CLA) mientras que en los alimentos derivados de los rumiantes
(tales como carne de vacuno, oveja y productos lacteos) el isémero predominante es el
cis-9, trans-11-CLA (70-90%) encontrandose el trans-10, cis-12-CLA a nivel de trazas
(Lock y Bauman, 2004). En la Tabla 10 se presentan los contenidos de CLA y de AGT en

productos de consumo habitual.

Tabla 10. Cantidad de CLA en productos procedentes de rumiantes de consumo habitual.

Alimento Grasa total (g/100g) Total CLA (mg/g grasa)®
Productos lacteos

Queso cheddar 36.4 3.6 (93)

Leche entera 3.10 5.5(92)

Yogur 1.16 4.4 (86)

Carnes

Ternera picada, 20.8% grasa 21 4.3 (85)
Ternera picada, 22.1% grasa 22.1 4.3 (85)

! Los valores en paréntesis representan el porcentaje de cis-9, 11-trans isémero en CLA total.
Fuente: Gebauer y col., (2011).

Multitud de investigaciones han mostrado la asociaciéon del CLA con potentes
propiedades anti-carcinogénicas, anti-inflamatorias, anti-aterosclerdticas, anti-
diabetes y anti-obesidad tanto in vitro como in vivo y cdmo su eficacia frente a una
condicidn particular puede variar considerablemente entre los isémeros individuales
(Wahle y col., 2004; Igarashi y Miyazawa, 2005; Bhattacharya y col., 2006; Tsuzuki y
col., 2007; Kee y col., 2010). Los mecanismos por los cuales proporcionan estas
propiedades beneficiosas van desde su habilidad para modular la expresion de los
genes asociados con enfermedades patogénicas hasta su habilidad para competir con
acidos grasos omega-6 pro-inflamatorios, como dacidos linoleico y araquiddnico, en su
incorporacion en la membrana celular (Destaillats y col., 2005; Plourde y col., 2006).
Aungue ciertas investigaciones revelan cambios metabdlicos indeseables (Andreoli y
col.,, 2009). A continuacion se muestra una tabla resumen con las principales

bioactividades del CLA, mecanismo propuesto asi como su nivel de eficacia (Tabla 11).
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Tabla 11. Ejemplos de los estudios realizados sobre los efectos saludables del 4cido linoleico conjugado (CLA) en modelos animales y humanos.

Actividad Ejemplos de estudios en Mecanismo propuesto Evidencias Ejemplos de estudios en Evidencias en
biolégica modelos animales en humanos humanos
animales
Anticancerigeno  Kelley y col, (2007); El CLA puede estar implicado en la ++ Larsson y col., (2005); McCanny +
Bhattachayra y  col, reduccién de la produccién de col.,, (2004); Chajes vy col.,
(2006); Lee y col., (2005).  eicosanoides, interfiriendo con las vias de (2003); Rissanen y col., (2003);
sefializacion celular, inhibiendo la sintesis Voorrips y col.,, (2002); Aro vy
de ADN, aumentando la apoptosis asi col., (2000).
como inhibiendo la angiogénesis.
Prevencion de Bhattachayra 'y col.,, CLA reduce el colesterol total, TG, el +++ Attar-Bashi y col., (2007); Iwata Cambios en
ECV (2006); Kritchevsky y col., colesterol LDL y aumenta el colesterol y col., (2007); Herrera y col., colesterol, LDL,
(2004); McLeod y col.,, HDL. CLA participa con el receptor PPAR (2005); Berven y col., (2000). TG y NEFA:
(2004); Kritchevsky, (clave para la lipogéneis), con las -
(2000); Lee y col., (1998); proteinas SREBPs (clave en la sintesis y
Nicolosiy col., (1997). elongacion de los AG) y SCD (clave en la Descenso
formacién de TG y colesterol). hipertension:
+++
Reducciondela  Park y Pariza, (2007); Resultado de multiples mecanismos: +++ Onakpoya y col, (2012), ++
grasa corporal Meadus y col., (2002); aumento del gasto energético, reduccion Schoeller y col., (2009); Park y
Azain 'y col, (2000); de la acumulacién lipidica en tejido Pariza, (2007); Whigham vy col.,
Delany y West, (2000); adiposo, aumento de la apoptosis de (2007); Bhattachayra y col.,,
Parky col., (1999). adipocitos, modulacidon de adipokinas y (2006); Gaullier y col., (2004),
citoquinas tales como leptina y TNF-a e (2005); Brown y Mclintosh,
incrementando la B-oxidacion de los AG (2003); Smedman y Vessy,
en musculo esquelético. (2001); Thom vy col., (2001);
Blankson y col., (2000).
Respuesta Bhattachayra y  col., Respuesta anti-inflamatoria: reduccion ++ Turpeinen y col., (2008); Song y ++
inmune e (2006); Poirier y col.,, de la inflamacidon coldnica, modulacidon col.,, (2005); Tricon y col.,
inflamatoria (2006); Changhua y col.,, de la produccion de citoquinas, (2004); Albers y col., (2003).
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(2005); Bassaganya-Riera prostaglandinasy leucotrieno B4.

y col,, (2002), (2003); Respuesta inmune: modulacién de TNF-
Luongo y col., (2003); a, citoquinas, prostaglandinas, NO, y
Yang y Cook, (2003); Yuy reduccién de las respuestas inmunes de

col., (2002). tipo alérgico.
Salud ésea Banu y col., (2006); Berge Mejora la masa &sea, aumenta la + Park y col., (2008); Brownbill y ++
y col.,, (2004); Weiler y absorcién de calcio, disminuye Ia col., (2005); Doyle y col., (2005);
col., (2004); Kelly y col.,, osteoclastogénesis. Jewell y col., (2005); Jewell y
(2003). Cashman, (2003).

Abreviaciones: ECV, enfermedades cariovasculares; TG, triacilglicéridos; LDL, lipoproteinas de baja densidad; HDL, lipoproteinas de alta densidad; PPAR, peroxisome
proliferator-activated receptor; SREBPs, sterol regulatory element-bindings; SCD, estearoil-CoA desaturasa (steroyl-CoA desaturase); TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa;

NEFA, acidos grasos no esterificados (non-esterified fatty acids); NO, éxido nitroso.
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1.7.3. Acido linoleico conjugado en leches fermentadas

La grasa de la leche es la mayor fuente animal de CLA y su contenido varia desde 2
hasta 53.7 mg/g grasa (Collomb y col., 2006). Esta amplia variacién de su contenido se
debe a factores tales como la alimentacion, ubicacion del animal y la raza de los
animales (Kee y col., 2010). Los productos lacteos son por tanto la fuente mas
importante de CLA en productos de origen animal y su contenido varia de 3.59 a 7.96
mg/g de grasa (Lin y col., 1995). La variabilidad en el contenido en CLA en quesos,
yogures y otros productos lacteos comerciales depende del contenido inicial de CLA de
la leche, de los cultivos iniciadores, tiempo transcurrido desde su elaboracion,
tratamiento térmico, calidad de las proteinas (Xu y col., 2004). En los productos lacteos
el CLA es producido por ciertos microorganismos del rumen tales como las especies de
Butyrivibrio (Ogawa y col., 2005). Pero ademas de las bacterias del rumen algunos
cultivos estarter como especies de Propionibacterium y Lactobacillus son capaces de

producirlo a partir de acido linoleico (Jiang y col., 1998).

Incrementar el contenido en CLA en componentes de la dieta habituales es una
potencial via para aumentar la ingesta de CLA y los productos lacteos son unos idéneos
candidatos como vehiculos del CLA debido a la habilidad de las bacterias acido lacticas
para producir CLA a partir de acido linoleico (Jiang y col., 1998). Numerosos estudios se
han centrado en la capacidad para producir CLA por parte de bacterias probidticas en
sistemas modelo. Estos sistemas modelo utilizan una fuente de &cido linoleico,
normalmente aceites vegetales como el de girasol o cartamo, para producir CLA o
directamente se les adiciona acido linoleico libre. En el estudio llevado a cabo por Liny
col., (1999) seis cultivos lacticos de lactobacilos, lactococcos y estreptococos fueron
capaces de producir CLA in vitro en leche desnatada esterilizada a partir de acido
linoleico libre. Dos cepas de L. acidophilus y L. casei produjeron CLA a partir de acido
linoleico en MRS caldo y en leche desnatada suplementados con acido linoleico
(Alonso y col., 2003). Xu y col., (2004) demostraron que la capacidad de las LAB para
producir CLA a partir de acido linoleico depende tanto de la cepa utilizada como de la
fuente lipidica; las 11 cepas que analizaron fueron capaces de producir CLA pero solo a

partir de aceite hidrolizado.

-43-



Introduccion

Ademas el hecho de que numerosos productos fermentados contengan niveles
superiores de CLA que sus homdlogos no fermentados ofrece la posibilidad de
elaborar productos lacteos fermentados con altos niveles de CLA mediante el uso de
bacterias probidticas y LAB. Con lo que la identificacion de LAB capaces de producir
CLA a partir de una fuente de acido linoleico seria de gran interés en la produccién de

productos lacteos funcionales para el consumo humano (Rodriguez-Alcald y col., 2011).

Por lo tanto, el contenido en CLA de la leche puede incrementarse mediante la
modificacion de la dieta del animal y las condiciones de produccién de la leche o una
alternativa a estos medios seria mediante la adicidon de un precursor a la leche (acido
linoleico) y una cepa bacteriana productora de CLA (Meraz-Torres y Hernandez-

Sanchez, 2012).

Resulta de interés tanto la incorporaciéon de extractos vegetales y zumos ricos en
polifenoles como la potenciacién del contenido en CLA para desarrollar leches
fermentadas con potenciales efectos saludables. El primer paso para esta
incorporacion es el estudio de su viabilidad tecnoldgica y la verificacion de la presencia

de sustancias bioactivas en los productos desarrollados.
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Objetivos

2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Las hipotesis de partida y/o las razones que dan pertinencia a esta investigacion son las

siguientes:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Los extractos vegetales suponen una fuente importante de nutrientes vy
compuestos bioactivos que podrian aprovechar las industrias agroalimentarias
para obtener alimentos funcionales.

La composicion de los extractos vegetales, especialmente en hidratos de
carbono, puede potenciar el crecimiento y multiplicacién de bacterias lacticas.
En cambio otros componentes (acidos organicos, polifenoles) podrian tener un
efecto inhibidor sobre algunas poblaciones de microorganismos.

La incorporacién de extractos vegetales puede influir en las variables del
proceso de elaboracion de leches fermentadas (tiempo de fermentacién, pH)
asi como influir en la viabilidad tecnoldgica del producto final. Igualmente es
necesario conocer la aceptacién sensorial de los productos desarrollados.
También se desconoce el efecto de la presencia de los constituyentes de los
extractos vegetales sobre la conservacion y vida util del producto final.

Los extractos vegetales poseen actividad antioxidante que potencialmente
incorporaran a las leches fermentadas. Asimismo es necesario estudiar el
efecto de la interaccion proteina-polifenol en las leches fermentadas sobre las
propiedades antioxidantes del producto final.

La leche contiene acido linoleico conjugado (CLA) de forma natural. Debido al
interés actual que suscita y al potencial de mercado de dicho acido graso es
interesante el estudio del aumento natural de los niveles a través del proceso
de fermentacion o mediante el uso de precursores.

Igualmente se desconoce el efecto del uso de precursores de CLA sobre la

conservacion y vida util del producto final.
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2.2. OBJETIVO PRINCIPAL

El principal objetivo de la presente Tesis Doctoral fue desarrollar leches fermentadas
saludables mediante la adicidon de extractos vegetales ricos en compuestos fendlicos
(potencialmente antioxidantes) asi como el estudio de las vias de potenciacion del

contenido en CLA (potencial efecto anti-obesidad).

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Con la finalidad de alcanzar el objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos

mas concretos:

= Caracterizar desde un punto de vista fisico, quimico y antioxidante los distintos
extractos vegetales.

= Obtener leches fermentadas ricas en los distintos extractos vegetales con el fin
de introducir nuevas posibilidades de uso de sub-productos de la industria
alimentaria (datil y memobrillo), asi como ofrecer un valor afiadido (granada).

= Evaluar las principales caracteristicas de las leches fermentadas enriquecidas
tales como sus propiedades quimicas, fisicas, microbioldgicas y sensoriales con
el fin de conocer cémo afectan al producto final y su idoneidad.

= Seleccionar la leche fermentada en base a su aceptacion sensorial y potencial
antioxidante y estudiar el grado de interaccidn proteina-polifenol.

= Conocer el contenido medio en CLA de leches comerciales de consumo habitual
con el fin de estimar los niveles medios ingesta.

= Conocer si el proceso de fermentacién de la leche de cabra por los cultivos
iniciadores da lugar a un incremento de la concentracién inicial de CLA.

= Evaluar la influencia de la fuente de acido linoleico en el contenido final en CLA
en leche fermentada de cabra.

= Evaluar la evolucidn del contenido en CLA a lo largo de la vida util comercial de

las leches fermentadas de cabra estudiadas.
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Materiales y Métodos

3.1. INTRODUCCION AL DISENO EXPERIMENTAL

En base a los objetivos se establecid un disefio experimental dividido en dos planes de

trabajo con la finalidad de estudiar por un lado el uso de extractos vegetales como

fuente de compuestos bioactivos en la elaboracién de yogur y por otro, evaluar el

contenido en acido linoleico conjugado (CLA) en leches fermentadas y estrategias de

potenciacion.

En el primer bloque experimental se estudié en una primera fase el uso de dos
sub-productos de las industrias del datil y membrillo (aguas de escaldado) y
zumo de granada en la elaboracién de yogur enriquecido. En primer lugar se
caracterizaron las materias primas en cuanto a su composicion fisicoquimica y
capacidad antioxidante. Tras ello se procedi6 a la elaboracion de los distintos
yogures enriquecidos y a su andlisis. Se estudio el efecto de la incorporacion de
los extractos vegetales sobre la fermentacion y las propiedades fisicoquimicas y
microbioldgicas de los yogures durante su vida util. La segunda fase se disefio a
partir de los resultados obtenidos en la primera fase. Tal y como se presenta en
detalle en la discusion (Véase Discusion general), en la primera fase se observé
que el zumo de granada fue el extracto vegetal que presentd la mayor
capacidad antioxidante asi como un elevado contenido en compuestos
bioactivos. Ademas el yogur enriquecido en zumo de granada presentd la
mayor aceptacion por parte de los consumidores. En base a esto se decidid
estudiar la particiéon de los principios bioactivos (compuestos fendlicos) (fase
proteica-desproteinizada) asi como la capacidad antioxidante del yogur
enriquecido.

El segundo bloque experimental se realizé igualmente en dos fases. En primer
lugar se efectué una profunda revisién bibliografica sobre ingredientes
funcionales con potenciales efectos anti-obesidad. De los datos obtenidos se
decidid continuar con la investigacion en base al CLA por su potencial anti-
obesidad e interés actual. Por un lado se evalud el contenido en CLA en leches
fermentadas comerciales de consumo habitual, por otro lado se determiné el

contenido en CLA en leche de cabra y el efecto combinado de la adicion de
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aceite de girasol y cultivos iniciadores en el contenido en CLA de las leches

fermentadas obtenidas (convencional/probidtica).

3.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL A: EFECTO DE LA INCORPORACION DE

EXTRACTOS VEGETALES A LECHES FERMENTADAS TIPO YOGUR

3.2.1. MATERIAL VEGETAL

Los estudios llevados a cabo con datiles se realizaron con dos variedades no
comerciales que fueron suministradas por la Estacion Phoenix de Elche: Medjoul
y Confitera en sus estados ‘tamr’ (aproximadamente 20% de humedad) y ‘rutab’ (35-

40% de humedad) de maduracidn, respectivamente.

El membrillo fue recolectado del huerto que posee la Universidad Miguel Hernadndez

de Elche (Campus de Desamparados, Orihuela, Alicante).

En la presente Tesis Doctoral se decidié analizar tanto el agua de escaldado de datil y
membirillo (sub-producto liquido) como la pasta resultante de los procesos de pelado,

deshuesado y triturado (Figura 4).

La granada, variedad Mollar de Elche, fue adquirida en un supermercado local. Para la
obtencion del zumo de arilos la granada se pelé manualmente y una vez separados los
arilos de la corteza se licuaron y filtraron a través de gasas estériles manteniéndose en

congelacion hasta su analisis.
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RECEPCION DE LAS MATERIAS PRIMAS

\ 4
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TRITURADO

OBTENCION DE LA PASTA

AGUA Y PASTA DATIL MEDJOUL AGUA Y PASTA DATIL CONFITERA

Figura 4. Sistema de obtencion de la pasta y agua de escaldado de datil y membirillo.

3.2.2. SISTEMA DE OBTENCION DEL YOGUR ENRIQUECIDO

Para la obtencion de yogur con aguas de escaldado de datil y membrillo se ha optado

por la elaboraciéon de un yogur firme con un 15% de leche en polvo. Las etapas
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generales de la elaboracion de este tipo de yogur son: preparacion de la mezcla de

materias primas, pasterizacién, inoculacion, fermentacion y enfriamiento.
PROCEDIMIENTO:

En el caso del yogur control la leche en polvo se reconstituyé al 15% con agua

desionizada. Para la produccion de los yogures enriquecidos en agua de escaldado de

datil y membrillo el agua desionizada se sustituyéd por el agua de escaldado

pasterizada. En las producciones destinadas a analisis sensorial se adiciond un 8% de
azucar. La leche desnatada reconstituida se pasterizéd a 80°C durante 30 minutos en
bafio de agua, tras ello se enfrid hasta alcanzar una temperatura de 45°C. En este
punto se adiciond el cultivo estarter (mezcla de termofilos MY 900 (EZAL®):
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) a la dosis
recomendada por el fabricante. El mix inoculado se repartié en recipientes estériles y

se incubd a 43°C, hasta pH 4.7 y finalmente se refrigerd hasta 4°C.

Para la elaboracion de los yogures enriquecidos en zumo de granada se realizaron

experiencias preliminares para determinar la maxima incorporacién de zumo de arilos
gue permitiera mantener la estabilidad de la leche fermentada. Se desarrolld el
siguiente proceso de elaboracion: la leche desnatada en polvo se reconstituyo al 25%;
zumo de granada y leche reconstituida fueron pasterizados por separado (para evitar
procesos de coagulacion) y posteriormente el zumo fue adicionado a la leche hasta
una concentracion final del 40%. A partir de este punto el proceso es el anteriormente

descrito: inoculacion, fermentacion hasta pH 4.7 (o durante 4 horas) y enfriado.

3.2.3. CARACTERIZACION DE LAS MATERIAS PRIMAS
3.2.3.1. pH y °Brix

Para la determinacion analitica del pH se utilizé un pH-metro modelo 510 (EUTECH
INSTRUMENTS, Pte Ltd., Singapore). El nivel de sélidos solubles, expresados
como °Brix, se midiéd en un refractdmetro modelo DR-101 (Coseta S.A., Barcelona,

Espaia).

3.2.3.2. Composicion proximal
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Las siguientes determinaciones Unicamente se llevaron a cabo en las muestras de datil.
El contenido en cenizas, proteinas y grasa se determinaron siguiendo Métodos
Oficiales (AOAC, 2000). El contenido en humedad se determind por pérdida de peso
tras a calentamiento a 60-65°C en estufa a vacio y peso constante. El contenido en
fibra dietética total (TDF) e insoluble (IDF) se determinaron siguiendo el método
enzimatico-gravimétrico AOAC 991.43. La fibra dietética soluble (SDF) se calculd

restando la proporcion de IDF a TDF.
3.2.3.3. Determinacion de dcidos orgdnicos y azucares

Los acidos organicos y los azucares se cuantificaron en un cromatégrafo liquido de alta
presion (HPLC) Hewlett Packard Serie 1100 (Woldbronn, Alemania). Como fase movil
se utilizé acido ortofosférico al 0.1% con un flujo de 0.5 mL/min y la separacién de los
acidos y los azlcares se realizé6 en una columna SUPELCOGEL C-610 H 30 cm de
longitud y 7.8 mm de didmetro interno y una precolumna SUPELGUARD C-610 H. La
cuantificacion se llevd a cabo con un detector de absorbancia a 210 nm DAD G1315A
en el caso de los acidos orgdnicos y con detector de indice de refracciéon RID G-1362A
para los azucares y comparando las areas de los picos obtenidos en las muestras con
las correspondientes a patrones de cada acido/azucar de concentracién conocida. Las
muestras se analizaron a 30°C y el tiempo total del programa de anélisis fue de 30

minutos (Doughty, 1995).
3.2.3.4. Determinacion del contenido en fenoles y flavonoides totales

Para la realizacion de dichos analisis y la determinacién de la actividad antioxidante se
obtuvo el extracto de la pasta de datil y membrillo siguiendo el método de Al-Farsi y
col., (2005). En el caso de las aguas de escaldado, se centrifugaron a 5.000 rpm
durante 10 minutos y el sobrenadante fue decantado. En ultimo lugar la extraccion de
compuestos fendlicos en el zumo de granada se realizd con metanol acidificado
(0.003% de acido clorhidrico concentrado), seguido de una centrifugacion (5.000 rpm,

10 min) y concentracién a 50°C.

El contenido en fenoles totales (TPC) se determind utilizando el reactivo de Folin-

Ciocalteu’s siguiendo el método de Singleton y Rossi (1965) y los resultados fueron
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expresados como mg de equivalentes de acido galico (GAE)/L de muestra. Para la
determinacion del contenido en flavonoides totales (TFC) se siguid el método de Blasa
y col., (2005) y los resultados fueron expresados como mg de equivalentes de rutina

(RE)/100 g de muestra.
3.2.3.5. Determinacion del contenido en antocianos totales

La determinacion del contenido en antocianos totales (TAC) se llevd a cabo
Unicamente en las muestras de granada mediante el método de diferencial de pH
descrito por Worolstad (1993). Los resultados fueron expresados como mg de

equivalentes de cianidin-3-glucosido/L de muestra.
3.2.3.6. Determinacion de la actividad antioxidante

La determinacién de la actividad antioxidante in vitro se realizé siguiendo tres métodos
analiticos diferentes: (i) secuestro del radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
siguiendo las recomendaciones de Brand-Williams y col., (1995) donde la cantidad de
muestra necesaria para disminuir la absorbancia del DPPH- en un 50% (ICs) se calculd
graficamente; (ii) poder antioxidante de la reduccion de hierro (FRAP), segun el
método descrito por Oyaizu (1986) y estimado en términos de capacidad antioxidante
en equivalentes de Trolox (TEAC) en mmol/L; (iii) capacidad quelante del ion ferroso
(FIC), segun el método utilizado por Singh y Rajini (2004), para la determinacién de la
concentracion necesaria para obtener un 50% de efecto quelante (ECsg) se represento

el porcentaje de efecto quelante frente a la concentracidon de muestra.

3.2.4. DETERMINACIONES REALIZADAS EN LOS YOGURES
ENRIQUECIDOS

Los yogures fueron muestreados a dia 1 de almacenamiento para la determinacion de:
color, textura y analisis sensorial. Durante los dias 1, 7, 14, 21 y 28 de almacenamiento
se determinaron: pH, pardmetros reoldgicos, microbiologia, acidos organicos,
azucares. Ademas en los yogures enriquecidos en zumo de granada se determind a dia
1 y 28 de almacenamiento: perfil de compuestos fendlicos, contenido en fenoles,

flavonoides y antocianos totales y actividad antioxidante.
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3.2.4.1. Determinacion del color

Se estudiod el espacio de color CIEL*a*b* mediante un colorimetro Minolta CM-2002
(Minolta Camera Co. Osaka, Japan) con aplique para la medicién de liquidos CR-A70

(Minolta Camera Co. Osaka, Japan), usando el iluminante D65 y el observador 10°.
3.2.4.2. Determinacion de la textura

Para el analisis de la textura del yogur firme se empled un texturémetro TA-XT2i
(Stable Micro Systems, Surrey, England) con una célula de carga de 5 kg. Se realizé un

ensayo de penetracion para determinar la firmeza del gel.
3.2.4.3. Determinacion de los paradmetros reoldgicos

Los pardmetros reoldgicos se determinaron por métodos oscilatorios a 7°C por medio
de un redmetro Rheostress 600 (Haake, Karlsruhe, Germany). Las pruebas se realizaron
en rodajas de gel de yogur de 1.2 £0.2 mm de grosor y 35mm. Se empled geometria
plato-plato con platos serrados (35 mm didmetro, 1 mm ranura). Se realizo el test de
barrido de frecuencia de 0.01 a 10 Hz a esfuerzo constante de 0.4 Pa, con tres ciclos de

medida.

Figura 5. Instante del corte de la rodaja de yogur.

3.2.4.4. Andlisis sensorial

Un total de 36 panelistas, personal y estudiantes de la Universidad Miguel Hernandez

(Elche) fueron instruidos para la realizacidon de las catas. Los panelistas evaluaron la
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apariencia, cremosidad, dulzor, astringencia, acidez, sabor del yogur y aceptacién
global mediante escala heddnica de 7 puntos (1= Me disgusta en extremo y 7= Me
gusta en extremo). En todos los casos un panel de 3 expertos definié los términos a

valorar por los panelistas.
3.2.4.5. Determinaciones microbiologicas

Se han realizado determinaciones de los recuentos de estreptococos, lactobacilos y
mohos vy levaduras durante los dias 1, 7, 14, 21 y 28 de almacenamiento de los
yogures. Los recuentos de Streptococcus spp. se realizaron en agar M-17 (condiciones
aerdbicas, 37°C, 24h). Los recuentos de Lactobacillus spp. se realizaron sobre agar MRS
(condiciones anaerdbicas, 37°C, 48h). Mohos y levaduras fueron enumerados
utilizando agar Rosa Bengala (Rose Bengale) con cloranfenicol (condiciones aerdbicas,

28°C, 5 dias).
3.2.4.6. Determinacion de dcidos orgdnicos y azicares en yogures

Los acidos organicos y azUcares en los yogures se analizaron durante su
almacenamiento en refrigeracion siguiendo el procedimiento anteriormente descrito

(Véase apartado 3.2.3.3. Determinacion de dcidos orgdnicos y azucares).

3.2.4.7. Determinacion del grado de interaccion proteina-polifenol en yogur

con granada

Con el fin de estimar cuantitativamente los compuestos fendlicos que interaccionan
con las proteinas del yogur y los que quedan libres en la fase soluble (permeato) se
utilizé un sistema a escala de ultrafiltracion (Amicon® Ultra-15; Merck Millipore Ltd.,
Ireland). Mediante este sistema se obtiene una fase soluble desproteinizada,

permeato, libre de proteinas de peso molecular superior a 10.000 Da.

3.2.4.8. Determinacion del perfil de compuestos fendlicos en yogur con

granada

La determinacidn del perfil de compuestos fendlicos se llevd a cabo Unicamente las
muestras de granada (zumo, permeato y yogur). Para ello se llevd a cabo una

extraccién previa de las muestras de yogur siguiendo el método descrito por Karaaslan
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y col., (2011). En el caso de las muestras de zumo de granada y permeato se llevo a
cabo una extracciéon con metanol acidificado (Véase seccion 3.2.3.4. Determinacion

del contenido en fenoles y flavonoides totales).

La identificacion de dacido gdlico y punicalaginas (o y 8) se llevd a cabo en un
cromatégrafo liquido de alta presion Hewlett Packard Serie 1200 (Woldbronn,
Alemania) acoplado a un detector de red de diodos (HPLC-DAD) segun el método de
Benavente-Garcia y col., (1999). Los espectros ultravioletas (UV) de los picos
individuales se registraron en el rango de 200-600 nm. La cuantificacion de los
compuestos individuales se llevé a cabo comparando tiempo de retencién y espectro

con sus correspondientes patrones puros.

La identificacion de antocianinas se llevd a cabo utilizando un cromatdgrafo liquido
ACQUITY de ultra presién (UPLC), detector PDA (Waters Corporation, Milford, MA,
USA) y un espectrometro de micromasa Micromass Q-TOF (Waters, Manchester, UK)
equipado con fuente de ionizacién en electro espray (ESI) operando en modo positivo
y negativo. Los analisis se llevaron a cabo con un detector de espectrometria de masas
de escaneado completo en un rango espectral de 100-1500 m/z. La caracterizacion de
los compuestos individuales se llevé a cabo mediante tiempo de retencion y masa

molecular.

3.2.4.9. Determinacion del contenido en fenoles, flavonoides y antocianos

totales en yogur con granada

La determinacién del contenido en fenoles y flavonoides totales se llevd a cabo en el
yogur de granada y en el permeato de yogur de granada siguiendo protocolos
anteriormente descritos (Véase seccion 3.2.3.4. Determinacion del contenido en
fenoles y flavonoides totales). La determinacién de antocianos totales se llevé en los
yogures de granada siguiendo el protocolo descrito en la seccion 3.2.3.5.

Determinacion del contenido en antocianos totales.

3.2.4.10. Determinacion de la actividad antioxidante en yogur con granada

La determinacidon de la actividad antioxidante in vitro se realizd Unicamente en los

yogures de granada siguiendo dos métodos analiticos diferentes: (i) secuestro del
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radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), siguiendo las recomendaciones de Brand-
Williams y col., (1995), donde la cantidad de muestra necesaria para disminuir la
absorbancia del DPPH:- en un 50% (ICso) se calculé graficamente y (ii) poder
antioxidante de la reducciéon de hierro (FRAP), segin el método descrito por Oyaizu
(1986) y estimado en términos de capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox

(TEAC) en mmol/L.
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3.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL B: ACIDOS GRASOS CONJUGADOS

COMO INGREDIENTES FUNCIONALES Y EVALUACION DEL CONTENIDO EN
ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLA) EN LECHES FERMENTADAS

3.3.1. PROCESO DE REVISION BIBLIOGRAFICA

La revisidon bibliografica se ha efectuado utilizando las bases de datos Science Direct
(1990 a 2012) y SCOPUS (1990 a 2012) existentes en la Universidad Miguel Hernandez
de Elche. Esta revision se basd, estrictamente, en las relaciones de los acidos grasos
con su efecto anti-obesidad, de forma cientificamente demostrada y publicada en

revistas de reconocido prestigio internacional.

En la Tabla 12 se puede apreciar el nimero de citas bibliograficas, relacionadas con

esta revision, de las tres bases de datos consultadas.

Tabla 12. Numero de citas bibliograficas relacionadas con acidos grasos y efecto anti-obesidad,

realizadas en las bases de datos Science Direct y SCOPUS.

BASE DE DATOS Science Direct SCOPUS
Acidos grasos 374.792 211.307
Acidos grasos y anti-obesidad  23.652 442

CLA 10.665 4.454
CLA y anti-obesidad 1.170 67

Abreviaciones: CLA, acido linoleico conjugado.

Se han estudiado, durante el desarrollo de este trabajo de revisién, un total de 900
referencias de revistas de reconocido prestigio internacional relacionadas, todas ellas,
con el tema de investigacion: ‘ingredientes alimentarios como agentes anti-obesidad’.

La composicion final del trabajo de revision se dividid en las siguientes secciones:

— Acidos grasos bioactivos.
— Compuestos fendlicos.
— Soja.

— Esteroles.

— Calcio dietético.

— Fibra dietética.
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3.3.2. CLA EN LECHES FERMENTADAS COMERCIALES

3.3.2.1. Seleccion de muestras comerciales

Un total de 24 leches fermentadas comerciales (de leche de vaca) fueron adquiridas
por triplicado de diferentes supermercados locales. Segun la informacion suministrada
en el etiquetado se muestrearon las siguientes combinaciones en funcién del

contenido graso y cultivo iniciador (tradicional/probidtico):

Tabla 13. Combinaciones de leches comerciales analizadas en funcién del cultivo estarter y el

contenido en grasa.

. Cultivo estarter
Contenido en grasa

CTY! CTY + Bifidobacterium spp. CTY + L. casei
> 8% 4 - -
1.4% - 4% 5 3 3
<0.5% 3 3 3

'CTY: cultivos tradicionales del yogur (L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus).

3.3.2.2. Andlisis de dcidos grasos por cromatografia de gases acoplada a

detector de ionizacion de llama (GC-FID)

Los acidos grasos fueron metilados in situ segun el método descrito por Park y Goins
(1994). Los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAMEs) se analizaron en un
cromatégrafo de gases Agilent (modelo 6890, Palo Alto, CA, USA) equipado con un
detector de ionizacién de llama (FID) y una columna capilar DB-23 (30 m largo, 0.25 pum
de espesor de pelicula, 0.25 mm diametro interno; J&W Scientific, Agilent
Technologies). Los FAMEs fueron identificados por comparacién con los tiempos de
retencion de los estandares de FAMEs y cuantificados a partir de drea y su

comparacion con el drea del patrén interno correspondiente (C9:0 y C17:0).

3.3.3. CLAEN LECHES FERMENTADAS DE CABRA

3.3.3.1. Materias primas
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La leche de cabra fue recolectada en la granja de la Universidad Miguel Hernandez
(Orihuela, Alicante). El aceite de girasol hidrolizado (HSO) se prepard segun el método
descrito por Xu y col., (2004) adiciondandose a una concentracion del 1% en producto
final. Con el fin de confirmar los resultados se elabord un lote de yogures con un 0.5%
de Tonalin® (80% CLA) en producto final. Se estudiaron el efecto de dos cultivos
estarter: (1) cultivos tradicional del yogur (CTY) (ratio 1:1 de L. delbrueckii subsp.
bulgaricus y S. thermophilus, YF-L811 Yo-Flex®) y (2) L. casei (LC-01 nu-trish®),
suministrados por Chr. Hansen (Hgrsholm, Denmark) a la dosis recomendada por el

proveedor.
3.3.3.2. Andlisis quimico de la leche de cabra

La composicidn quimica de la leche de cabra se determind automaticamente en Milko
Scan FT 120 (Foss Elctric, Hillergd, Denmark). El pH se determiné en un pH-metro

modelo 510 (EUTECH INSTRUMENTS, Pte Ltd., Singapore).
3.3.3.3. Sistema de obtencion de las leches de cabra fermentadas

Tras la pasterizacién de la leche cruda de cabra, se elaboraron los siguientes lotes de

leches fermentadas:

Control Control
CTY 1% HSO L. casei 1% HSO
0.5% Tonalin 0.5% Tonalin

Para la obtencién de las leches fermentadas con CTY se siguié el procedimiento
descrito en la seccion 3.2.2. Sistema de obtencion del yogur enriquecido. Para la
obtencién de la leche fermentada con L. casei el procedimiento a seguir es el mismo
excepto en la temperatura de incubacién (37°C) y el pH alcanzado al final de la

fermentacion (3.7).

En los 0 (punto final de la fermentacién), 1, 14, 28 y 35 de almacenamiento se
analizaron muestras para determinar perfil de acidos grasos totales, microbiologia y

pH.
3.3.3.4. Determinacion del grado de hidrdlisis del aceite de girasol
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Los productos de reaccion de la hidrdlisis del aceite de girasol se determinaron por
cromatografia gaseosa (Luna y col., 2013) utilizado un cromatografo de gases HP 5890
Series Il, conectado a una columna capilar HT5 (25 m x 0.32 mm I.D x 0.1 um, SGE,
Supelco) con un detector de lonizacién por llama (FID) a 450°C e inyeccidn splitless a
350°C. Este método consiste basicamente en una modificacion e integracién de dos
métodos oficiales, UNE EN ISO 14103 (ésteres) y UNE EN ISO 14105 (glicéridos),
usando como patrén interno: cetano (> 99.9 % Sigma Aldrich), para cuantificar el
contenido de glicerol, ésteres etilicos y glicéridos (-mono, -di y triglicéridos),

respectivamente (Calero y col., 2014).

3.3.3.5. Andlisis de dcidos grasos por cromatografia de gases acoplada a

detector de ionizacion de llama (GC-FID)

La composicion en acidos grasos de los FAMEs en leche de cabra y las respectivas
leches fermentadas se determind siguiendo el protocolo anteriormente descrito en la
seccién 3.3.2.2. Andlisis de dcidos grasos por cromatogrdfia de gases acoplada a

detector de ionizacion de llama (GC-FID).
3.3.3.6. Determinaciones microbioldgicas en leches fermentadas

Se han realizado determinaciones de los recuentos de estreptococos y lactobacilos en
las leches fermentadas. El recuento de Streptococcus spp. se realizd en agar M-17 y el
de Lactobacillus spp. sobre agar MRS, bajo las condiciones descritas en la seccién

3.2.4.5. Determinaciones microbioldgicas.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos han sido analizados mediante el programa estadistico Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS v20.0) para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EEUU). Cualquier
diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos ha sido determinada
mediante analisis de la varianza (ANOVA). La naturaleza exacta de las diferencias entre
grupos fue determinada mediante la prueba de Tukey’s parwaise comparisions post-

hoc test. En todos los casos las diferencias fueron consideradas significativas para
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p<0,05. En general, los datos a lo largo de la presente Tesis Doctoral se expresan como
medias y error estdndar de la media. Solo en el articulo ‘Conjugated linoleic acid
content in fermented goat milk as affected by the starter culture and the presence of
free linoleic acid’ se utilizd6 el programa R software (R Core Team 2013,

URL http://www.R-project.org/) y se ejecutd un analisis de modelos mixtos para el

tratamiento de los datos.
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Discusion general

4.1. INTRODUCCION A LA DISCUSION

El compuesto (funcional/bioactivo) ideal para la fortificacidon de alimentos seria aquél
gue llegue al alimento en sus mayores niveles de biodisponibilidad, que no disminuya
el valor nutricional del vehiculo alimentario, que no altere sus propiedades sensoriales,
gue pueda ser usado para fortificar tanto alimentos liquidos como sodlidos, que sea
resistente al procesado y por ultimo, en lo posible que sea de bajo coste (Gaucheron,

2000).

En base a esto, en el presente estudio se evalud el potencial de dos sub-productos de
la industria del datil y membirillo, y del zumo de granada como fuente de compuestos
bioactivos (acidos orgdnicos, azucares, fibra, compuestos fendlicos) y el potencial del
acido linoleico conjugado como ingrediente con propiedades beneficiosas frente a
enfermedades cardiovasculares y posible efecto anti-obesidad, como compuestos para

la fortificacion de leche y productos lacteos.

Este capitulo recoge los principales resultados y una discusion de los diferentes
trabajos realizados. Las versiones completas de los mismos se encuentran en los
correspondientes articulos publicados o en proceso de revision en revistas
internacionales incluidas en el Journal Citations Reports y se adjuntan al final de esta

memoria.
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4.2. BLOQUE I: EFECTO DE LA INCORPORACION DE EXTRACTOS VEGETALES A
LECHES FERMENTADAS TIPO YOGUR

4.2.1. CARACTERIZACION DEL MATERIAL VEGETAL

Los datiles sujetos al presente estudio se caracterizan por ser no comerciales,
descartados durante su industrializacién. Los datiles Medjoul fueron descartados tras
el destrio debido a que no cumplian con los criterios de calidad post-cosecha (datiles
rotos, con insuficiente tamafio o color, con apariencia poco atractiva). Los datiles
Confitera necesitan de altas temperaturas durante su maduracion y las condiciones
climatolégicas del palmeral de Elche no son las dptimas, con lo que habitualmente
estos datiles se recogen prematuramente para evitar que el fruto se agriete y pueda
sufrir posterior contaminacién. Se hace necesario pues caracterizar estos cultivares no
comerciales de la industria del datil espafiola para dar salida a sus potenciales usos en

la industria alimentaria.

En cuanto al membrillo, Murcia, una regién préxima a las instalaciones de nuestro
campus universitario, es una de las zonas mas productoras a nivel nacional. Previos
estudios han mostrado el potencial efecto beneficioso de las diversas partes del fruto
(Véase seccion 1.6.2. Membrillo) si bien en la presente tesis doctoral nos centraremos
en investigar el posible uso del agua de escaldado resultante del procesado del fruto,
asi como la pasta obtenida pues consideramos que es necesaria su caracterizacion

como materia prima principal.

El estudio del zumo de granada como ingrediente en la fortificacién de yogures tiene
su explicacion por el interés que ha suscitado dicha fruta en los ultimos afios, en
especial por su potencial antioxidante. Los yogures con frutas son uno de los productos

l[acteos con mayor expectativa de venta, y mucho mas si son ‘bajos en grasas’.

Los resultados de la caracterizacion de la pasta y agua de escaldado obtenidas tras el
procesado de los datiles se presentan en dos articulos, uno de ellos publicado en la
revista Food Science and Technology (2014, 2(3): 34-40) y el otro publicado en la
revista Food and Bioproducts Processing (2012, 90: 506-514); la caracterizacién de la

pasta y agua de escaldado de membrillo se encuentra publicada en la revista LWT -
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Food Science and Technology (2011, 44: 1388-1395) y la caracterizaciéon del zumo de
granada se presenta en dos articulos, uno de ellos publicado en el Journal of
Agricultural and Food Chemistry (DOI: 10.1021/jf501503h) y el otro publicado en la
revista Milchwissenschaft (2012, 67(2): 177-180).

4.2.1.1. Composicion proximal de los ddtiles

En la Tabla 14 se presenta la composicion media de las pastas y agua de escaldado de
los dos cultivares de datiles. La pasta de datil tiene una elevada tendencia a retener
agua (Martin-Sanchez y col., 2014) y ello se ve reflejado en las pastas en estudio, de
hecho el contenido en humedad de la carne de datil Medjoul (sin escaldar) fue de
34.73% y de 59.18% en el caso de Confitera. La pasta de datil Confitera (CP) al
encontrarse en un estadio de maduracion mas fresco presenté una mayor humedad,
ademas estda demostrado que el escaldado captura una importante cantidad de agua
(Martin-Sanchez y col., 2014). El contenido en proteina, cenizas, fibra dietética (total,
soluble e insoluble) fue mayor en la pasta de datil Medjoul (MP) que en CP, aunque
todos los valores encontrados estdn en concordancia con resultados publicados en
otros estudios (Baraem y col., 2006). Por otro lado puede considerarse que las pastas
de datiles en estudio tienen un alto contenido en fibra pues se han encontrado valores
comprendidos entre 6.4-11.5% (Al-Shahib y Marshall, 2003) y 8.1-12.3% (Martin-
Sanchez y col., 2013) en otros estudios. En cuanto a las aguas de escaldado, la de
Medjoul (MBW) presenté mayor contenido en proteina y cenizas que el agua de

escaldado Confitera (CBW).

Es interesante destacar que el escaldado mejora ciertas propiedades tecnoldgicas de
los datiles. La capacidad de retencidn de agua, la capacidad de retencidn de aceite y la
estabilidad de la emulsion se ven aumentadas, propiedades que son muy importantes
en la obtencién de una textura adecuada en ciertos productos (Martin-Sanchez y col.,

2013; 2014).
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Tabla 14. Contenido en humedad, proteina, grasa, cenizas, fibra dietética total (TDF), fibra
dietética insoluble (IDF) y fibra dietética soluble (SDF) de las pastas y aguas de escaldado de los

datiles Medjoul y Confitera (media + error estandar).

MP MBW cP CBW
Humedad (g/100 g) 60.2 £ 0.47° 93.86 +0.12* 70.27 +0.27° 97.97+0.17°
Proteina* (g/100 g) 3.51+0.10° 0.71 +0.09® 2.62 £0.11° 0.19+0.07"
Grasa* (g/100 g) 0.17 +0.04° 0.13 +0.05°
Cenizas* (g/100 g) 3.3240.12° 0.67 +0.07" 2.48 +0.10° 0.18 +0.02"
TDF* (g/100 g) 12.43 +0.18° n.d. 9.29 +0.08° n.d.
IDF* (g/100 g) 10.22 + 0.46° n.d. 7.63+0.22° n.d.
SDF* (g/100 g) 2.21+0.14° n.d. 1.64 + 0.05° n.d.

*Los valores se presentan en base seca.

Abreviaciones: MP, pasta de datil Medjoul; MBW, agua de escaldado de datil Medjoul; CP, pasta de datil
Confitera; CBW, agua de escaldado de datil Confitera; n.d., no determinado.

Valores en la misma fila con distinta letra mindscula difieren significativamente (p<0.05) entre pastas.
Valores en la misma fila con distinta letra mayuscula difieren significativamente (p<0.05) entre aguas de
escaldado.

4.2.1.2. Contenido en azucares

Las materias primas con mayor contenido en azucares fueron los datiles (p<0.05),
tanto en las pastas como en las aguas de escaldado (Tablas 15 y 16) y particularmente
MP con un contenido en azlcares de 33.02 g/100 g. Al-Farsi y Lee (2008) revisaron los
constituyentes nutricionales de unas 80 referencias de datiles siendo fructosa, glucosa
y sacarosa los Unicos azucares detectados en datiles frescos y secos, con un
conteniendo medio en datiles frescos de 19.4, 22.8 y 4.03 g/100 g respectivamente,
dicho contenido aumenta cuando el datil es seco. Ademas fructosa y glucosa estan
presentes en cantidades similares (Al-Farsi y Lee, 2008) y como se puede observar esto
se cumple tanto en las pastas como en las aguas de escaldado (Tabla 15). Confitera es
un cultivar con un contenido relativamente bajo en azlcares en comparacién con otros
cultivares de datiles debido a la falta de calor durante su maduraciéon y a su pronta

recoleccion.

Los principales azucares detectados en las muestras de membrillo fueron fructosa,
manitol y glucosa. Rodriguez-Guisado y col., (2009) encontraron niveles algo
superiores de fructosa y glucosa (7.95 y 5.00 g/100 g, respectivamente) en membrillos

cultivados en el sudeste espafiol. Aunque el membrillo presenta un contenido

-72-



Discusion general

relativamente alto en azlcares, su consumo en fresco y aceptacion por parte de los
consumidores es comparativamente bajo debido a su acidez, amargor y astringencia.
Por ello y para propdsitos industriales es importante que el contenido en azucares del

fruto sea alto.

Tabla 15. Contenido en azlcares (g/100 g) de las distintas materias primas (media + error

estandar).

Sacarosa Glucosa Fructosa Manitol Lactosa AZUCARES

TOTALES

LDR n.d. n.d. n.d. n.d. 6.40+0.65 6.40+0.65"°
MP  0.75+0.10°° 17.00+0.15° 15.27+0.13° n.d. n.d. 33.02+0.18°
MBW 0.71#0.22°¢ 2.90+0.62° 2.53+0.56° n.d. n.d. 6.14+1.39"¢
cP 1.69+0.11° 10.99+0.67° 9.85+0.62° n.d. n.d. 22.53+1.40°
CBW  0.86+0.08° 0.18+0.01*° 0.17+0.00° n.d. n.d. 1.20+0.08°
QP 0.23+0.00*® 2.12+0.08° 5.09+0.18° 2.23+0.07° n.d. 9.67+0.33¢
QBW  0.06+0.01° 0.60+0.15*° 1.42+0.36*° 0.62+0.15° n.d. 2.70+0.67°°
PGJ 0.48+0.09  6.67+0.80  7.27+0.42 n.d. n.d. 14.42+1.31

Abreviaciones: LDR, leche desnatada reconstituida; MP, pasta de datil Medjoul; MBW, agua de
escaldado de datil Medjoul; CP, pasta de datil Confitera; CBW, agua de escaldado de datil Confitera; QP,
pasta de membrillo; QBW, agua de escaldado de membirillo; PGJ, zumo de granada; n.d., no detectado.
Valores en la misma columna con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).

El zumo de granada es rico en fructosa y glucosa, con un contenido minoritario en
sacarosa. El hecho de que tanto en membrillo como en zumo de granada el contenido
en fructosa sea superior al de glucosa puede ser ventajoso pues la fructosa es
aproximadamente el doble de dulce que la glucosa (Levin y col., 2000). El contenido en
azUcares del PGJ es similar al publicado por Hasnaoui y col., (2011) y Melgarejo y col.,
(2000) y difiere en cuanto a la prevalencia de azucares respecto al estudio de Ozgen y

col., (2008).

Para un mejor entendimiento de los resultados que se presentaran en cuanto a la
caracterizacion de los yogures enriquecidos se caracterizdo la leche desnatada
reconstituida como materia prima y como era de esperar el azUcar mayoritario

detectado fue la lactosa.

En cuanto a su pH (Tabla 16), el hecho de que los datiles Medjoul tengan un pH

cercano a la neutralidad hace que sean candidatos ideales para ser incorporados a
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otros productos. Tanto QP como PGJ presentaban pH mucho mds acidos, lo cual se

debe tener en cuenta pues puede modificar la acidez del producto a enriquecer.

Tabla 16. Contenido en solidos solubles totales (°Brix) y pH de las distintas materias primas.

pH °Brix
MP 6.98 £ 0.01 39.80 £ 0.58
MBW 6.25+0.03 8.00+£0.10
cpP 5.80+0.00 29.73 £ 0.07
CBW 5.70+£0.00 2.17 £0.05
QP 3.92+£0.00 11.73+£0.08
QBW 4.83+0.01 3.53+0.03
PGJ 4.09 £ 0.00 14.33 £ 0.02

Abreviaciones: LDR, leche desnatada reconstituida; MP, pasta de datil Medjoul; MBW, agua de
escaldado de datil Medjoul; CP, pasta de datil Confitera; CBW, agua de escaldado de datil Confitera; QP,
pasta de membrillo; QBW, agua de escaldado de membirillo; PGJ, zumo de granada; n.d., no detectado.
Valores en la misma columna con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).

En general el aporte en sélidos solubles de las distintas materias primas se traducird en

una fortificacién en el contenido en solidos totales en los yogures enriquecidos.
4.2.1.3. Contenido en dcidos orgdnicos

La Tabla 17 muestra el perfil de acidos orgdnicos de las distintas materias primas. Las
pastas de datil Medjoul y de membrillo presentaron la mayor acidez total. En MP el
acido malico fue el mayoritario, este mismo comportamiento se vio en otros datiles
estudiados (Al-Farsi y col., 2005; Amorés y col., 2009). En cambio tanto en CP, CBW y
MBW el acido organico predominante fue el succinico. Desde un punto de vista
tecnoldgico que el dcido malico sea el predominante es considerado positivo pues el
acido malico actua como potenciador del flavor (Martin-Sanchez y col., 2014). Existe
controversia entre estudios llevados a cabo en datiles en cuanto a su composicién en
acidos organicos. Muchos autores apuntan a que el contenido en acido malico
disminuye conforme el fruto madura (Rastegar y col., (2012) mientras que otros
autores respaldan lo opuesto (Amords y col., 2009, Martin-Sanchez y col., 2014). En
ciertos estudios se ha mostrado que en estados mds inmaduros (Khalal) el acido
succinico fue el mayoritario (Mortazavi y col., 2010). También es esperable que la

acidez total disminuya conforme aumenta el estado de maduracion pero en el
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presente estudio no podemos caer en el error de comparar entre estados de
maduracién pues no se trata de comparaciones entre el mismo cultivar. En las pastas
de datil otros acidos orgdnicos como el acético, fumarico y citrico estuvieron presentes
en menor concentracion. El dacido ascérbico soélo se detectd en las pastas,
probablemente debido a su inactivacidon térmica durante el escaldado. Durante el
escaldado la parte interna del fruto es capaz de retener dicho acido mientras que en el
agua alcanza temperaturas superiores durante un tiempo mas prolongado con lo que
el 4cido ascorbico es completamente inactivado. En ambas aguas de escaldado el acido

succinico fue el mayoritario seguido del acético.

Ambas pastas de datil presentaron una acidez similar, sin embargo entre las aguas de
escaldado CBW presentd una mayor acidez total de modo que el escaldado afecté mas
al cultivar Confitera de modo que una gran parte de los acidos organicos solubilizaron

y pasaron al agua.

El acido orgdnico mayoritario en la pasta de membrillo fue el acético, ademas férmico,
malico y succinico en menores concentraciones. En QBW de nuevo acético fue el
mayoritario junto con malico en similar concentracidn. El elevado contenido en acido
acético es sefial de una sobre maduracidn del fruto; como se ha justificado a lo largo
de la presente Tesis uno de los objetivos es la valorizacion de frutos que por diversas
causas no pueden ser suministrados para su consumo en fresco (como en el caso de
los cultivares de datiles), en este sentido los membrillos se seleccionaron en avanzado
estado de maduracion para evaluar su posible revalorizacion. Otros autores han
encontrado el acido malico como mayoritario (Rodriguez-Guisado y col., 2009; Silva y
col., 2004b) mientras que un reciente estudio ha mostrado el acido fitico (no
detectado en el presente estudio) como el mds abundante de manera significativa
(Szychowski y col., 2014). Las diferencias encontradas pueden atribuirse a la técnica de
extraccion empleada, al cultivar/clon, al estado de maduracion en el que se recolectd

el fruto, entre otras (Szychowski y col., 2014).
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Tabla 17. Contenido en 4cidos organicos (mg/100 g) y acidez total (%) de las distintas materias primas (media + error estandar).

Acido organico LDR MP MBW cp CBW QP QBW PGJ
Oxalico 3.60+0.44° 53.29+2.51° 0.22+0.03° 41.4142.94° 4.29+0.11° n.d. n.d. 3.96+0.15°
Citrico 233.41+24.30°  155.43+3.97° 9.72+0.83°  159.93+12.46° 70.27+2.06°  84.72+2.73°  34.414+5.42*°  262.11+40.88"
Malico 2.4740.69° 764.58+0.38°  15.78+0.76°  579.01+43.07°  22.22+0.21° 303.73+12.63° 97.81+28.13°  748.80%5.31°
Ascorbico 0.3740.11° 12.64+1.54° n.d. 11.14+1.09° n.d. 10.40+0.11° 2.89+1.14° 87.49+10.04°
Succinico n.d. 507.794#9.19  142.28+21.61 640.19+53.07 276.00£17.20 270.14+22.16  63.69+24.42 n.d.
Lactico 122.23+3.93 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Férmico n.d. 111.68+21.55*°  5.71+0.18°  129.31+19.83° 52.40+2.31*° 318.97+39.89° 53.92+22.09°° n.d.
Acético 14.85+1.87*"  179.15+25.54*°  33.5045.01°  244.08+37.14° 198.74+1.76>° 684.60+49.29° 103.09+34.24*" n.d.
Fumarico 3.36+0.12° 187.45+0.33" 9.18+1.32° 61.334+5.85°  52.44+3.07°  11.01+0.99° 1.54+1.54° 9.80+2.04°
ACIDEZ TOTAL 0.38+0.07" 1.97+0.05° 0.22+0.03° 1.87+0.18° 0.68+0.04%° 1.68+0.12° 0.36%0.12°° 1.11+0.03°

Abreviaciones: LDR, leche desnatada reconstituida; MP, pasta de datil Medjoul; MBW, agua de escaldado de datil Medjoul; CP, pasta de datil Confitera; CBW, agua de
escaldado de datil Confitera; QP, pasta de membrillo; QBW, agua de escaldado de membirillo; PGJ, zumo de granada; n.d., no detectado.
Valores en la misma fila con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).
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En el zumo de granada (PGJ) el acido malico fue el mayoritario seguido de citrico y
ascoérbico, otros acidos como fumarico y oxdlico se detectaron en menor
concentracion. Se han encontrado diferencias en relacion a la literatura revisada;
estudios han detectado cantidades superiores de dichos acidos (Hasnaoui y col., 2011)
mientras que en otras investigaciones dichas cantidades fueron inferiores (Melgarejo y

col., 2000; Ozgen y col., 2008).

Al igual que en el estudio de Tormo e lzco (2004) el principal acido organico
identificado en la leche desnatada fue el acido citrico (se asume que el citrato es
incluido en la deteccidn) seguido de acido lactico y otros acidos organicos (oxalico,
fumarico, malico y ascérbico) en menor concentracion. Como Tormo e lzco (2004)
explicaron es posible que parte del citrato presente en el suero estuviera en forma
insoluble en la muestra una vez disuelta en agua y que sin embargo una vez que la
muestra es inyectada y mezclada con la fase acida todo el citrato quedara

completamente disuelto para su deteccion.

En todas las materias primas analizadas se detectd un gran pico en el tiempo de
retencién del acido tartarico, pero no ha sido incluido en la Tabla 17 pues existen
dudas razonables sobre su verdadera identificacion. Este fendmeno de picos fantasma
puede darse en los métodos de analisis en que la identificacion se realiza solo en base
a los tiempos de retencion, los espectros de dichos picos pueden aclarar la

identificacion pero persiste una probabilidad de confusion.
4.2.1.4. Contenido en fenoles y flavonoides totales

Los compuestos fendlicos han atraido considerablemente la atenciéon de los
investigadores principalmente por el papel que juegan como antioxidantes, si bien
asimismo contribuyen a los atributos sensoriales de los frutos (amargor y astringencia)
(Hamazuzu y col.,, 2006). En la Tabla 18 se presenta el contenido en fenoles y
flavonoides totales de las distintas materias primas. Segin Huang y col., (2005) el
contenido en fenoles totales (TPC) determinado por el reactivo de Folin-Ciocalteu
puede ser utilizado para estimar la capacidad reductora de un antioxidante. La pasta
de membrillo presenté el mayor contenido en fenoles y flavonoides totales (p<0.05),

con lo que se trata de la materia prima con mayor capacidad de disminuir o prevenir la
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oxidacion de otras moléculas. Recientemente Wojdyto y col., (2013) caracterizaron el
perfil fitoquimico de diferentes variedades y genotipos de membrillo demostrando
poseer una elevada actividad bioldgica, especialmente debida a compuestos
pertenecientes a la clase flavan-3-ols y derivados del acido clorogénico. Ademas la
relacion procianidinas/flavan-3-ols es el contribuyente mdas importante a su
demostrada actividad antioxidante (Wojdyto y col., 2013). Extractos de membrillo han
mostrado tener un contenido en compuestos fendlicos superior al de la manzana y
pera (Fattouch y col., 2008). Es interesante destacar que el contenido en compuestos
fendlicos no varia durante el procesado de membrillo para la elaboracién de
mermelada, con lo que los compuestos fendlicos presentes son bastante estables a la
aplicacién de tratamientos tecnoldgicos. Entre los dos cultivares de datiles Confitera es
el que contiene la mayor cantidad de fenoles y flavonoides; ademas CBW puede
considerarse como fuente de compuestos fendlicos pues su contenido fue similar al de

la pasta.

La presencia de compuestos fendlicos en las aguas de escaldado puede deberse a
procesos de lixiviacion durante el escaldado. Entre las aguas de escaldado CBW
presentd la mayor concentracion en fenoles totales y QBW en flavonoides totales. En
datiles el secado natural que se da durante su maduracion es considerado como
desfavorable para los antioxidantes naturales, como fenoles y flavonoides, debido a la
posibilidad de descomposicidon oxidativa via enzimatica (polifenol oxidasa (PPO) vy
glucosidasa) o bien por degradacion térmica (Al-Farsi y Lee, 2008). Por otro lado,
Martin-Sanchez y col., (2014) observaron un notable aumento en el contenido en
fenoles totales tras el escaldado de datiles posiblemente debido a la inactivacién de

PPO durante el escaldado.

El zumo de granada presentd niveles superiores de fenoles totales que otros zumos de
frutas naturales como la naranja, uva tinta, uva blanca, mango y melocotén (Mahdaviy
col., 2010). En el estudio posterior realizado por nuestro grupo de investigacién
“Antioxidant activity and interactions protein-polyphenol in a pomegranate (Punica
granatum L.) yogurt” e incluido en la presente Tesis se obtuvieron valores inferiores de
fenoles totales (707.25 mg GAE/L) y flavonoides totales (75.50 mg RE/100g) para el
mismo cultivar de granada. Tanto la composicidon de los arilos como las diferentes
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propiedades texturales de los tejidos del fruto pueden influir la transferencia de
compuestos fendlicos durante el procesado a zumo (Fischer y col., 2013). Atendiendo
a los resultados presentados en la Tabla 18 el contenido en fenoles es similar al
encontrado en otros zumos de granada por Ozgen y col., (2008) (1507 mg GAE/L) e
inferiores a los obtenidos por Mahdaviy col., (2010) (4214.20 mg GAE/L) y Tehranifara
y col.,, 2010) (2957.9-9853.7 mg GAE/L) aunque dichas estas variaciones pueden
deberse a diferencias entre cultivares, practicas agricolas, método de determinacién
usado, entre otros (Cam y col., 2009). En el fruto de la granada la concentracién
maxima de flavonoides totales se encuentra en la piel seguido de la pulpa (albedo) (Liy

col., 2006).

Tabla 18. Contenido en fenoles totales (TPC) y flavonoides totales (TFC) de las distintas

materias primas (media * error estandar).

TPC (mg GAE/L) TFC (mg RE/100g)
MP 543.58 £9.39 57.70+£0.72
MBW 200.57 £ 2.86 27.88£0.79
cp 621.92+7.72 73.61 £0.85
CBW 521.05 £ 8.57 65.94 + 2.60
QP 1595.67 £+ 7.27 459.86 + 23.21
QBwW 410.80 + 15.88 70.40 £ 2.90
PGJ 1406.83 £ 0.79 80.21+3.54

Abreviaciones: GAE, equivalentes de acido galico; RE, equivalentes de rutina; MP, pasta de datil
Medjoul; MBW, agua de escaldado de datil Medjoul; CP, pasta de datil Confitera; CBW, agua de
escaldado de datil Confitera; QP, pasta de membrillo; QBW, agua de escaldado de membirillo; PGJ, zumo
de granada.

Valores en la misma columna con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).

4.2.1.5. Contenido en antocianos totales (yogur con granada)

El contenido en antocianos totales del zumo de granada fue de 126.04 mg de
equivalentes de cianidin-3-glucosido (CGE)/L. Cuantitativamente nuestros resultados
fueron superiores a los valores medios publicados por Elfalleh y col., (2011) (39.19 mg
CGE/L) y Ozgen y col., (2008) (60.0 mg CGE/L) para zumos procedentes de arilos,
aunque este ultimo presentando una gran variabilidad. Segun Proteggente y col.,
(2002) las frutas y verduras ricas en antocianos son las que poseen la mayor actividad
antioxidante. El conocimiento sobre la capacidad antioxidante de los alimentos seria

interesante y de gran utilidad en estudios epidemioldgicos (Proteggente y col., 2002).
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4.2.1.6. Actividad antioxidante

Para la evaluacion de la actividad antioxidante (AA) in vitro se deben de ensayar una
mezcla de métodos para cubrir todos los aspectos relacionados con la eficacia
antioxidante pues la AA medida a través de un ensayo individual refleja sélo la
reactividad quimica bajo las condiciones especificas aplicadas en dicho ensayo (Huang
y col.,, 2005). En este sentido se han evaluado tres ensayos basados en métodos

espectrofotométricos para evaluar la AA de las distintas materias primas (Tabla 19).

La capacidad de secuestrar radicales de las distintas materias primas se analizd
utilizando el radical libre DPPH. La Tabla X muestra las concentraciones que se
requieren para secuestrar al radical DPPH y los valores de secuestro como % de
inhibicion. De entre todas las muestras analizadas, el zumo de granada fue con
diferencia la que presentd la mayor capacidad de secuestrar radicales a una
concentracién de 10 g/100g. Esto quiere decir que es capaz de prevenir reacciones en
cadena de iniciacién y propagacion de radicales libres (Viuda-Martos vy col., 2011). En el
analisis del DPPH:, la mayor AA se refleja en el menor ICsq; en este sentido el orden de
AA fue: PGJ>QP>QBW>MP>MBW>CBW>CP. El zumo de granada presenté mayor
actividad secuestrante de radicales (menor ICsg) que algunos co-productos de la
industria transformadora de zumo de granada (ICso= 11.6-37.8) (Viuda-Martos y col.,
2011) los cuales contenian parte de la piel y el albedo. Las muestras de memobirillo
también mostraron una buena capacidad secuestrante de radicales. Fattouch y col.,
(2008) determinaron que la pulpa de membrillo presentd mayor efecto sobre el radical

DPPH que la pulpa de pera y de manzana.

El poder reductor es un mecanismo de actividad antioxidante en el que se mide la
conversidon de un complejo ferrocianuro-Fe** a su forma ferrosa. El andlisis de las
propiedades reductoras mostré que el zumo de granada a una concentracién de 7.5
g/100 g presentd la mayor AA. Entre las pastas y aguas de escaldado con mayor
actividad, QBW y CBW mostraron similares capacidades de reducir hierro, no
encontrandose diferencias significativas entre ellas, y ademds de un modo
concentracion-dependiente. Mediante este mecanismo las distintas pastas apenas

presentaron AA.
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Tabla 19. Actividad antioxidante de las distintas materias primas a diferentes concentraciones (A =2.5%, B =5%, C=7.5%, D = 10%).

DPPH- FRAP FIC

MATERIA Inhibicion (%) TEAC' (mM Trolox/L) Efecto quelante (%)

PRIMA A B C D ?|Cs A B C D A B C D *EC<o

Pasta

Membrillo 422°  6.81*"® 8.72°° 12.69® 1961  0.07°° 0.10°° 0.15® 0.19%®  Se S.e S.e S.e
(0.61)* (0.61) (0.08)  (1.00) (0.00) (0.00) (0.00) (0.01)

Medjoul 1.93 1.25%  2.24%  399% 3471  0.02* 0.04** 0.05** 0.07" = Se S.e S.e S.e
(0.15) (0.69) (0.46)  (0.99) (0.00) (0.00) (0.00) (0.00)

Confitera 3.69 3.69% 4.22° 491" 6928  0.04® 0.05® 0.06™ 0.08" S.e S.e S.e S.e
(0.39) (0.08) (0.31) (1.15) (0.00) (0.00) (0.00) (0.00)

Agua de escaldado

Membrillo 9.74®  14.24°® 21.32°® 2270 2421 024 046" 057® 093®  Se S.e S.e S.e
(0.23) (0.14) (2.07) (0.05) (0.06) (0.03) (0.02) (0.04)

Medjoul 5.60° 671 666" 7.77% 4151 009 009" 0.14* 0.22" 1.45%%  3.64"  4.45% 973" 1707
(0.47) (0.53) (0.16) (0.22) (0.02) (0.00) (0.00) (0.05) (0.03) (0.02) (0.04) (0.04)

Confitera 9.60® 15.16™ 17.37® 17.18® 61.75 0.28° 0.47® 0.66®° 093  17.82® 26.73"® 32.82® 47.18"® 10.52
(0.28) (0.51) (0.14)  (0.23) (0.01) (0.03) (0.02) (0.02) (0.10) (0.04) (0.04) (0.05)

Zumo de granada  23.52° 38.31° 47.27° 72.76° 7.47 0.57° 1.18" 1.50° 0.74° 3.82°  7.09° 18.64° 22.45% 1253
(0.23) (1.06) (0.28) (0.32) (0.00) (0.10) (0.01) (0.00) (0.01) (0.02) (0.10) (0.02)

1TEAC, capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox; 2ICE—,O, concentracion (%) para un 50% de inhibicidn; 3EC50, concentracion (%) para un 50% de efecto quelante.
Valores en la misma fila con distinta letra pequefia difieren significativamente (p<0.05). Valores en la misma columna con distinta letra grande difieren significativamente
(p<0.05).

*Valores en paréntesis indican error estandar. S.e., Sin efecto.
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La habilidad quelante es de gran importancia en la industria alimentaria ya que los
metales de transicidn contribuyen a la oxidacién lipidica, la cual es la principal causa de
degradacion de alimentos (Viuda-Martos y col.,, 2010b). Por lo que es de gran
importancia averiguar qué materias primas tienen la capacidad de quelar hierro (Il). En
el presente estudio ninguna de las pastas analizadas ni el agua de escaldado de
membirillo presentd dicha habilidad. A mayor efecto quelante menor ECso; en este

sentido el orden de AA seria: CBW>PGJ>MBW.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de los distintos métodos usados el zumo
de granada fue la materia prima que mostré una mayor AA, ademds del elevado
contenido en compuestos fendlicos, siendo en este caso la mas apropiada para evaluar

su efecto antioxidante en yogur enriquecido.

4.2.2. CARACTERIZACION DE LOS YOGURES ENRIQUECIDOS

Los resultados de la caracterizacidon del yogur enriquecido en agua de escaldado de
datil (Medjoul y Confitera) se presenta en el articulo publicado en la revista Food and
Bioproducts Processing (2012, 90: 506-514); la caracterizacion del yogur enriquecido
en agua de escaldado de membirillo se encuentra publicada en el LWT - Food Science
and Technology (2011, 44: 1388-1395) y la caracterizacidon del yogur enriquecido en
zumo de granada se presenta en dos articulos, uno de ellos publicado en el Journal of
Agricultural and Food Chemistry (DOI: 10.1021/jf501503h) y el otro publicado en la
revista Milchwissenschaft (2012, 67(2): 177-180).

4.2.2.1. Curva de acidificacion

La Figura 6 muestra la evolucion del pH durante la fermentacion de los distintos
yogures enriquecidos. El enriquecimiento de los yogures con las aguas de escaldado de
membrillo y datil Confitera estimula el proceso de fermentacidn, mientras que el zumo
de granada y el agua de escaldado de datil Medjoul aumentan el pH del producto final
respecto a los yogures control (p<0.05). Cabe destacar que el yogur que contiene CBW
acelera el proceso de fermentacién en 30 minutos con respecto al resto de yogures

(p<0.05), lo cual se confirma con el elevado contenido en acido lactico en este yogur a
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dia 1 de almacenamiento en refrigeracién (1396.04 mg/100 g). Esto puede ser debido
a que CBW proporciona acido formico (52.40 mg/100 g) el cual puede estimular el

crecimiento de lactobacilos (Bautista y col., 1996).

6,5 -
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L 55
53
51 -
4,9 -
4,7 -
4,5 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; .

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330

Tiempo (min)

control membrillo d.medjoul d.confitera granada

Figura 6. Curva de acidificaciéon de la elaboracidn de los yogures.

La adicién de zumo de granada retrasd el desarrollo del acido con la consiguiente
disminucién de la bajada de pH. La repentina bajada de pH inicial (0.32 puntos) asi
como el tratamiento térmico de la leche reconstituida al 25% en sélidos pudo haber
causado un efecto de pre-acidificacion en la mezcla. En esta situacion Phadungath
(2005) establecid6 mayores valores finales de pH debido a la desnaturalizacion de las
proteinas séricas, con lo que el punto isoeléctrico es mayor resultando en un proceso
de solidificacién a un pH mayor al esperado. Oztiirk y Oner, (1999) observaron un
comportamiento similar cuando adicionaban zumo de uva concentrado a yogur. Esto
puede dar lugar a problemas de sinéresis y a la ruptura de las relaciones simbidticas

entre los cultivos iniciadores.
4.2.2.2. Color

El color es la primera caracteristica sensorial percibida por los consumidores y tiende a
modificar otras percepciones tales como flavor y aroma (Garcia-Pérez y col., 2005). La
adicién de las aguas de escaldado no produjo efectos significativos sobre los valores de

L* y b* Uunicamente la coordenada a* se ve afectada por la adicién de agua de
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escaldado de datil Confitera (p<0.05) (Tabla 20). Todas las muestras obtuvieron
mayores valores de las coordenadas a* (menos verde) y b* (mds amarillo) comparadas
con las muestras control, lo cual puede ser debido a que todas las aguas de escaldado
presentaban un tono marrén, pero no lo suficientemente elevado como para producir
grandes cambios en las propiedades del color del producto final. La adicién de fibra de
pasta de datil a yogur si obtuvo un efecto significativo sobre los pardmetros del color

en el estudio llevado a cabo por Hashim y col., (2009).

La adicién de zumo de granada afectd a todas las coordenadas de color (disminuyd L*,
aumenté a* y disminuyd b*). La adicién de PGJ proporciona al yogur un color rojizo el
cual es percibido como mas atractivo por los consumidores. Gambaro y col., (2001)
mostraron una influencia positiva en la aceptabilidad de yogur de fresa debido a la

intensidad del color rojo.

Tabla 20. Color y textura de los yogures enriquecidos (valor medio + error estandar).

Tipo de yogur L* a* b* Fmax (N)

CONTROL 84,27 +1,11° -2,74 + 0,06° 534+0,16° 32,56+ 1,04°
MEMBRILLO 83,07 +2,48° -2,21+0,23*° 6,15+0,49° 20,52 +0,71°
D. MEDJOUL 85,46 +1,91° -2,42+0,07**  556+0,17°  32,60+0,57°
D. CONFITERA 82,71+0,78" -1,59 +0,18" 6,66 +0,24° 23,90+ 1,16°
GRANADA 72.19 + 1.06° 8.05 + 0.29° 1.77£0.06°  33.22+2.23°

Valores en la misma columna con distinta letra difieren significativamente (p<0.05)

4.2.2.3. Textura

Los yogures enriquecidos en aguas de escaldado de membrillo y Confitera presentaron
significativamente menores valores de Fn.x que los yogures control, Medjoul y
granada, lo que indica que la estructura de los yogures control, Medjoul y granada es
mas dura que la de los yogures de membirillo y Confitera (Tabla 20). Las propiedades
texturales de los geles acidos estan influenciadas por varios factores tales como:
concentracion de caseinas, pH, temperatura, la evolucién del pH y temperatura y los
sélidos totales (Phadungath, 2005). Con lo que el incremento en sélidos totales por
parte de MBW (6.14%) y PGJ (14.42%) pudo haber aumentado la firmeza de los

yogures.
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En el yogur la fuerza de la red proteica aumenta conforme aumenta la liberacién de
acido lactico y exopolisacaridos producidos por las bacterias lacticas (Lubbers y col.,
2004). Por lo que el reblandecimiento de los yogures enriquecidos en QBW pudo ser
debido a las bajas poblaciones de lactobacilos (Figura 9). Ademas el bajo pH de QBW
(4.83) y CBW (5.70) causé una bajada repentina en el pH inicial de las mezclas que
junto con el tratamiento térmico empleado pudo haber causado un efecto de pre-
acidificacion. En estas condiciones Peng y col., (2009) mostraron un aumento en la
solubilizacion del fosfato calcico coloidal, un aumento en la pérdida temprana del
entrecruzamiento del fosfato célcico coloidal lo que lleva a la produccidn de geles mas

débiles.
4.2.2.4. Reologia

Los ensayos oscilatorios permiten evaluar las caracteristicas de los yogures en
condiciones no destructivas de la estructura. A partir de los resultados de las pruebas
oscilatorias se calcularon los mdédulos de elasticidad y pérdida, G’ y G”, los cuales estan
relacionados con la energia almacenada y liberada, respectivamente, por ciclo de
deformacion, mientras que la tan (6) estd asociada con el grado de viscoelasticidad de
la muestra (Singh y Muthukumarappan, 2008). Los yogures firmes poseen propiedades
de flujo que son caracteristicas de fluidos viscoelaticos débiles y no-Newtonianos con
un comportamiento altamente tiempo-dependiente (Ares y col., 2006). Como el yogur
es un producto vivo, los cambios estructurales pueden suceder en diversas etapas
entre la incubacion y el almacenamiento en frio. De hecho, la fuerza de la red proteica
aumenta conforme aumenta el contenido en &acido lactico y la produccion de

exopolisacaridos producidos por las bacterias vivas del yogur (Lubbers y col., 2004).

Los yogures estudiados permanecen en la regién viscoelastica lineal durante todo el
rango de frecuencias ensayadas (0.01-1 Hz). Se seleccionarion los siguientes

parametros para llevar a cabo el analisis estadistico: G’, G”, n*, tan (6) y y (Tabla 21).

Coincidiendo con los resultados obtenidos por Sendra y col.,, (2010) los yogures
muestran un comportamiento predominantemente eldstico (G’ > G’’) durante todo el
rango de frecuencias ensayadas, lo que se corresponde proximamente al

comportamiento de un gel verdadero. En general, los mdédulos (G’ y G”’) aumentan
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Tabla 21. Evolucion de los parametros reoldgicos de los yogures enriquecidos en agua de escaldado de datil y membrillo bajo prueba oscilatoria (valores del
barrido de frecuencia obtenidos a 0.1 Hz, 0.4 Pa, 7°C): G’, médulo de elasticidad; G””, mddulo de viscosidad; n*, viscosidad compleja; tan (6) y y deformacidn

durante 28 dias de almacenamiento en refrigeracion.

Tipo de S G’ (Pa) G” (Pa) n* (Pa-s) tan 6 (-) v(-)
yogur Media E. E. Media E. E. Media E. E. Media E. E. Media E. E.

1 721.05 39.75 162.70 7.20 1175.00 65.00 0.226 0.003  0.00054 0.00003

753.70 153.71 163.20 35.21  1229.00 250.99 0.230 0.010  0.00057 0.00008

Control 14  1264.47 309.76 294.90 84.55  2066.67 511.25 0.215 0.005  0.00034 0.00013
21  1160.33 216.71 245.27 4449  1886.67 352.44 0.212 0.001  0.00036 0.00006

28  1179.00 87.88 247.93 17.29  1916.67 141.11 0.210 0.003  0.00034 0.00026

1 417.80 43.18 102.70 5.28 685.00 63.24 0.246 0.002  0.00093° 0.00003

705.73 69.09 173.17 18.74  1156.67 112.60 0.245 0.005  0.00056° 0.00005

Membrillo 14  790.00 13.60 188.40 4.40 1295.00 25.00 0.239 0.002  0.00049° 0.00001
21  789.97 116.36 183.50 2693  1293.00 191.29 0.232 0.002  0.00052° 0.00008

28  640.55 28.95 150.80 4.10 1045.00 45.00 0.236 0.005  0.00061° 0.00003

1 444.00° 11.02 104.10° 4.35 726.00° 12.07 0.234° 0.002  0.00088° 0.00001

1045.00° 14.00 244.25° 0.55 1710.00¢ 20.00 0.234° 0.003 0.00037° 0.00001

Medjoul 14  986.85%° 67.15 222.35%° 13.95 1610.00%* 110.00 0.226%" 0.002  0.00040°° 0.00003
21  854.80°° 23.70 185.15" 7.95 1390.00° 40.00 0.217° 0.004  0.00046" 0.00001

28  785.20° 9.60 169.50° 3.40 1275.00° 15.00 0.216° 0.002  0.00050° 0.00001

1 1286.00 42.00 312.15 12.05  2110.00 70.00 0.243° 0.002  0.00030 0.00001

1598.00 178.97 371.73 35.46  2610.00 287.89 0.234*° 0.007  0.00025 0.00003

Confitera 14  1283.78 166.10 284.92 39.74  2090.00 271.85 0.221*° 0.003  0.00033 0.00005
21  1053.85 109.84 234.35 27.99  1720.00 181.52 0.221*° 0.005  0.00038 0.00005

28 1107.13 109.54 233.28 22.31  1802.50 176.42 0.211° 0.006  0.00036 0.00004

E. E., error estandar.
Valores en la misma columna con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).
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conforme aumenta la frecuencia mostrando caracteristicas de una solucion
concentrada (Staffolo y col., 2004). Nuestros valores experimentales para tan (6)
varian entre 0.210 a 0.246 lo cual sefiala a un polimero concentrado amorfo (Steffe,
1996); un valor bajo de tan (6) indica que el gel tiene un predominante caracter

eldstico (Singh y Muthukumarappan, 2008).

El tipo de yogur afectd significativamente (p<0.05) a G’, n*, tan (8) y y mientras que el
tiempo de almacenamiento sélo afectd (p<0.05) a la tan (8) y a y. El almacenamiento
de las muestras durante dos semanas no causd ninglin cambio significativo en las
propiedades viscoeldsticas de las muestras con respecto al primer dia. Sin embargo, a
dia 21 y 28, la tan (6) fue estadisticamente menor a los dias 1 y 7. Esto indica un
incremento en las caracteristicas sélidas de las muestras tras dos semanas de
almacenamiento, lo cual puede ser debido al incremento de la acidez de las muestras
durante dicho periodo. En cuanto al tipo, los yogures control y Confitera mostraron
mayores valores de G’ y G”’ y fueron los que presentaron menor pH, especialmente los
yogures enriquecidos en agua de escaldado Confitera los cuales ademas presentaban
la mayor viscosidad. A su vez presentan mayores recuentos de estreptococos (Figura 9)
capaces de liberar exopolisacdridos que contribuyen al reforzamiento de la estructura
del gel. Respecto a los yogures con zumo de granada, no se observaron diferencias
significativas con el control en ninguno de los parametros reolégicos determinados. De
este modo podemos concluir que las pequeias diferencias observadas en los

pardmetros reoldgicos se debieron a las diferencias en el pH entre los yogures.

4.2.2.5. Andlisis sensorial

Las pruebas afectivas (como los tests de aceptabilidad) nos proporcionan valiosa
informacidn sobre el potencial comercial el producto desarrollado ya que la opinién de
los consumidores es de gran importancia en el desarrollo de un nuevo producto
alimentario y conocer los gustos de los consumidores es la clave para colocar un
producto en el mercado (Cardarelli y col., 2008). Existen diferencias significativas en la
apariencia, flavor y aceptacion general entre los yogures control y los enriquecidos. La
cremosidad, dulzor, astringencia y acidez fueron puntuados de manera muy similar en

todas las muestras. Los yogures enriquecidos en PGJ y QBW mayores puntuaciones en
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el atributo apariencia mientras que el enriquecimiento con PGJ y MBW mejoraron la
percepcion del flavor (p<0.05). Los yogures control y granada presentaron los mayores
valores de aceptacidon general mientras que los yogures enriquecidos en QBW fueron
los peor valorados con respecto a este atributo. El membrillo es un fruto que aun
estando en su estado optimo de maduracién se caracteriza por su elevado amargor y
astringencia, principalmente dadas por su contenido en compuestos fendlicos
(Wojdyto y col., 2013), lo que hace que sea un producto de escaso consumo en fresco.
Entre las aguas de escaldado, CBW y QBW presentaron el mayor contenido en fenoles
y flavonoides totales (Véase seccién 5.2.1.4. Contenido en fenoles y flavonoides
totales); este hecho junto con su bajo contenido en azucares totales (1.20% y 2.70%,
respectivamente) se ha reflejado en las puntuaciones obtenidas en el analisis sensorial.
Viuda-Martos y col., (2009, 2010c) incorporaron satisfactoriamente las aguas de lavado

de la industria de citricos a un producto carnico con buenos resultados sensoriales.

Apariencia
6
Aceptacion general Cremosidad
Flavor Dulzor
Acidez Astringencia
e cONtrol membrillo d.medjoul d.confitera =——granada

Figura 7. Evaluacion sensorial de los yogures enriquecidos (escala hedénica de 7 puntos).

La satisfaccion de consumidor ante un yogur esta directamente correlacionada con
atributos sensoriales especificos tales como dulzor, textura y color en yogures de
frutas y acidez en yogures sin sabores (Gambaro y col.,, 2001). En general entre los

yogures enriquecidos el yogur con zumo de granada fue el mds aceptado por parte de
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los consumidores. En este tipo de yogur la adiciéon del 8% de azucar no hubiera sido
necesaria pues los azucares propios del zumo aportaban la cantidad adecuada para el

agrado de los consumidores.

4.2.2.6. Evolucion del pH y recuentos microbioldgicos de los yogures durante

el almacenamiento en refrigeracion

Los yogures enriquecidos en MBW, QBW y PGJ presentaron mayores valores de pH
(p<0.05) que los yogures control y CBW. A lo largo del almacenamiento a 4°C se
observaron diferencias significativas en los valores de pH. El pH disminuyd
gradualmente (Figura 8) en todos los yogures durante el periodo de almacenamiento,
debido presumiblemente a la continuada fermentacion de las bacterias lacticas (Dave y

Shah, 1997).
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Figura 8. Evolucidon del pH de los yogures enriquecidos en (a) aguas de escaldado de datil

Medjoul y Confitera, (b) en agua de escaldado de membrillo y (c) en zumo de granada.

A lo largo del almacenamiento los recuentos de estreptococos fueron superiores a los
de lactobacilos en todos los casos (Figura 9). En los yogures enriquecidos en aguas de
escaldado de datil (Figura 9a), los recuentos de estreptococos en los yogures
enriquecidos en CBW fueron significativamente mayores que en los enriquecidos en

MBW; ademads, los mayores recuentos de lactobacilos (p<0.05) se dieron en los
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yogures confitera. Esto esta correlacionado con el bajo pH de los yogures confitera y

explicado por la presencia natural de acido férmico en la materia prima inicial.

En cuanto a los yogures enriquecidos en QBW tanto los recuentos de estreptococos
como los de lactobacilos fueron superiores en los yogures control (p<0.05) (Figura 9b),
lo cual esta correlacionado con el bajo pH de los estos yogures. Estudios previos han
explicado que los principales factores para la pérdida de la viabilidad celular son el
descenso del pH durante el almacenamiento del producto (post-acidificacién) y la
acumulacién de acidos organicos como resultado del crecimiento y fermentacién
(Kailasapathy y col., 2008). Aunque el pH no es en este caso un factor limitante debido
a la capacidad tamponante de la leche, el QBW es rica en dacidos organicos
especialmente en acético y férmico que en este caso podrian haber contribuido al
efecto inhibitorio de QBW sobre los lactobacilos. De hecho, Fattouch y col., (2008)
mostraron el efecto antibacteriano del membrillo (extracto de la piel) sobre
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus a una concentracion
inhibitoria relativamente baja (de 10 a 10* ug polifenoles/mL); y especificamente en el
estudio de Karar y col.,, (2013) el acido quinico y un derivativo del acido quinico
provenientes de un extracto en crudo de membrillo mostraron una fuerte actividad

inhibitoria sobre Escherichia coli.

En el caso de los yogures con zumo de granada, al igual que en el caso anterior, los
recuentos de estreptococos y lactobacilos fueron superiores en los yogures control
(p<0.05), e igualmente correlacionado con el bajo pH de estos yogures. Esta
demostrado que un exceso de sélidos solubles (en forma de zumo concentrado) inhibe
el crecimiento de las bacterias lacticas (Celik y Bakirci, 2003; Oztiirk y Oner, 1999).
Ademdas Ramaswamy y Basak (1992) mostraron que elevadas cantidades de glucosa en

el medio y elevada presién osmotica pueden causar pérdida de viabilidad.

Tanto en los yogures con las aguas de escaldado de datil como en los yogures con
zumo de granada los recuentos de bacterias lacticas excedieron los requerimientos
minimos de células viables en el momento de consumo que establece la legislacién

espafiola (107) durante todo el tiempo de almacenamiento.

-91-



Discusion general

(a)

9,5 1
9 - f
851 i,
. Hireeeiliinniiten,,
{o | o‘o\%\\\\\\\\g-.
rd IRCEXITE
575 -
: .
S 7
6,5 -
st-control st-d.medjoul st-d.confitera
6 -
eeeer Ibcontrol ceseos |b-d.medjoul <eeee- |b-d.confitera
5,5 ' | | |
. 7 14 21 »
Tiempo (dias)
(b)
954
9 -
— —-\
8’5 - ...::........'.... i\\
{o 8 ] . j ...oo-ooo.o-oooooo-.
375 i
g 7
-
6,5 b R TIILL Tvees
6 -
5,5 ' | | I
. 7 14 21 ?

Tiempo (dias)

st-control st-membrillo ¢c<++« |b-control «--- Ib-membrillo

(c)

-92-



Discusion general

Lo
©o un
1 )

|

TR R PR R LI AL L PP IYE) o PR LT
........

Log (UFC/g)
o ~
o 1 N U ®

o
5

1 7 14 21 28
Tiempo (dias)

e St-control st-granada ¢cc--- |b-control ------ |b-granada

Figura 9. Evolucidn del recuento de estreptococos (st) y lactobacilos (Ib) de los yogures
enriquecidos en (a) aguas de escaldado de datil Medjoul y Confitera, (b) agua de escaldado de

membirillo y (c) zumo de granada.

4.2.2.7. Evolucion del contenido en dcidos orgdnicos y azucares de los yogures

durante el almacenamiento en refrigeracion

La Tablas 22 y 23 muestran los cambios en el contenido en acidos organicos y azUcares
de los yogures enriquecidos en aguas de escaldado de datil y membrillo durante su
almacenamiento en refrigeracidn. Los dcidos orgdnicos son indicadores importantes de
la actividad metabdlica de las bacterias lacticas y contribuyen al sabor y flavor del
yogur junto con otros compuestos volatiles y semi-volatiles tales como diacetilo y
acetaldehido (Adhikari y col., 2002). Todos los acidos organicos detectados se vieron
significativamente afectados por el tipo de yogur. Los yogures enriquecidos en MBW
presentaron mayor concentracién de acido oxalico (p<0.05) que los enriquecidos en
QBW y CBW (sin diferencias significativas entre ellos) y los yogures control; aunque
esta diferencia fue pequeiia. La concentracién en acido citrico fue algo menor (p<0.05)
en los yogures control. El acido citrico esta presente en la leche como producto del
metabolismo bovino (Serra y col., 2009); ademas el acido citrico es consumido durante
el proceso de fermentacidon, sin embargo apenas fue utilizado durante el

almacenamiento. Como era de esperar el acido lactico fue el acido mayoritario,

-93-



Discusion general

encontrandose en mayor concentracion en los yogures enriquecidos en CBW (p<0.05)
lo cual estd relacionado con los mayores recuentos de lactobacilos en los yogures
confitera (Figura 9). El acido acético se detecté en mayor concentracién en los yogures
enriquecidos en membirillo lo cual se mantiene por su elevado contenido en el agua de
escaldado inicial. Ademas el acido acético puede producirse a partir de citrato, lactosa

y amino 3acidos (Ong y Shah, 2009).

Unicamente en los yogures enriquecidos en QBW se detectd la presencia de acidos
malico, fumarico y ascérbico (Véase publicacion “Production of low-fat yogurt with
quince (Cydonia oblonga Mill.) scalding water”) aunque estuvieron presentes en

menores cantidades que en el agua de escaldado inicial.

No se detectaron diferencias significativas en el contenido en acidos organicos de los
yogures durante su almacenamiento excepto para el acido lactico el cual aumento su
concentracién (p<0.05) los dias 7 y 28 con respecto al dia 1 de almacenamiento en
refrigeracion. La acidez total aumentdé en todos los yogures a lo largo del

almacenamiento, aunque no de forma significativa.

De nuevo se detectd un pico importante en el tiempo de retencién del acido tartarico,

si fuese cuantificado su concentracion variaria entre 221.82 a 320.00 mg/100 g.

Respecto a los azucares, el contenido en lactosa disminuyé en los yogures durante el
periodo de almacenamiento (Tabla 23). La galactosa aumenté o permanecid constante
en todos los yogures (p>0.05) durante el almacenamiento en refrigeracion. Esto se
debe a que los cultivos utilizados en la fermentacién del yogur (L. bulgaricus y S.
thermophilus) utilizan la glucosa liberada de la lactosa pero no la galactosa. Por ello,
mientras que el contenido en lactosa y glucosa disminuyen en el producto fermentado,
la concentracion de galactosa practicamente no varia (O’Brien, 1999). El contenido en
lactosa es mucho menor (p<0.05) en los yogures control que en el resto de yogures
enriquecidos. Como las aguas de escaldado aportan glucosa a la leche desnatada
(también sacarosa y fructosa), ésta es detectada en los yogures enriquecidos pero en
menores cantidades que en las aguas de escaldado, siendo estadisticamente superior
en los yogures enriquecidos en QBW. Entre los datiles, los yogures enriquecidos en

MBW contenian mayores cantidades de maltohexaosa, glucosa y galactosa que los
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Tabla 22. Evolucion de los acidos oxalico, citrico, lactico y acético (mg/100 g) de los yogures enriquecidos en aguas de escaldado de datil y membrillo

durante 28 dias de almacenamiento en refrigeracion.

Oxalico Citrico Lactico Acético Acidez total (%)
Tipo de yogur Dia
Media E. E. Media E. E. Media E. E. Media E. E. Media E. E.
Control 1 1.49° 0.08 198.94 13.02 1192.56 55.72 11.13° 0.39 1.67 0.14
1.49° 0.06 183.21 6.02 1333.30 54.73 12.75° 0.60 1.76 0.02
14 1.23*° 0.09 177.96 10.89 1294.17 107.65 13.33%° 0.88 1.71 0.21
21 1.09° 0.10 171.21 11.07 1306.54 98.79 15.19°° 0.80 1.73 0.19
28 1.14° 0.03 187.65 9.79 1383.85 54.59 16.01° 1.12 1.84 0.17
Memobrillo 1 3.54 0.11 257.82 1.08 1364.51 89.65 50.53 4.95 1.99 0.07
7 3.11 0.70 274.69 46.80 1612.28 289.75 63.11 12.53 2.32 0.40
14 1.62 0.53 180.73 7.38 1196.45 24.01 42.67 1.21 1.69 0.05
21 1.57 0.71 182.52 21.81 1318.41 156.18 49.74 6.25 1.81 0.21
28 2.82 0.56 249.17 32.79 1648.53 179.96 65.01 6.76 2.31 0.26
Medjoul 1 2.59 0.09 228.27 8.89 1247.74 15.23 20.95 11.37 1.76 0.02
3.76 0.12 254.35 13.02 1592.51 78.97 12.68 1.81 2.14 0.10
14 3.50 0.04 223.23 1.75 1482.32 40.54 12.98 1.63 1.99 0.06
21 4.95 1.80 240.86 16.97 1581.82 128.32 15.82 1.81 2.16 0.13
28 6.22 0.13 248.21 17.96 1567.96 56.88 16.05 0.66 2.18 0.13
Confitera 1 2.12 0.17 256.54 16.98 1396.04 114.00 10.66° 1.07 2.04 0.16
2.48 0.02 268.13 7.66 1629.81 23.68 14.03%° 1.41 2.26 0.02
14 2.42 1.32 304.18 58.10 1570.58 101.60 15.44%° 1.66 2.21 0.15
21 2.80 0.86 239.75 19.49 1580.29 89.39 17.20° 0.39 2.16 0.11
28 1.87 0.03 221.45 3.31 1509.94 51.35 14.27%° 0.61 2.06 0.06

E. E., error estandar.

Valores en la misma columna con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).
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Tabla 23. Evoluciéon de maltohexaosa y glucosa (mg/100 g), galactosa y lactosa (g/100 g) de los yogures enriquecidos en aguas de escaldado de datil y

membrillo durante 28 dias de almacenamiento en refrigeracion.

Maltohexaosa Glucosa Galactosa+Fructosa Lactosa Azicares totales (%)
Tipo de yogur Dias : ; ; ; ;
Media E.E. Media E.E. Media E. E. Media E. E. Media E. E.
Control 1 84.66 3.43 N. d. 1.12 0.06 4.35 0.12 5.55 0.07
7 76.61 1.82 N. d. - 1.24 0.03 4.17 0.18 5.49 0.24
14 72.67 7.12 N. d. 1.20 0.10 3.76 0.24 5.03 0.13
21 72.21 7.26 N. d. 1.21 0.09 3.68 0.20 4.97 0.25
28 83.07 2.48 N. d. 1.29 0.07 4.04 0.11 5.41 0.18
Membrillo 1 100.76 0.00 411.24 13.70 2.34 0.11 6.30 0.24 9.15 0.37
7 102.77 19.24 416.94 84.25 2.58 0.52 6.29 1.42 9.38 2.05
14 72.82 3.87 296.12 5.26 1.85 0.04 4.31 0.10 6.53 0.13
21 72.36 12.96 291.93 29.64 1.95 0.22 4.27 0.50 6.58 0.77
28 92.64 12.70 406.44 48.62 2.54 0.31 5.77 0.80 8.81 1.17
Medjoul 1 143.02 39.35 136.57 15.66 1.13 0.10 5.39 0.73 6.80 0.80
7 124.05 2.70 161.46 8.88 1.54 0.77 6.34 0.34 8.17 0.43
14 95.15 3.66 135.49 2.59 0.79 0.65 5.59 0.01 6.61 0.66
21 95.62 15.69 157.27 14.98 1.51 0.15 5.63 0.70 7.38 0.88
28 106.12 5.94 162.47 9.80 0.87 0.72 5.90 0.15 7.03 0.88
Confitera 1 90.76 2.43 40.15 3.00 1.26 0.09 5.70 0.35 7.46 0.08
7 97.75 2.51 61.89 4.32 0.78 0.64 5.60 0.03 6.54 0.61
14 108.24 21.57 83.08 12.82 1.46 0.15 5.27 0.34 6.92 0.52
21 90.44 7.10 75.11 4.36 1.38 0.11 4.77 0.53 6.31 0.65
28 88.09 2.57 78.46 0.15 1.30 0.04 4.47 0.13 5.93 0.17

E. E., error estandar; N. d., no detectado.
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enriquecidos en CBW, lo cual estd relacionado con el contenido en SST de las aguas de

escaldado iniciales.

La evolucion de los acidos organicos y azlcares en los yogures enriquecidos en zumo
de granada siguieron un patrén similar a los enriquecidos en las distintas aguas de
escaldado. Entre los acidos organicos, el acido lactico fue el mas abundante (Tabla 24)
y su contenido fue aumentando durante el almacenamiento. La concentracién de
acido acético disminuyd durante el almacenamiento (p<0.05), siendo el contenido
significativamente mayor en los control. El dcido citrico se mantuvo estable durante el
almacenamiento. Los acidos madlico y fumdrico Unicamente se detectaron en los
yogures con granada ya que el PGJ los aporta, aunque el acido mélico en mucha menor

concentracién en comparacion a la del zumo inicial (748.80 mg/100 g).

La lactosa disminuyd en los yogures control pero apenas lo hizo en los yogures
enriquecidos (Tabla 25). Segin Tamime y Robinson (2007) cuando la leche es
fortificada con un 14% en sélidos no grasos los yogures pueden contener entre 4-5 g
lactosa/100 mL de yogur, como sucede en este estudio. El contenido en galactosa-
fructosa (coeluyen en el cromatograma) fue mayor (p<0.05) en los yogures con
granada, y su contenido aumenté en ambos yogures a lo largo del almacenamiento ya
gue no es metabolizada (Tamime y Deeth, 1980). El mayor contenido en galactosa de
los yogures con granada es debido a que PGJ proporciona fructosa, y fructosa vy
galactosa co-eluyen en bajo las condiciones cromatograficas anteriormente descritas.
Igualmente el PGJ aporta glucosa y por ello es detectada unicamente en los yogures

enriquecidos.
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Tabla 24. Evolucion de los acidos oxalico, citrico, malico, lactico y fumarico (mg/100 g) de los yogures enriquecidos en zumo de granada durante 28 dias de

almacenamiento en refrigeracion.

Tino d i Oxalico Citrico Malico Lactico Fumarico Acidez Total (%)
ipo de yogur ia
P yog Media E.E. Media E. E. Media E.E. Media E. E. Media E.E. Media E.E.
1 1.56" 0.04 208.18 411 N. d. - 1293.93 35.57 N. d. --- 1,51 0.06
1.41** 011 176.38 11.35 N. d. - 1350.52 94.82 N. d. - 1,54 0.12
Control 14 1.26*° 0.04 193.81 0.43 N. d. 1453.01 62.22 N. d. 1,66 0.05
21 1.18° 0.03 186.87 2.18 N. d. 1444.67 47.59 N. d. 1,65 0.03
28 1.19° 0.00 200.26 11.76 N. d. --- 1514.69 40.66 N. d. --- 1,73 0.09
1.12° 0.07 209.40 17.04 83.19 10.36 1252.94 236.65 4.36 1.11 1,62 0.27
0.26° 0.08 201.24 3489 78.16 11.49 1190.11 213.77 1.85 0.51 1,49 0.30
Granada 14 0.23° 0.04 217.36 3.67 89.28 2.25 1389.35 15.09 1.67 0.01 1,72 0.03
21 0.18° 0.02 216.37 8.53 89.56 6.08 1436.77 61.47 1.62 0.11 1,77 0.08
28 0.21° 0.03 212.72 9.62 83.85 4.38 1414.77 44.87 2.07 0.13 1,73 0.09

E. E., error estandar; N. d., no detectado.
Valores en la misma columna con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).
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Tabla 25. Evolucion de maltohexaosa y glucosa (mg/100 g), galactosa y lactosa (g/100 g) de los yogures enriquecidos en zumo de granada durante 28 dias de

almacenamiento en refrigeracion.

Tipo de yogur Dia Maltohexaosa Glucosa Galactosa + Fructosa Lactosa Azicares Totales (%)
Media E. E. Media E. E. Media E. E. Media E. E. Media E. E.
79.75 0.31 N.d. - 1,20 0,03 4,33 0,07 5,61 0,10
79.64 1.88 N.d. --- 1,26 0,08 3,91 0,26 5,25 0,34
Control 14 71.66 4.66 N.d. - 1,33 0,06 3,76 0,17 5,15 0,23
21 77.66 0.62 N.d. - 1,33 0,04 3,81 0,11 5,21 0,15
28 84.98 4.45 N.d. 1,40 0,03 4,09 0,13 5,58 0,16
77.90 7.30 1,78 0,16 3,05 0,27 4,70 0,41 9,61 0,84
74.44 14.68 1,74 0,30 3,05 0,53 4,47 0,79 9,33 1,64
Granada 14 80.23 8.16 1,89 0,03 3,40 0,05 4,80 0,08 10,17 0,17
21 78.95 0.26 1,91 0,08 3,44 0,15 4,71 0,21 10,14 0,44
28 86.68 7.69 1,89 0,06 3,40 0,11 4,63 0,16 10,01 0,34

N.d., no detectado; E. E., error estandar.
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4.2.2.8. Perfil de compuestos fendlicos individuales en los yogures

enriquecidos en zumo de granada y grado de interaccion proteina-polifenoles

El zumo de granada fue el extracto que presentd la mayor actividad antioxidante in
vitro; ademas su contenido en compuestos fendlicos fue considerable. Todo ello junto
con el hecho de que fue el mejor valorado por parte de los consumidores hizo que el
estudio de la particion de los compuestos fendlicos en el yogur asi como su capacidad

antioxidante se centrara Unicamente en este tipo de yogur enriquecido.

La caracterizacién de los compuestos fenélicos mayoritarios del zumo de granada, las
antocianinas, se presenta en la Tabla 26 y en la Figura 10 se muestran perfiles tipicos

de antocianinas de zumo de granada, yogur con zumo de granada y permeato de

yogur.

Tabla 26. LC-QTOF/MS analisis de las antocianinas en zumo y yogur de granada.

Pico Compuesto Ri(Min)  Amax [M+H]"* MS/MS
(nm) (m/z)  (m/z)

1 Delfinidin-3,5-0O-diglucosido 5.70 277;519 627 465/303/186

2 Cianidin-3,5-O-diglucosido 6.82 277;513 611 449/287/186

3 Delfinidin-3-0O-glucosido 7.25 277;522 465 303/186

4 Pelargonidin-3,5-O-diglucosido  7.99 274; 499 595 433/274/303/186
5 Cianidin-3-0O-glucosido 8.49 280; 516 449 287

6 Pelargonidin-3-0O-glucosido 9.77 274;503 433 271

7 Cianidin-pentosido 10.80 277;513 419 287

Abreviaciones: R, tiempo de retencidn; A.,,, espectro maximo en UV-visible; MS, espectro de masa.

Se detectaron un total de 7 antocianinas, 3 cianidinas, 2 delfinidinas y 2
pelargonidinas, cada una de ellas asociadas por su forma monoglucosido o
diglucosilada. Al igual que en el presente estudio, otros autores encontraron a las
antocianinas como los compuestos mayoritarios en zumos de granada procedentes
solo de los arilos (Fischer y col., 2011; Gil y col.,, 2000; Qu y col., 2012). Otros
compuestos como el acido elagico y las punicalaginas fueron detectadas. El contenido
en acido elagico en PGJ fue de 21.17 mg/L, en yogur con granada a dia 1 de
almacenamiento fue de 8.58 mg/L y a dia 28 fue de 11.75 mg/L. La importancia del
acido eldgico es debida a que junto con con otros compuestos fendlicos como las
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punicalaginas, punicalinas y acido galagico es responsable de la actividad antioxidante

in vitro

eldgico

del fruto de la granada (Johanningsmeier y Harris, 2011); ademas el acido

posee propiedades antioxidantes (Falsaperla y col., 2005) y anticarcinogénicas

(Hassoun y col., 2004) in vivo.
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Figura 10. Cromatogramas del perfil de antocianos en A) zumo de granada, B) yogur con zumo

de granada y C) permeato de yogur con granada a 520 nm.
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Con respecto al contenido en punicalaginas (a+B) en PGJ fue de 46.36 mg/Ly en yogur
con granada a dia 1 y 28 de almacenamiento fue de 31.90 mg/L y 31.37 mg/L,
respectivamente. El contenido siempre fue superior en el anémero B para todas las
muestras, lo cual es caracteristico de zumos no comerciales (Mena y col., 2011).
Muchos autores atribuyen la elevada actividad antioxidante del PGJ a los taninos
hidrolizables, incluyendo las punicalaginas (Gil y col., 2000; Hagerman y col., 1998).
Con respecto al andlisis de |la fase desproteinizada (permeato) los resultados revelaron
que el acido elagico no se une a las proteinas pues su contenido permanecio estable:
9.95 mg/L a dia 1 de almacenamiento y 10.87 mg/L a dia 28. Sin embargo no se
detectd contenido alguno de punicalaginas lo cual indica que tienen una gran afinidad
por las proteinas lacteas. Por tanto, Unicamente el acido elagico permanece en su

forma libre en el yogur.

En la Tabla 27 se presenta el contenido de las antocianinas previamente identificadas
en zumo de granada y en los yogures y permeatos a lo largo del almacenamiento. Las
antocianinas estan asociadas con la prevencion de ECV, obesidad y diabetes (Jurenka,
2008). Se puede decir, a diferencia de los otros compuestos fendlicos identificados,
gue el zumo de granada es extremadamente rico en antocianinas (641.6 mg/L). Cabe
destacar que el contenido en antocininas determinado por el método cromatografico
aporta valores muy superiores a los del método colorimétrico de Wrolstad (1993), se
debe tener en cuenta que los resultados de la cromatografia son mucho mas fiables
por permitir la identificacion de compuestos individuales y su cuantificacién, mientras
gue el método colorimétrico nos lleva a expresar la concentracion final en forma de
equivalentes de cianidin-3-glucésido. Ambos resultados son de interés dado que
muchos autores utilizan el método colorimétrio para cuantificar antocianos y ésto nos
permite comparar nuestros resultados con referencias anteriores. La antocianina mas
abundante en PGJ fue cianidin-3-O-glucosido, lo cual es caracteristico de la variedad
‘Mollar de Elche’ (Mena y col., 2011). En cambio cuantitativamente en los yogures la
distribucién relativa de las antocianinas fue ligeramente distinta a la del PGJ. En los
yogures la antocianina mas abundante fue cianidin-3,5-O-diglucosido, seguida de
cianidin-3-0O-glucosido (durante todos el almacenamiento). Estd demostrado que el

proceso de fermentacion del PGJ causa pérdidas en el contenido de antocianinas
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Tabla 27. Contenido en antocianinas individuales (mg/L) en zumo de granada, yogur con zumo de granada y permeato de yogur (media * error estandar).

Antocianina
Muestra Dp 3,5-diglc Cy 3,5-diglc Dp 3-glc Pg 3,5-diglc Cy 3-glc Pg 3-glc Cy-pent Antocianinas Totales
PGJ 78.41+0.78 190.03+1.88 62.85+0.65 21.55+0.25 221.00£2.20 64.65+0.65 3.00£0.10 641.48+1.25
PGY d1 61.80+0.60 162.70+1.60 49.35+0.45 16.45+0.15 125.65+1.25 24.4510.25 1.75+0.05 442.15+3.05
PGY d14 59.8510.55 149.65+1.45 43.4510.45 15.75+0.15 110.40+1.10 23.05+0.25 1.55%+0.05 403.70+0.10
PGY d28 31.4040.30 103.10+1.00 33.1040.30 9.85+0.25 80.60+0.80 16.35£0.15 1.25+0.05 275.65+0.85
Permeato d1 47.55+1.45 0.00£0.00 0.00£0.00 3.45+0.05 12.85+015 3.65+0.05 0.00£0.00 67.50+1.20
Permeato d28 16.85+1.15 0.00+0.00 0.00+0.00 1.25+0.05 7.25+0.15 2.05+0.05 0.00+0.00 27.40+0.90

Abreviaciones: Dp-3,5-diglc, delfinidin-3-5-O-diglucosido; Cy-3,5-diglc, cianidin-3,5-O-diglucosido; Dp-3-glc, delfinidin-3-O-glucosido; Pg-3,5-diglc, pelargonidin-3,5-0O-
diglucosido; Cy-3-glc, cianidin-3-O-glucosido; Pg-3-glc, pelargonidin-3-0-glucosido; Cy-pent, cianidin-pentosido; PGJ, zumo de granada; PGY, yogur con zumo de granada.
Valores en la misma columna con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).

103



Discusion general

(Mena y col., 2012). La estructura de la antocianina influencia la estabilidad, los
monoglucdsidos son menos estables que los diglucosidos (Mena y col., 2012). En el
presente estudio las antocianinas menos estables a la fermentacidn fueron cianidin-3-
O-glucosido y pelargonidin-3-O-glucosido mientras que cianidin-3,5-O-diglucosido
resulté ser la mds estable. Con respecto a la estabilidad de las antocianinas
individuales en los yogures (Figura 11), se observaron pérdidas significativas durante
su almacenamiento. Se sabe que las antocianinas siguen reacciones de degradacion de

primer orden (Giusti y Wrolstad, 1996; Wang y Xu, 2007).
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Figura 11. Cromatogramas del perfil de antocianinas en yogur con granada tras 1 (A), 14 (B) y

28 (C) dias de almacenamiento.

Resultados de los permeatos (Tabla 27) revelaron que en el caso de las antocianinas
muchas permanecieron unidas a proteinas: cianidin-3-O-glucosido, la principal
antocianina en PGJ, no se detecté en el permeato al igual que definidin-3-O-glucosido
y cianidin-pentosido. Delfinidin-3,5-O-diglucosido resulté ser la antocianina mas
estable mostrando el menor ratio de interacciéon con las proteinas. En general la
afinidad de las antocianinas por las proteinas es muy elevada pues a dia 1 de
almacenamiento el 84.73% de las antocianinas permanecieron unidas a las proteinas,

porcentaje que aumentd hasta un 90.06% a dia 28. Xiao y col., (2011) sefialaron que
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los flavonoides monoglucosidos presentan mayor afinidad para unirse a las proteinas
lacteas que sus formas poliglucosiladas. Ademds se ha demostrado que la AA de los
polifenoles disminuye a medida que aumentan las interacciones entre los complejos

proteina-polifenol (Xiao y col., 2011).

4.2.2.9. Contenido en fenoles, flavonoides y antocianos totales en yogur

enriquecido en zumo de granada y grado de interaccion proteina-polifenol

El yogur con granada contenia un 40% de PGJ y presentd 241.44 mg GAE/L, lo que se
traduce en un 85.35% de lo esperado. El primer dia de almacenamiento el contenido
en fenoles totales en los permeatos fue de 111.92 mg GAE/L lo que significa que cerca
del 54% de las sustancias fendlicas totales permanecian en la fase proteica
interaccionando con las proteinas. Al final del periodo de almacenamiento este
porcentaje disminuyd (40.94%), siendo 142.660 mg GAE/L y 84.84 mg GAE/L el
contenido en fenoles totales del yogur con granada y el permeato, respectivamente.
Durante el almacenamiento los yogures con granada sufrieron las mayores pérdidas de
TPC (40.94%) (p<0.05). La estabilidad de los pigmentos y los compuestos fendlicos en
los yogures se ve afectada por la temperatura de almacenamiento, pH, contenido en
fenoles, grasa y el tipo de cultivo iniciador utilizado (Scibisz y col., 2012; Wallace y

Giusti, 2008).

Teniendo en cuenta el contenido en flavonoides totales del PGJ (75.50 mg RE/100 g), el
determinado en los yogures fue mayor de lo esperado (34.13 mg RE/100 g). Los
permeatos retuvieron el 65.78% y 90% de los flavonoides totales en el dia 1 y 28 de
almacenamiento, respectivamente. Por lo que por medios colorimétricos observamos
que la afinidad de los flavonoides por las proteinas es menor que la de otros
compuestos fendlicos. Es interesante destacar que aunque el yogur no es fuente de
compuestos fendlicos (O’Conell y Fox, 2001) el yogur control presentd unos valores de
TPC y TFC de 39.08 mg GAE/L y 3.78 mg RE/100 g a dia 1 de almacenamiento. A lo
largo del almacenamiento el contenido en flavonoides totales disminuyé en todas las

muestras (Figura 12), aunque sélo de forma significativa en los yogures con granada.
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Figura 12. Contenido en fenoles totales (TPC; mg GAE/L), flavonoides totales (TFC; mg RE/100
g) y antocianos totales (TAC; mg equivalentes cianidin-3-glucosido/L) del zumo de granada,

yogures y permeatos durante 28 dias de almacenamiento a 4 °C.

El contenido en antocianos totales (determinado por métodos colorimétricos) del
yogur con granada no se vio afectado por el tiempo de almacenamiento (p>0.05) lo
cual no se correlaciona con los resultados obtenidos por cromatografia. Sin embargo si
estan correlacionados con los obtenidos por las determinaciones de color del espacio
CIEL*a*b* (Tabla 28). Durante el periodo de almacenamiento la coordenada a* (rojez)
aumenté y la b* (amarilla) disminuyd (p<0.05), lo que quiere decir que el color rojo de
los yogures se refuerza. Ademas, aunque de forma no significativa, la coordenada L*
(luminosidad) disminuye durante el almacenamiento signo de estabilizacion de los
pigmentos. Esta estabilizacion puede ser debida a co-pigmentacion inter-/intra-
molecular y a reacciones de auto-asociaciéon (Wallace y Giusti, 2008). Finalmente, en
los permeatos no se detectd contenido en antocianos por métodos colorimétricos

cuantitativos.
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Tabla 28. Caracteristicas de color de los yogures durante 28 dias de almacenamiento en

refrigeracién (media + error estandar).

Tipo de yogur L* a* b*

Control 84.61+1.16" -2.7340.06° 5.2740.17°
PGY d1 66.65+0.41° 5.61+0.10° 4.93+0.11°
PGY d14 65.95+0.05° 5.78+0.02° 4.83+0.05*"
PGY d28 65.2440.52° 6.2640.04° 4.5610.04°

Abreviaciones: PGY, yogur con zumo de granada
Valores en la misma columna con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).

4.2.2.10. Actividad antioxidante del yogur enriquecido en zumo de granada y

grado de interaccion proteina-polifenol

La actividad antioxidante se determind mediante dos métodos: el ensayo del secuestro
del radical DPPH y la determinacidon del poder de reduccién del hierro (FRAP) y los

resultados de dichos ensayos se presentan en la Tabla 29.

Los yogures con granada mostraron la mayor actividad secuestrante de radicales y ello
se vio reflejado en su menor valor de ICso. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
para el PGJ y para los yogures control es posible que haya tenido lugar una accién
sinergistica al producirse el yogur enriquecido, de hecho el valor de ICsq del mix de
leche y PGJ (previo a la fermentacion) fue de 4.72. A lo largo del almacenamiento la
actividad secuestrante de radicales no se vio disminuida de forma significativa, en este
punto resultados sobre el contenido en compuestos fendlicos totales indicaron que
tanto TPC como TFC disminuyeron significativamente (Figura 12), Unicamente TAC se
mantuvo estable tras los 28 dias. De forma que es posible que sean los antocianos los
compuestos fendlicos que le proporcionan dicha actividad secuestrante al yogur,

aungue estadisticamente no estuvo correlacionado (Tabla 29).

Segln los resultados del FRAP el PGJ mostré con diferencia el mayor poder de
reduccion de hierro (p<0.05). En PGJ el FRAP estuvo correlacionado con el contenido
en TPC y TAC (Tabla 30). A dia 1 de almacenamiento los resultados obtenidos en los
yogures con granada corresponden con cerca del 40% de los del PGJ; teniendo en
cuenta que en este caso los yogures control apenas presentaron actividad se puede

concluir que la AA de los yogures enriquecidos en este caso viene dada por el PGJ.

107



Discusion general

Tabla 29a. Actividad antioxidante del zumo de granada, yogures y permeatos durante el almacenamiento a 4 °C a diferentes concentraciones (A = 2.5 g/100

mL, B=5g/100 mL, C=7.5g/100 mL, D = 10 g/100 mL) (media * error estandar).

Muestra Dia DPPH’ FRAP
ICso’ TEAC? (mM Trolox/L)
A B [ D
PGJ 10.45° 0.254 + 0.006°° 0.479 + 0.001™ 0.710 + 0.011° 0.870 + 0.011%°
PGY 1 2.51° 0.090 + 0.003°¢ 0.132 + 0.002%°° 0.215 + 0.036™C 0.279 + 0.030
28 2.45° 0.060 +0.002°® 0.115 + 0.001 0.163 +0.002°*¢ 0.202 + 0.009%®
Permeato 1 70.62° 0.061 + 0.001°® 0.111 + 0.001™ 0.164 + 0.001*€ 0.208 + 0.004%®
28 85.46° 0.049 + 0.001°® 0.089 + 0.003® 0.132 £ 0.001°® 0.162 + 0.002%®
cyY 1 5.38° 0.023 + 0.002* 0.036 + 0.000** 0.048 + 0.000 0.062 + 0.001*
28 6.96° 0.022 + 0.000* 0.028 + 0.004%°A 0.044 + 0.000>* 0.054 + 0.004

Abreviaciones: PGJ, zumo de granada; PGY, yogur con granada; CY, yogur control.

1IC50, concentracién (g/100 mL) para un 50% de inhibicion. 2TEAC, capacidad antioxidante en equivalentes de Trolox.
Valores en la misma linea con distinta letra minuscula difieren significativamente (p<0.05).
Valores en la misma columna con distinta letra mayuscula difieren significativamente (p<0.05).

Tabla 29b. Actividad antioxidante relativa del zumo de granada, yogures y permeato.

Muestra  DPPH® FRAP

PGJ ++ +H++
PGY ++++
Permeato - ++
cy +++ +

Ver Tabla 29a para abreviaciones.
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De forma simplificada en la Tabla 29b se puede intuir como de diferente se comporta
el mismo compuesto ante distintos métodos de mediciéon de la AA. A lo largo del
almacenamiento Unicamente los yogures con granada disminuyeron su poder reductor
del hierro (p<0.05) presentando al final del almacenamiento valores similares a los del

permeato.

Los permeatos no presentaron actividad secuestrante de radicales y su poder reductor
del hierro fue similar al presentado por los yogures enriquecidos. Los permeatos, al
igual que en PGJ, estan libres de proteinas con lo que su potencial antioxidante
mayoritariamente se le atribuye a los compuestos fendlicos. De hecho los permeatos
estan fuertemente correlacionados con su contenido en fenoles y flavonoides totales
(Tabla 30). En cambio el yogur es una matriz compleja donde no se puede establecer
con seguridad si su potencial antioxidante es debido Unicamente a su contenido en
compuestos fendlicos o a una causa multifactorial. Del presente estudio se deriva que
la interaccion de las proteinas lacteas con los compuestos fendlicos del PGJ no afecta a

la actividad antioxidante de los yogures.

Tabla 30. Matriz de correlacion entre los métodos de actividad antioxidante y el contenido en

fenoles, flavonoides y antocianos totales del zumo de granada, yogures y permeatos.

Muestra Método TPC TFC TAC
PGJ DPPHe 0.98 0.10 1
FRAP 0.99 0.45 0.92
PGY DPPHe 0.64 0.88 0.24
FRAP 0.89 0.77 0.72
Permeatos DPPHe 0.90 0.99 -
FRAP 0.99 0.98
CcYy DPPHe 0.57 0.01
FRAP 0.84 0.42

Abreviaciones: TPC, contenido en fenoles totales; TFC, contenido en flavonoides totales; TAC, contenido
en antocianos totales; PGJ, zumo de granada; PGY, yogur con granada; CY, yogur control.
El valor r de correlacidon es dado. Todas las correlaciones fueron significativas a p<0.05.
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4.2. BLOQUE Il: ESTUDIO DE ACIDOS GRASOS CONJUGADOS COMO
INGREDIENTES FUNCIONALES Y EVALUACION DEL CONTENIDO EN ACIDO
LINOLEICO CONJUGADO (CLA) EN LECHES FERMENTADAS

La obesidad es uno de los principales problemas de salud siendo el quinto factor de
riesgo de defuncién a nivel mundial (WHO, 2013b). En consecuencia el conocimiento
de los mecanismos que subyacen el control del apetito es una potente herramienta
para dirigir la epidemia de la obesidad (Vincent y le Roux, 2007). La aplicacién de este
conocimiento en el desarrollo de ingredientes funcionales que promuevan la pérdida
de peso es un concepto prometedor en la lucha contra la obesidad, de ahi el interés de
la presente Tesis en el estudio del acido linoleico conjugado (CLA) como ingrediente

funcional con potencial anti-obesidad.

El proceso de revisidon sobre los acidos grasos conjugados, y en concreto CLA, como
ingredientes funcionales con efecto anti-obesidad se incluye en la publicacion de la
revista Critical Reviews in Food Science and Nutrition (2013, 53(9): 929-942). La
evaluacidon del contenido de CLA en leches fermentadas comerciales se encuentra bajo
revisiéon en la revista LWT - Food Science and Technology y la determinacién del
contenido de CLA en leche de cabra fermentada se encuentra bajo revisidén en la

revista International Journal of Dairy Technology.

4.2.1. ACIDOS GRASOS CONJUGADOS COMO INGREDIENTES
FUNCIONALES CON POTENCIAL EFECTO ANTIOBESIDAD

Como resultado de la revisién bibliografica se desprende que el estudio sobre el
potencial efecto de los 4cidos grasos en la reducciéon de la grasa corporal se ha
centrado principalmente en los AGPI n-3 (EPA y DHA) y acido linoleico conjugado (CLA).
Numerosos estudios prueban su efectividad en modelos animales si bien los estudios
en humanos mostraron diversos resultados no aclarandose de forma inequivoca su
efecto positivo. Puesto que en la presente Tesis se continud con el estudio del CLA en
leches fermentadas a continuaciéon se presenta un resumen de los resultados

encontrados para los acidos grasos conjugados.
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Los acidos grasos conjugados (CFAs) son una mezcla de isdmeros posicionales y
geométricos de los acidos grasos poliinsaturados con dobles enlaces conjugados. Como
anteriormente se ha explicado (Véase seccion 1.7.2. Implicaciéon del acido linoleico
conjugado en la salud) el CLA es la forma conjugada del acido linoleico. En estudios
animales CLA ha mostrado reducir la grasa corporal y aumentar la masa magra en
varias especies como ratas, ratones y cerdos (Azain y col., 2000; DeLany y West, 2000;
Meadus y col., 2002). Jahreis y col., (2000) atribuyeron estos efectos a la reduccién de
la actividad de la lipoproteinalipasa (LPL) y a un aumento de la enzima carnitina

palmitoiltransferasa (CPT) (asociada a la B-oxidacion de los lipidos).

De entre los 28 isdmeros posibles del CLA sélo se conoce bioactividad en dos de ellos:
el isdbmero trans-10, cis-12-CLA, relacionado con su efecto anti-obesidad, ademas de
anti-carcinogénico y antidiabético, y el isémero cis-9, trans-12-CLA relacionado con su
efecto anti-carcinogénico (Nagao y Yanagita, 2005). Estudios en humanos han probado
gue la suplementacién con mix de isémeros de CLA reduce el peso corporal (Blankson
y col., 2000; Thom vy col., 2001) y el porcentaje de grasa corporal (Smedman y Vessby,
2001). Sin embargo revisiones realizadas por otros autores (Larsen y col., 2003)
concluyeron que la evidencia en la reduccion del peso corporal es baja en estudios en
humanos con duraciones inferiores a 6 meses o directamente que no la hay en

humanos aunque si en animales (Silveira y col., 2007).

Otros CFAs distintos al CLA han sido estudiados por su efecto anti-obesidad. Tsuzuki y
col., (2005, 2006) disefiaron acido eicosapentanoico conjugado (CEPA) y 4&cido
docosahexanoico conjugado (CDHA) mediante isomerizacion alcalina con la hipétesis
de que la combinaciéon de los dobles enlaces conjugados junto con la estructura
altamente insaturada podria tener mayor efecto anti-obesidad. La administracién a
corto plazo de CEPA y CDHA en animales suprimia la acumulacién lipidica en higado y

tejido adiposo mucho mas que CLA, EPA y DHA.

4.2.2. CLAEN LECHES FERMENTADAS COMERCIALES

La distribucion media de las fracciones de 4cidos grasos saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA) de las leches fermentadas (LF)

analizadas (Tabla 31) esta en el rango de valores presentados en la revision realizada
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Tabla 31. Composicién porcentual en acidos grasos de las leches fermentadas (media + error estandar).

Tipo de LF

Acidos grasos, % del total de acidos grasos

C16:0 Cle:1 C18:0 C18:1 C18:2 c9t11CLA t10cl2CLA SFA MUFA PUFA 2CLA
B1 31.87+0.79 1.46+0.05 12.36+0.25 25.60+0.64 2.87+0.09 0.57+0.00 0.19+0.00 68.67+0.82 27.06+0.68 4.27+0.14 0.77+0.01
B2 32.41+0.11 1.52+0.05 11.94+0.36 24.61+0.10 2.81+0.10 0.56+0.06 0.22+0.00 69.60+0.11 26.13+0.15 4.27+0.04 0.77+0.07
B3 31.64+0.16 1.41+0.05 12.20+0.03 24.69+0.02 2.89+0.04 0.55+0.02 0.20+0.00 69.49+0.22 26.10+0.03 4.41+0.25 0.75+0.03
Lcl 32.50+0.81 1.52+0.04 12.37+0.30 25.68+0.59 2.51+0.07 0.67+0.02  0.24+0.00 68.66+0.71 27.20+0.63 4.14+0.07 0.91+0.03
Lc2 33.47+0.24 1.59+0.03 12.22+0.14 24.37+0.55 2.56+0.04 0.52+0.00 0.21+0.00 70.07+0.57 25.96+0.58 3.98+0.01 0.73+0.00
Lc3 32.15+0.23 1.52+0.02 12.01+0.45 24.60+0.48 2.43+0.08 0.63+0.02 0.25+0.00 69.93+0.60 26.12+0.50 3.96+0.11 0.88+0.03
Y1 29.07+0.74 1.26+0.01 13.631+0.42 28.29+0.98 4.00+0.23 0.59+0.01 0.23+0.01 64.58+£1.65 29.55#0.97 5.87+0.69 0.82+0.02
Y2 32.87+0.58 1.59+£0.01 11.78+0.22 25.22+0.98 2.64+0.10 0.56+0.00 0.21+0.01 69.02+1.11 26.81+0.99 4.17+0.12 0.78+0.01
Y3 30.54+0.50 1.31+0.00 13.07+0.08 26.43+0.22 3.26+0.04 0.60+0.01 0.24+0.00 67.17+0.23 27.74+0.23 5.09+0.49 0.8410.01
Y4 33.43+0.72 1.64+0.02 11.42+0.17 25.57+0.04 2.47+0.16 0.59+0.02 0.20+0.00 68.84+0.11 27.21+0.06 3.95+0.05 0.79+0.03
G1 32.75¢1.32 1.63+#0.12 11.13£1.12 24.38+1.28 2.59+0.58 0.61+0.06 0.19+0.01 69.96+1.61 26.01+1.16 4.02+0.46 0.79+0.05
G2 30.29+0.09 1.52+0.01 11.19+#0.02 25.34+0.19 2.11+0.06 0.98+0.00 0.20+0.01 68.58£0.25 26.86+0.21 4.55+0.05 1.18+0.02
G3 33.22+1.17 1.66+0.10 11.29+1.36 24.48+1.53 2.61+0.58 0.63+0.06 0.19+0.01 69.95+1.86 26.14+1.43 3.92+0.44 0.81+0.06
G4 32.62+0.07 1.63+0.01 11.31+0.04 24.61+0.13 2.21+0.02 0.63+x0.00 0.21+0.00 70.09+0.15 26.24+0.12 3.67+0.03 0.84+0.00
B1-L 32.15#0.21 1.44+0.18 12.83+0.14 25.83+0.62 3.53#0.15 0.49+0.04 0.36+x0.00 67.67+1.15 27.27+0.48 5.06+0.29 0.85+0.06
B2-L 30.7310.30 1.54+0.11 13.62+0.31 23.73+0.38 6.19+0.24 n.d. n.d. 64.85+0.24 23.73+0.32 6.42+0.13 n.d.
B3-L 31.15#0.11 1.59+0.04 12.82+0.25 24.17+0.24 3.32+0.18 0.50+0.11 0.96+0.02 68.98+0.18 25.76+0.41 5.26+0.24 1.46+0.04
Lel-L 32.48+0.15 1.37+0.08 14.36+£0.08 26.93+0.27 4.03£0.42 0.54+0.08 0.34+0.01 66.11+0.95 28.29+0.44 5.60+0.15 0.88+0.01
Le2-L 30.43+0.14 1.41+0.04 16.78+0.40 21.17+0.75 4.96%0.31 n.d. n.d. 69.09+0.97 22.58+0.65 8.32+0.35 n.d.
Le3-L 30.75£0.28 1.14+0.08 21.82+0.45 19.51+0.71 4.23%0.15 n.d. 1.46+£0.01 73.66+1.15 20.65%+0.28 5.69+0.44 1.46%0.01
Y1-L 30.91+0.41 1.42+0.14 12.08+0.25 24.08+0.41 3.15#0.12 0.50+0.05 0.24+0.02 69.94+0.35 25.51+0.27 4.55+0.47 0.74£0.02
Y2-L 30.26+0.54 1.23+0.12 16.45+#0.31 19.98+0.40 4.53+0.39 n.d. n.d. 63.77+0.61 21.21+0.38 6.02+0.68 n.d.
Y3-L 33.03+0.19 1.11+0.20 14.03+0.14 24.59+0.84 4.72+0.24 0.75+0.02  1.35+0.02 68.59+0.64 24.59+0.39 6.82+0.14 2.11+0.01
G1-L 31.17+0.24 1.51+0.05 10.24+0.08 22.21+0.16 2.42+0.11 0.45+0.01 0.20+0.00 72.62+0.18 23.72+0.44 3.66+0.31 0.64+0.04

Abreviaciones: LF, leche fermentada; t, trans; c, cis, CLA, acido linoleico conjugado; SFA, acidos grasos saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos
grasos poliinsaturados; n.d., no detectado; B, LF con los cultivos tradicionales del yogur (CTY) (L. bulgaricus y S. thermophilus) y Bifidobacterium spp.; Lc, LF con los CTY y L.
casei; Y, LF con los CTY; G, LF con los CTY al estilo griego; L detras de cada tipo de LF representa el producto bajo en grasa.
SFA: suma de C6:0, C8:0, C10:0, C12:0, C14:0, C15:0, C16:0, C18:0, C19:0, C20:0 y C21:0; MUFA: suma de C16:1 y C18:1; PUFA: suma de todos los C18:2, C18:3 y C20:5.
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por Jensen y col., (2002). La contribucion del CLA en el perfil total de acidos grasos fue
de 0.83% de media (0.50% de isémero cis-9, trans-11-CLA y 0.33% de isémero trans-
10,-cis-12-CLA), lo cual estd en concordancia con lo estudiado previamente por otros

autores (Fritsche y Steinhart, 1998; Serafeimidou y col., 2012).

Como se puede observar en la Tabla XX en la mayoria de muestras analizadas el
isdmero mayoritario es el c¢is-9, trans-11-CLA, Unicamente en ciertos tipos de LF bajas
en grasa el isdmero trans-10,-cis-12-CLA es el mayoritario aunque esto puede
considerarse como irrelevante debido al bajo contenido en grasa que presentan
(<0.5%) y a los problemas de deteccion de acidos grasos minoritarios en este tipo de

muestras.

Ni el contenido en grasa de las LF ni el tipo de cultivo iniciador afectd al contenido total
de CLA (p>0.05), cuando los resultados son expresados como % del total de acidos
grasos (Tabla 31). Unicamente el isémero cis-9, trans-11-CLA individualmente se vio
afectado, siendo su contenido significativamente mayor en las LF con los CTY al estilo
griego con alto contenido en grasa (>8%) (G) con respecto a las LF bajas en grasa
(<0.5%) (todos los tipos). En la Tabla 32 se presentan los resultados en mg/100 mL de

leche

Tabla 32. Contenido en CLA (mg/100 g muestra) y grasa (g/100 g muestra) de las distintas

leches fermentadas.

CLA total (mg/100 g)

Tipo de LF Niedia T E Grasa (g/100 g)*
B1 24.81 0.73 3.70
B2 22.46 2.38 3.50
B3 25.63 0.82 3.60
Lcl 22.19 2.35 2.60
Lc2 11.95 0.80 1.60
Lc3 10.42 0.27 1.40
Y1l 21.70 0.71 2.90
Y2 20.87 1.32 3.60
Y3 12.82 0.56 2.20
Y4 23.44 0.60 3.10
G1 64.47 1.02 10.00
G2 93.33 1.95 8.70
G3 73.32 1.47 9.10
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G4 53.78 0.27 9.00
B1-L 3.35 0.03 0.40
B2-L n.d. --- 0.10
B3-L 1.64 0.04 0.40
Lcl-L 3.96 0.11 0.10
Lc2-L n.d. --- 0.20
Le3-L 1.10 0.05 0.50
Y1-L 2.94 0.14 0.40
Y2-L n.d. --- 0.10
Y3-L 241 0.20 0.10
G1-L 1.92 0.16 2.90

Ver Tabla XX para abreviaciones.
’Informacién dada en el etiquetado del producto.
E. E., error estandar.

Cuando el analisis estadistico es llevado a cabo en mg/100 g de muestra el contenido
en CLA se ve afectado por la cantidad de grasa de la LF (Tabla XX). A mayor contenido
en grasa, mayor cantidad de CLA (p<0.05). La ingesta diaria estimada de CLA varia
entre 200 — 1000 mg al dia (Van Wijlen y Colombani, 2010), aunque segun lp y col.,
(1994) esta ingesta no seria suficiente para alcanzar un efecto beneficioso pues
establecen que un adulto con un peso medio de 70 kg deberia de ingerir 3000 mg de
CLA/dia. De los resultados desprendidos en el presente estudio el consumo de una
racion (125 g) de LF con alto contenido (>0.8%), medio (1.4%-4%) y bajo (<0.5%) en
grasa contribuye al 2.97%, 0.82% y 0.11%, respectivamente, de las recomendaciones

diarias para conseguir un efecto beneficioso en la salud.

4.2.3. CLA EN LECHES FERMENTADAS DE CABRA

4.2.3.1. Composicion quimica de la leche de cabra

La leche cruda de cabra presentd la siguiente composicion quimica: 6.38% de grasa,
4.31% de proteina, 3.41% de caseina, 4.27% de lactosa, 15.36% de materia seca, 0.69%
de acidos grasos libres (expresados como g acido oleico/100 g de grasa) y un pH de
6.60. El contenido en grasa de la leche fue superior al revisado en la literatura
(Boyazoglu y Morand-Fehr 2001; Tamime y col., 2011), sin embargo la composicién
guimica de cualquier tipo de leche fresca varia a lo largo del tiempo en funcién de

factores tales como la raza, animal individual, dieta y alimentacién, condiciones
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ambientales y locales, periodo de lactacién, estado sanitario, etc. (Slacanac y col.,

2010).
4.2.3.2. Proceso de fermentacion

Ni el empleo de aceite de girasol hidrolizado (HSO) como fuente de &cido linoleico libre
ni el uso de Tonalin® afectd al pH de las leches fermentadas durante el proceso de

fermentacion (p>0.05).

Tabla 33. Perfil de acidos grasos (% del total de acidos grasos) de la leche cruda de cabra y de

las distintas leches control fermentadas (yogur y L. casei) (transcurridas 24h de elaboracion).

. Leche cruda de cabra Yogur L. casei
Acido graso - - -

Media E. E. Media E. E. Media E.E.
C4:0 0.69 0.09 0.56 0.13 0.68 0.05
C6:0 1.74 0.24 1.52 0.07 1.82 0.32
C8:0 2.56 0.46 2.26 0.13 2.71 0.57
C10:0 8.46 1.12 7.64 0.32 8.70 1.98
C12:0 3.78 0.16 3.64 0.19 3.98 0.68
C14:0 9.11 0.33 8.85 0.70 8.83 0.79
C15:0 0.78 0.22 0.74 0.19 0.76 0.19
C16:0 26.61 0.37 27.09 0.20 26.31 0.90
Cl6:1 1.22 0.14 1.20 0.14 0.93 0.63
C18:0 13.27 0.12 14.03 0.93 13.36 0.56
C18:1 26.93 1.01 27.62 0.54 27.01 1.22
C18:2 2.79 0.15 2.86 0.24 2.74 0.13
C18:3 0.08 0.04 0.08 0.03 0.16 0.12
C18:2 ¢9,t11-CLA 0.81° 0.03 0.99° 0.04 1.00° 0.14
C18:2 t10,c12-CLA n.d. - n.d. --- n.d. ---
C20:0 0.25 0.09 0.27 0.05 0.28 0.08
C20:1 0.74 0.08 0.33 0.20 0.58 0.05
SFA 67.26 0.96 66.60 0.59 67.45 1.90
MUFA 28.89 1.07 29.15 0.92 28.52 1.71
PUFA 3.68 0.18 3.93 0.27 3.90 0.28
2C18 43.88 1.00 45.58 1.00 44.27 1.83
ICLA 0.81 0.03 0.99 0.02 1.00 0.07

Abreviaciones: E. E., error estandar; n.d., no detectado; t, trans; c, cis; CLA, acido linoleico conjugado;
SFA, acidos grasos saturados; MUFA, &cidos grasos monoinsaturados, PUFA, &cidos grasos
poliinsaturados.

SFA: suma de C4:0, C6:0, C8:0, C10:0, C12:0, C14:0, C15:0, C16:0, C18:0 y C20:0; MUFA: suma de C16:1,
C18:1y C20:1; PUFA: suma de todos los C18:2 y C18:3.

Valores en la misma linea con distinta letra difieren significativamente (p<0.05).
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El efecto del empleo de los distintos cultivos iniciadores sobre el perfil de acidos grasos
de la leche cruda de cabra se presenta en la Tabla 33. El empleo tanto de los CTY como
L. casei aumentd el contenido del isdmero cis-9, trans-11-CLA. En este caso como la
leche cruda de cabra no estaba suplementada dicho incremento se debe Unicamente
al proceso de fermentacidon. En las muestras no suplementadas no se detectd

presencia del isémero trans-10, cis-12-CLA (Tabla 33).

4.2.3.3. Evolucion del perfil de dacidos grasos las leches fermentadas durante el

almacenamiento

En primer lugar se realizaron ensayos preliminares con aceite de girasol sin hidrolizar.

Tanto en las LF con los CTY como con L. casei el contenido en acido linoleico y en CLA
permanecié inalterado tanto al final de la fermentacion como a lo largo del
almacenamiento. Por lo tanto, las bacterias lacticas en estudio no son capaces producir
CLA a partir del aceite sin hidrolizar. Estos resultados coinciden con los publicados por
Xu y col., (2004) y Gorissen y col., (2012). Ademas, para una mejor comprension del
comportamiento de las bacterias lacticas se evalud la ratio de hidrélisis tanto del aceite
de girasol nativo (SO) como hidrolizado (HSO). Como podemos observar en la Tabla XX
el HSO estaba completamente hidrolizado. En cuanto a Tonalin® la ficha técnica del
fabricante indicaba en su composicion que estaba mas del 98% en forma de

triglicéridos.

Tabla 34. Porcentaje de hidrdlisis del aceite de girasol.

% HSO (%) SO (%)
Acidos grasos libres 60.08 0
Monoglicéridos 19.12 4.72
Diglicéridos 19.96 9.88
Glicerol 0.84 0
Triglicéridos 0 85.4

Abreviaciones: HSO, aceite de girasol hidrolizado; SO, aceite de girasol (nativo).

En cuanto al yogur, la suplementacién con HSO o Tonalin® afecté dramaticamente su
perfil de acidos grasos (Tabla 35a). El HSO contenia un 61.68% de acido linoleico con lo

que el contenido de dicho 4cido graso en los yogures suplementados fue superior
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(p<0.05). Por el mismo motivo los yogures con Tonalin® presentaron mayor
concentracion (p<0.05) de los isomeros de CLA. En la Tabla 33 se ha podido observar el
aumento de los niveles de CLA a través del proceso de fermentacién. La
suplementacién con HSO se llevd a cabo para evaluar la posible aceleracién en la
produccién de CLA, lo cual ha sido analizado en estudios anteriores (Colakoglu y
Gursoy 2011; Xu y col., 2005). En el presente estudio se comprobd que los CTY no
aumentaron la concentracion del isémero cis-9, trans-11-CLA; sin embargo si fueron
capaces de producir el isdmero trans-10, cis-12-CLA a partir de acido linoleico libre. El
alto contenido en acidos grasos libres de la leche de cabra (0.69% del total de la grasa)
junto con el elevado contenido de 4cido linoleico suplementado pudieron haber
actuado como potenciadores o iniciadores de la isomerizacidn del CLA (Gorissen y col.,
2012). La concentracion maxima de CLA en los yogures suplementados con HSO se

detectod a dia 28 de almacenamiento (1.02% y 0.18% (del total de acidos grasos) para

los isémeros cis-9, trans-11-CLA y trans-10, cis-12-CLA, respectivamente).

Tabla 35a. Contenido en C18s y principales grupos de acidos grasos (% del total de acidos
grasos) en yogures de leche de cabra en funcion de la fuente lipidica y el tiempo de

almacenamiento en refrigeracion (media + error estandar).

Tiempo (dias)

0 1 14 28 35
C18:2
Control 2.96+0.33 2.88+0.05 2.73+0.01 2.71+0.04 2.72+0.11
Hidrolizado 10.96+0.97 10.34+0.12 9.50+0.21 9.21+0.14  11.25+0.03
Tonalin® 2.76x0.34 2.67+0.02 2.65+0.05 2.73+0.05 2.52+0.01
C18:2 ¢9,t11-CLA
Control 0.97+0.02 0.98+0.04 0.96+0.01 0.9310.03 0.9310.02
Hydrolyzed 0.9610.05 1.00£0.06 0.94+0.03 1.0210.01 0.9310.03
Tonalin® 1.39+0.27 1.32+0.11 1.27+0.04 1.27+0.04 1.31+0.09
C18:2 t10,c12-CLA
Control n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Hidrolizado 0.1410.01 0.08+0.03 0.11+0.05 0.18+0.05 0.1510.01
Tonalin® 0.24+0.04 0.2310.06 0.12+0.02 0.1310.03 0.17+0.04
ZC18
Control 46.25+1.07 44.24+0.66  45.08+0.37 45.27+0.13  44.15%0.59
Hidrolizado 53.00+1.01 52.23+9.59 51.43+0.88 52.81+0.39 52.06+2.37
Tonalin® 47.10+4.64 45.14+0.26  47.58+0.97 47.19+0.31 46.07£1.02
SFA
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Control 67.01+0.63 66.57+0.45 67.67+0.16  67.70+£0.05  69.09+1.23
Hidrolizado 57.35#1.46  58.11+11.59 59.65+0.39 58.70+0.60 57.93%1.53
Tonalin® 64.02+3.55 65.25+0.32 64.57+0.44 64.88+0.06 66.00+0.76
MUFA

Control 28.45+0.77 28.66+0.69  28.22+0.17  28.23+0.10 27.8110.11
Hidrolizado 30.24+0.37 29.73+1.90 29.39+0.73  30.42+0.14 29.35+1.51
Tonalin® 29.61+2.72 29.83+0.02  30.38+0.40 30.15+0.14  29.22+0.59
PUFA

Control 4.10+0.30 4.0610.06 3.86+0.06 3.79+0.13 3.80+0.16
Hidrolizado 12.23+1.04 11.63+0.17 10.67+0.19  10.56%0.21  12.48+0.01
Tonalin® 5.37+0.79 4.35+0.33 4.23+0.04 4.31+0.04 4.20+0.15

Ver Tabla 33 para abreviaciones.

Tabla 35b. Grupos homogéneos entre medias determinados por el Test de Tukey HSD (p<0.05)
para C18s y principales grupos de acidos grasos (% del total de acidos grasos) en yogures de
leche de cabra en funcion de la fuente lipidica y el tiempo de almacenamiento en

refrigeracion.

Factores Fuente lipidica Tiempo (dias)

Control Hidrolizado Tonalin® 0 1 14 28 35
C18:2 a b a a a a a a
C18:2 c-9,t-11 CLA a a b a a a a a
C18:2 t-10,c-12 CLA a b b a a a a a
3C18 a b a a a a a a
SFA b a b a a a a a
MUFA a b b a a a a a
PUFA a b a a a a a a

Ver Tabla 33 para abreviaciones.

L. casei ha demostrado aumentar el contenido en CLA (Tabla 33). Al igual que sucedia
con el yogur, el contenido en acido linoleico fue superior en los suplementados con
HSO y el contenido en los isdmeros estudiados de CLA fue superior en los
suplementados con Tonalin® (p<0.05) (Tabla 36a). En las LF suplementadas con HSO el
contenido maximo del isémero cis-9, trans-11-CLA (0.99%) se alcanzé a dia 14 de
almacenamiento mientras que a dia 28 para el isémero trans-10, cis-12-CLA (0.17%).
Mientras que el nivel del isémero cis-9, trans-11-CLA se mantuvo constante a lo largo
contenido del cis-12-CLA aumentd

del almacenamiento, el isdbmero trans-10,
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gradualmente hasta el dia 28 de almacenamiento tanto para los suplementados con

HSO como con Tonalin® (p<0.05).

Tabla 36a. Contenido en C18s y principales grupos de 4acidos grasos (% del total de acidos

grasos) en leche de leche de cabra fermentada con L. casei en funcién de la fuente lipidica y el

tiempo de almacenamiento en refrigeracion (media % error estandar).

Tiempo (dias)

0 1 14 28 35
C18:2
Control 2.7940.06 2.8310.26 2.75£0.05 2.7040.02 2.69+0.09
Hidrolizado 10.4940.58  11.14+0.42 9.23+0.23 9.81+0.36  10.81+0.03
Tonalin® 2.61+0.15 2.68+0.05 2.74+0.02 2.66+0.05 2.58+0.14
C18:2 ¢9,t11-CLA
Control 0.90+0.07 0.98+0.01 0.91+0.03 0.94+0.01 0.94+0.00
Hidrolizado 0.89+0.01 0.95+0.01 0.99+0.08 0.96+0.06 0.88+0.02
Tonalin® 1.32+0.21 1.25+0.14 1.31+0.04 1.40+0.00 1.35+0.36
C18:2 t10,c12-CLA
Control n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Hidrolizado 0.10£0.00 0.15+0.04 0.15+0.02 0.17+0.02 0.12+0.01
Tonalin® 0.16+0.02 0.1740.00 0.23+0.01 0.28+0.04 0.2710.03
2C18
Control 43.28+0.45  44.14+0.27  45.65+0.64  45.03+0.02  44.28+0.14
Hidrolizado 51.78+0.30 53.17+0.08  52.34+0.37 52.34+0.31 50.03%0.39
Tonalin® 46.02+0.28  45.05+1.60 49.09+0.54  46.80+0.50 46.59+1.21
SFA
Control 68.75+0.95 67.93+1.00 67.49+0.20 67.83+0.06  68.42+0.02
Hidrolizado 58.38+0.33  56.42+0.11 58.59+0.95 58.71+0.29  59.7910.33
Tonalin® 67.4610.47 65.99+1.09 67.07+0.33  65.16+0.96  65.74+0.89
MUFA
Control 27.2610.98 27.86+0.85 28.51+0.21  28.04+0.02  27.70+0.06
Hidrolizado 29.84+0.28  30.85+0.83  30.59+0.53  29.95+0.23  28.0810.42
Tonalin® 29.96+0.52  29.55+0.77 31.21+0.47 29.74+0.62  29.04+0.30
PUFA
Control 3.90+0.04 4.00£0.24 3.79+0.11 3.82+0.01 3.77+0.08
Hidrolizado 11.64+0.63  12.38+0.51 10.52+0.33  11.08+0.31  11.92+0.05
Tonalin® 4.22+0.15 4.21+0.35 4.47+0.06 4.5310.06 4.92+0.55

Ver Tabla 33 para abreviaciones.
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Tabla 36b. Grupos homogéneos entre medias determinados por el Test de Tukey HSD (p<0.05)
para C18s y principales grupos de acidos grasos (% del total de acidos grasos) en leche de cabra
fermentada con L. casei en funcién de la fuente lipidica y el tiempo de almacenamiento en

refrigeracion.

Factores Fuente lipidica Tiempo (dias)

Control Hidrolizado Tonalin® 0 1 14 28 35
C18:2 a b a ab b a ab ab
C18:2 ¢9,t11-CLA a a b a a a a a
C18:2 t10,c12-CLA a b c a a a a a
2C18 a C b a ab b ab a
SFA o a b ab a ab ab b
MUFA a b b a b b ab a
PUFA a c b ab b a ab ab

Ver Tabla 33 para abreviaciones.

4.2.3.4. Evolucion de los recuentos microbioldgicos en las leches fermentadas

durante el almacenamiento

En cuanto al yogur, el uso de diferentes fuentes lipidicas, el tiempo de
almacenamiento y su interaccién influyd de forma significativa sobre los recuentos de
estreptococos y lactobacilos (p<0.01) (Figura 13). A dia 28 de almacenamiento, en los
yogures suplementados con HSO, los recuentos de estreptococos y lactobacilos
disminuyeron significativamente. El efecto antibacteriano del acido linoleico libre es
conocido desde hace anos; el efecto inhibitorio depende de la cepa bacteriana y los

niveles de disponibilidad del acido graso.

En cuanto a la LF con L. casei, no se encontrd interaccion estadistica entre la fuente
lipidica y el tiempo de almacenamiento. A lo largo del almacenamiento, los recuentos
medios de las LF control (8.27 + 0.04 log UFC/g) y suplementadas con Tonalin® (8.26 +
0.06 log UFCg) fueron superiores (p<0.05) a los de las LF suplementadas con HSO (8.15
+ 0.04 log UFC/g) (Figura 14). Mientras que los recuentos a dia 1 y 14 de

almacenamiento fueron similares, a dia 28 y 35 disminuyeron significativamente.
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Figura 13. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre los recuentos de estreptococos (St)y
lactobacilos (Lb) en los yogures de leche de cabra con diferentes fuentes lipidicas [control (C),

yogur con aceite de girasol hidrolizado (H) y yogur con Tonalin® (T)].
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Figura 14. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre los recuentos de L. casei en la leche de
cabra fermentada con L. casei con diferentes fuentes lipidicas [control (C), yogur con aceite de

girasol hidrolizado (H) y yogur con Tonalin® (T)].
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Conclusiones

En base a los resultados de la presente Tesis Doctoral se obtienen las siguientes

conclusiones:

1.

2.

3.

Las pastas y aguas de escaldado de las industrias del datil y membrillo pueden
usarse como ingredientes en la formulacion de alimentos funcionales por su
contenido en fibra y antioxidantes naturales. Su uso es adecuado a diferentes
matrices alimentarias debido a sus diferentes caracteristicas:

a. La pasta y agua de escaldado del procesado de datil Medjoul es rica en
azucares reductores y de pH cercano a la neutralidad lo que permite
aplicarlo a alimentos de diversa naturaleza.

b. Las pastas y aguas de escaldado de datil Confitera y de membrillo
presentan un elevado contenido en compuestos fendlicos y actividad
antioxidante, su pH es adecuado para su incorporacidon a alimentos
acidos.

Las aguas de escaldado de datil pueden adicionarse en la elaboraciéon de
yogures teniendo en cuenta las siguientes particularidades :

a. Las aguas de escaldado provocan modificaciones del color de los
yogures, y también de la textura de manera vinculada a los cambios de
pH.

b. El agua de escaldado de datil Medjoul es apropiada para la elaboracién
de yogures desde un punto de vista sensorial y funcional.

c. El agua de escaldado datil Confitera proporciona las mejores
propiedades antioxidantes, en cambio, el estado de inmadurez del fruto
reduce la calificacion sensorial de los yogures, lo que limita la cantidad
de agua de escaldado a incorporar.

El agua de escaldado de membrillo presenta efecto antimicrobiano frente a
estreptococos y lactobacilos por su riqueza en fenoles y ocasiona una escasa
valoracion sensorial de los yogures. Su aplicacion a yogur no es adecuada.

Las leches fermentadas con zumo de granada tienen una elevada capacidad
antioxidante. El zumo de granada puede incorporarse hasta en un 40% en la
formulacion de leches fermentadas atendiendo a las siguientes

particularidades:
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a.

5. Las

Leche y zumo deben pasteurizarse separadamente para evitar la
desestabilizacion de las proteinas de la leche.

Los yogures con de zumo de granada desarrollan menor acidez, alargan
el proceso de fermentacion y poseen menor poblacién de cultivos del
yogur que los controles sin zumo, a causa del efecto inhibidor de los
compuestos fendlicos de la granada. Estos yogures poseen un color

atractivo y son positivamente calificados en aceptacidén sensorial.

interacciones proteinas lacteas-polifenoles no reducen el efecto

antioxidante de la leche fermentada con zumo de granada. El color y la

capacidad antioxidante se mantienen estables durante el almacenamiento en

refrigeracion de los yogures:

a.

Los yogures con zumo de granada poseen una elevada actividad
antioxidante. Las interacciones proteinas-polifenoles dependen de la
naturaleza del compuesto: el acido eldgico permanece en la fraccién
soluble de la leche, en cambio las punicalaginas siempre quedan
retenidas en la fase proteica. Las antocianinas permanecen
mayoritariamente con las proteinas: cianidin-3,5-O-diglucdsido
permanece en su totalidad en la fase proteica, mientras que el
delfinidin-3,5-0O-diglucdsido apenas interacciona con ellas.

Durante la fermentacién y almacenamiento en refrigeracién de 28 dias
las antocianinas individuales se degradan, las formas diglucosiladas son
mas estables a la fermentacién que las monoglucosiladas. Los
parametros de color de los yogures no se ven afectados por esta

degradacion de antocianinas durante el almacenamiento.

6. El acido linoleico conjugado (CLA) presente de forma natural en la leche

aumenta a causa del proceso de fermentacion:

a.

Este aumento es mayor cuando se incorpora a la leche, previo a la
fermentacion (cultivos de yogur YF-L811 Yo-Flex® y Lactobacillus casei
LC-01 nu-trish®), acido linoleico libre que es utilizado por las bacterias
como precursor de CLA. El contenido en CLA se mantiene estable

durante el almacenamiento frigorifico de ambas leches fermentadas.
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b. La leche de cabra solo presenta el isdmero cis-9, trans-11-CLA, con la
adicién de acido linoleico a la leche las bacterias sintetizan el isdmero
trans-10, cis-12-CLA.

c. Lasleches fermentadas comercializadas en Espafia elaboradas con leche
de vaca aportan entre 0 y 93.3 mg de CLA por racion de 100 g en

funcién del contenido graso de la leche (0-10%).
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Quince scalding water is rich in phenolic compounds and flavonoids which provide interesting antiox-
idant properties, and also contain organic acids and sugars. The aim of this study was to evaluate the
direct use of quince scalding water for set style yogurt production. The addition of quince scalding water
provided color changes and reduced yogurt sensory scores. Quince scalding water had inhibitory effect
against lactic acid bacteria, probably due to its high content in polyphenols. As a consequence, quince
scalding water enriched yogurts had higher pH and lower lactic acid content compared to control
yogurts. Such changes are reflected in their rheological and textural properties: soft yogurts of higher
deformability and lower elastic behavior and viscosity. Future research on the addition of quince scalding
water to other foods, or the study of their antibacterial or antioxidant properties would be of great

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Waste water could result from several steps in the food industry
like the cleaning process, the step of blanching fruits or vegetables,
or as secondary by-product such as washing water during the
extraction of dietary fiber. The possibility of successfully including
these waste water by-products in the human food industry would
help in enhancing the economic development quince producers and
processors.

Quince fruit (Cydonia oblonga Miller) is not appreciated fresh
because of pulp hardness, bitterness and astringency. But when
ripe it is highly demanded for processing ‘marmalade’, jams, jelly
and cakes (Silva et al., 2002; Silva et al., 2005). Rodriguez-Guisado
et al. (2009) determined the average values for the chemical
characterization of five quince fruits collected in Southeastern
Spain showing high water content (76.72 g/100 g), high crude fiber
content (5.33 g/100 g), and low-fat content (1.95 g/100 g). Quince
(like apple and pear) is classified into the Roseaceae family and
their well-established beneficial properties to human health were
found mainly related to their phenolic content. Fattouch et al.
(2008) reported that quince pulp extract showed a superior
phenolic content (66.95 mg/100 g fresh weight) than apple pulp
(27.44 mg/100 g fresh weight) and pear (24.38 mg/100 g fresh
weight). So the fact that quince fruits are a source of sugars (mainly

* Corresponding author. Tel.: +34 966749735; fax: +34 966749677.
E-mail address: esther.sendra@umbh.es (E. Sendra).

0023-6438/$ — see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.lwt.2011.01.012

fructose, glucose, and sucrose) and phenolic compounds with
antioxidant activity suggests that it is likely that a small portion of
these compounds become part of the scalding water when they are
processed. Quince healthy properties have been explored by
several authors, a recent study has proposed the use of quince hot
water, scalding water, as a functional food for its anti-allergic
effects on type I allergic symptoms proved in mice and in vitro cells
(Shinomiya, Hamauzu, & Kawahara, 2009). However, the reuse of
water in the food industry has limits, as has been reviewed by
Casani, Rouhany, and Knechel (2005). The type of water that we are
using in the present study is classified as water for direct recycling
for non-food uses and cleaning (Casani et al., 2005), however, given
the interesting compounds that contains and the references to its
health benefits we considered to present a simple approach by
directly using such water in foods.

Fermented milk products already have a positive healthy image
due to the beneficial action of its viable bacteria and yogurt already
have a record as being healthful (Heller, 2001). The addition of
antioxidant food ingredients such as green tea and lemon, straw-
berry pulp and vitamin E was been also tested on dairy products
(Jiménez, Murcia, Parras, & Martinez-Tomé, 2008). The purpose of
incorporating ingredients known to have antioxidant activity is to
increase the functionality and antioxidant activity of these food-
stuffs and in this way to improve consumer’s protection against
pathologies related with free radicals (Jiménez et al., 2008).

The aim of this study was to evaluate the direct use of scalding
water from quince fruits scalding in a set style yogurt on yogurt
quality during 28 days of refrigerated storage.
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2. Materials and methods
2.1. Materials

Quince fruits were directly collected from the quince grove of
the Miguel Hernandez University (Orihuela, Alicante, Spain).
Quince fruits were separately scalded at 100 °C for 3 min and
immediately divided into solids (seeds, pulp, peels) and liquid. For
scalding, quince:water ratio was 1:1. Seeds and peels were handy
removed, the flesh part was crushed to obtain a paste. Scalding
water was filtered through a cotton gauze and frozen stored until
use. For best knowledge the scalding water (quince scalding water,
QSW) and the resulting quince fruit paste (QFP) were analyzed to
compare how many bioactive compounds in the pulp and skin were
released to the scalding water.

For all the study the same batch of skim milk powder was used
(34 g/100 g protein, 52 g/100 g lactose, 1 g/100 g fat, 6.8 g/100 g
ash, 5.2 g/100 g moisture; Central Lechera Asturiana, CAPSA,
Granada-Siero, Spain). Commercial starter cultures of Strepto-
coccus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
(Ezal® MY900, Rhodia Food-Danisco A/S, Sassenage, France) were
used at the concentrations prescribed by the suppliers. Only for
batches prepared for sensory analysis 8 g/100 g of sucrose was
added to each mix (prior to pasteurization) to sweeten the yogurt.

2.2. Yogurt manufacture

Control and quince yogurt were manufactured. Skim milk
powder was reconstituted with deionised water which is a common
industrial practice (Augustin, Clarke, & Craven, 2003) and quince
scalding water (QSW) at 15 g/100 mL for control and quince yogurt
respectively. Reconstituted skim milk (RSM) was pasteurized in
awater bath at 80 °C for 30 min, followed by immersion in ice-water
baths to cool down to 43 °C, at this point the starter culture was
added and gently shaken. The inoculated mix was poured into brand
new 100 mL cups of yogurt and incubated at 43 °C to reach pH 4.7,
and then cooled down to 4 °C.

2.3. Raw material analysis

2.3.1. pH and °Brix
pH and soluble solids (°Brix) were determined at 20 °C using
a pH-meter and a refractometer respectively.

2.3.2. Chemicals and extraction process

1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), ferrozine, Folin-Ciocalteu’s
reagent, gallic acid, iron (III) chloride, iron (II) chloride, trichloroacetic
acid (TCA) and Trolox were from Sigma Chemical Company
(Germany). Dibasic potassium phosphate, sodium carbonate and
dibasic sodium phosphate were from Merck (Darmstadt, Germany).
Potassium hexacyanoferrate was from Fluka BioChemika (Germany).
The solvent used for the extraction process was methanol of HPLC
ultra-gradient grade, supplied by Merck.

For the extraction process two hundred milligrams of quince
fruit paste (QFP) were extracted for 2 h with 2 mL of methanol/H,0
(50:50 v/v) at room temperature on an orbital shaker set at
600 rpm. The mixture was centrifuged at 1000g for 15 min, and the
supernatant was decanted. Quince scalding water was directly used
for analysis.

2.3.3. Measurements of total phenol content

The total phenol content (TPC) was determined using Folin-
Ciocalteu’s reagent (Viuda-Martos, Ruiz Navajas, Sanchez Zapata &
Fernandez-Lépez, 2010).

2.3.4. Measurements of total flavonoid content
For total flavonoid content (TFC), the method based on Blasa
et al. (2005).

2.3.5. Determination of antioxidant activity

2.3.5.1. 2,2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging meth-
od. 2,2’-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging method
was run according to Viuda-Martos et al. (2010)

2.3.5.2. Ferric reducing antioxidant power. Ferric reducing antioxi-
dant power (FRAP) of the QFP extracts (100 g/L) or scalding waters
was determined by using the potassium ferricyanide-ferric chloride
method (Oyaizu, 1986).

2.3.5.3. Ferrous ion-chelating ability assay. Ferrous ion-chelating
ability assay (FIC) assay was carried out according to the method of
Singh and Rajini (2004).

2.3.6. Organic acids and sugars analysis

The content of organic acids and sugars were determined as
follows: 5 g samples with 10 mL ultrapure water acidified with 0.1 g/
100 g phosphoric acid H3PO4 were homogenized for 20 s at
13500 rpm and centrifuged for 20 min at 15000 rpm. Triplicate
extractions were obtained from each sample. The supernatants fluids
were filtered through 0.45 pm membrane filter (Millipore). Ten
microliter samples were injected in a cation exchange column
(Supelcogel C-610 H, 300 x 7.8 mm, Supelco, Bellefonte) with a pre-
column (Supelguard-H, 50 x 4.6 mm, Supelco, Bellefonte), using
0.1 g/100 g H3PO4 as mobile phase, operating flow rate of 0.5 mL/min.
A Hewlett Packard HP-1100 instrument (Woldbronn, Germany)
coupled with two detectors: DAD G1315A (set at 210 nm) and RID G-
1362 A was used. Standards of organic acids, monosaccharides and
oligosaccharides were obtained from Supelco. Samples were run at
30 °C and the run time was 30 min (Doughty, 1995). Peaks were
identified by comparison with retention time of the standards, and
quantified by regression formula obtained with the standards.

2.4. Yogurt analysis

2.4.1. Physicochemical analysis

2.4.1.1. Color measurements. The CIE LAB color space of yogurts was
studied. Color determinations were made at 12 + 2 °C by means of
a Minolta CM-2002 (Minolta Camera Co., Osaka, Japan) spectro-
photometer, with a liquid accessory CR-A70 (Minolta Camera Co.,
Osaka, Japan), with illuminant Dg; and an observer of 10°. Six
measures per sample were taken.

2.4.1.2. Texture analysis. Penetration test was performed with a
Texture Analyser TA-XT2 (Stable Micro Systems, Surrey, England)
and a 5-kg load cell was used. Constant speed penetration tests
were performed directly on cylindrical containers (4.5 cm
diameter x 4 cm height). All instrumental texture analyses were
conducted at 7 °C. This is a ‘destructive’ test as no structure
recovery is allowed. A cylindrical probe 10 mm diameter ebonite
(P-10) was introduced 15 mm into the samples at a speed of 1 mm)/
s. From the force-versus-time curves, values for the maximum
force (N) were calculated as force at a distance of 15 mm (Fpax).
Triplicate measures for each yogurt were performed.

2.4.2. Rheological measurements

The rheological parameters were measured by oscillatory
testing, in triplicate at 7 °C by means of a rheometer Rheostress 600
(Haake, Karlsruhe, Germany). Tests were performed on slices of
1.2 + 0.2 mm thickness and 35 mm diameter obtained using a sharp
blade. It was verified that all samples were within the range of linear
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viscosity. The geometry used was plate and plate with serrated
platens (35 mm diameter, 1 mm gap). The measurements were
conducted in triplicate. Frequency test was run: frequency sweep
from 0.01 to 10 Hz at a constant stress of 0.4 Pa with three cycles of
measurements in both tests.

2.4.3. Sensory evaluation

Panelists (36) were members of the staff and students of the
Miguel Hernandez University, Alicante, Spain. All sensory work was
carried out in the sensory laboratory at the University, which fulfills
requirements according to the International Standards (ISO, 1988). In
all cases a panel of three experts defined the attributes to be evalu-
ated in yogurts. Panelists accepted to taste the samples before the
tests, and they were informed of the type of product being tested and
asked about yogurt consumption habits. Tap water was provided
between samples to cleanse the palate. White plastic cups with
40 mL of yogurt at 10 °C were provided. Two samples were evaluated
in each session. A total of three sessions were run. A seven-point
hedonic scale (from dislike extremely to like extremely) was used to
rate the following parameters: appearance, creaminess, sweetness,
astringency, sourness, flavor and overall acceptance.

2.4.4. Microbiological analysis

Microbial analyses of yogurts were run at days 1, 7, 14, 21 and 28
of cold storage. Streptococci were counted on M-17 agar (Scharlau,
Barcelona, Spain) incubated aerobically at 37 °C for 24 h. Lactoba-
cilli were enumerated using MRS agar (Cultimed, Panreac, Castellar
del Vallés, Barcelona, Spain) under anaerobic incubation at 37 °C for
48 h. Counting of yeasts and moulds were done on Rose Bengal agar
with Chloramphenicol (Scharlau, Barcelona, Spain) using the
spread plate technique and plates were incubated under aerobic
conditions at 28 °C for 5 days. Samples were analyzed in duplicate.

2.4.5. Organic acids and sugars analysis
Organic acids and sugars from yogurts were analyzed during
cold storage, as previously described in Section2.3.6.

2.5. Statistical analysis

PASW Statistics 18 software package, SPSS Inc., IBM (Chicago, IL,
USA) was used. General Linear Model procedure was tested to
evaluate factors (water source and storage time effect on yogurt
samples). Tukey’s test was used for means comparison (95% confi-
dence level). For sensory data of yogurts and scalding water samples
one way anova test was used. The whole experiment was inde-
pendently run in triplicate.

3. Results and discussion
3.1. Raw material characterization

3.1.1. pH and °Brix

The average pH was 3.92 for QFP. °Brix was 11.73 in QFP.
Rodriguez-Guisado et al. (2009) reported a quince fruit pH ranging
from 3.60 to 3.84 and total soluble solids (as °Brix) from 11.57 to
14.70. The pH of quince scalding water was 4.83 and the °Brix 3.53.

3.1.2. Organic acid and sugar profile in raw materials

Table 1 shows the profile of sugars and organic acids of quince
paste and scalding water and reconstituted skim milk powder.

Fructose was the predominant sugar in either QFP or QSW fol-
lowed by manitol and glucose in similar amounts. Main organic acid
in QFP was acetic acid and in lower amounts formic, malic and
succinic acids. QSW contained acetic and malic acids as predominant
acids followed by tartaric, succinic and formic acids (Table 1). The

Table 1
Organic acids (mg/100 g) and sugars (g/100 g) profile of reconstituted skimmed milk
and quince paste and scalding water.

RSM Quince
Paste QSW

Organic acids (mg/100 g)
Oxalic acid 3.60 (0.44)¢ N.d. N.d.
Citric acid 233.41° (24.3) 84.72 (2.73)  34.41*P (5.42)
Tartaric acid 400.31" (43.3) 88.682 (1.04) 74.712 (5.57)
Malic acid 247°(0.69) 303.73°(12.63)  97.81°(28.13)
Ascorbic acid 0372 (0.11) 10.40° (0.11) 2.89° (1.14)
Succinic acid N.d. 270.14° (22.16)  63.69% (24.42)
Lactic acid 122.23 (3.93) Nd. N.d.
Formic acid N.d. 318.97°(39.89)  53.92% (22.09)
Acetic acid 148.51° (1.87) 684.60‘ (49.29) 103.09% (34.24)
Fumaric acid 3.36% (0.12) 11.01° (0.99) 1.54% (1.54)
TOTAL ACIDITY (g/100 g) 0.91° (0.07) 1.77°(0.12) 0.43%(0.12)
Sugars (g/100 g)
Sucrose N.d. 0.23" (0.00) 0.06% (0.01)
Glucose N.d. 2.12" (0.08) 0.607 (0.15)
Fructose N.d. 5.09° (0.18) 1.422 (0.36)
Manitol N.d. 2.23%(0.07) 0.62% (0.15)
Lactose 6.40 (0.65) N.d. N.d.
TOTAL SUGARS (g/100 g) 6.40" (0.65) 9.67¢(0.33) 2.70% (0.67)

RSM: reconstituted skimmed milk, QSW: quince scalding water; N.d., not detected.
n=09.
Values with different superscript letters within the same line significantly differ
(Tukey’s test, *P < 0.05).

d Values in parentheses denote standard error.

high presence of acetic acid was due to quince was over-ripened;
organic acids provide information about maturation stage of the
fruit. Rodriguez-Guisado et al. (2009) reported that the predominant
sugars in quince fruit cultivated in Southeastern Spain are fructose
and glucose (7.95 and 5.00 g/100 g, respectively) and malic the main
organic acid (0.78 g/100 g) followed by tartaric acid (0.22 g/100 g)
and acetic acid (0.13 g/100 g). Overall, QSW was able to extract a great
part of organic acids (mainly tartaric acid) and sugars from quince
fruit. In this line, several authors have successfully recuperated
water-soluble polysaccharides presents in hot water extracts from
different fruits (Mandal et al., 2009; Yang et al., 2009) and sucrose
from the liquid content of the solid wastes of the citrus juice industry
by reverse osmosis (Garcia, Gozalvez, & Lora, 2002). On the other
hand, QFP presented nearly 4-fold higher total acidity and total
soluble solids than QSW.

Lactose was the main sugar in skim milk. Main organic acid
identified in skim milk was tartaric acid followed by citric, acetic
and lactic acids and small amounts of other organic acids (oxalic,
fumaric, malic and ascorbic acids).

3.1.3. Total phenol and total flavonoid content

The total phenol and flavonoid contents of QFP and its scalding
waters are presented in Table 2. As can be seen QFP contained
higher amounts of phenolics and flavonoids than QSW. The pres-
ence of these compounds in scalding water is due to leaching
during the scalding operation.

Quince (like apple and pear) is classified into the Roseaceae
family and their well-established beneficial properties to human
health were found mainly related to their phenolic content.
Fattouch et al. (2008) reported that quince pulp aqueous acetone
extract showed a superior phenolic content (66.95 mg/100 g fresh
weight) than apple pulp (27.44 mg/100 g fresh weight) and pear
(24.38 mg/100 g fresh weight). Furthermore, Silva et al. (2004)
founded that antioxidant activity of quince pulp, peel and jam
methanolic extracts were strongly correlated with TPC. Recently,
Magalhaes et al. (2009) showed much higher contents of TPC (250
mg/100 g for a methanolic extract of quince pulp) than those of
Fattouch et al. (2008).
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Total phenolic content (TPC), total flavonoid content (TFC) and antioxidant activity of quince paste (QP) and its scalding water (QSW) at different concentrations (A
n=29.

Table 2
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Different amounts of total phenolics have been reported in
several food by-products such as juice by products from apple
(46.00 mg GAE/g), strawberry (39.39 mg GAE/g) and pear (12.90 mg
GAE/g), among others (Peschel et al., 2006). QSW contained higher
levels of TPC than the reported in such juices, and the reported
flavonoid content was also high.

3.14. Antioxidant activities

Table 2 shows the concentrations required to scavenge DPPH
radical and the scavenging values as inhibition (50 per cent). QSW
and QFP showed good radical scavenging effect. In the DPPH assay,
the higher the antioxidant activity the lower the ICsq. Viuda-Martos
et al. (2010) reported ICsg values of 0.042 per cent and 0.053 per
cent for ascorbic acid and butylated hydroxytoluene (BHT) as
positive controls. Fattouch et al. (2008) reported that quince peels
aqueous acetone extracts showed the greatest antioxidant effect on
DPPH radicals (57 per cent of inhibition, corresponding to 0.44 mM
trolox equivalents) and also quince pulp showed the strongest
effect over pear, apple and quince pulps extracts analyzed.

Table 4 also shows the results of the FRAP assay. Quince paste, at
all the concentrations analyzed, showed good ferric reducing
capacity in terms of Trolox concentrations. The inhibition was
concentration-dependent. Although both QSW and QFP showed
antioxidant activity by DPPH and FRAP assays, no iron chelating
ability was detected on quince paste or scalding water. Other water
extracts from fruits like figs (Yang et al., 2009) and Doum palm fruit
(Hsu, Coupar, & Ng, 2006) have demonstrated to have potent anti-
oxidant activity.

3.2. Characterization of yogurt with quince scalding water

3.2.1. Acidification process

The enrichment of yogurts with QSW causes an initial pH
reduction (P < 0.05) (Fig. 1) due to the acidity of the QSW. QSW
provides a low pH together with high formic acid content (Table 1)
that may stimulate the growth of lactobacilli (Robinson, 2003).

3.2.2. Physicochemical analysis of yogurts

3.2.2.1. Color. The addition of QSW had no effect (P > 0.05) on color
coordinates L* (84.27 + 1.11 for control yogurt and 83.07 + 2.48 for
quince yogurt) and b* (534 + 0.16 for control yogurt and
6.15 & 0.49 for quince yogurt), but significantly increased a* (to
—2.74 + 0.06 for control yogurt from —2.21 + 0.23 for quince
yogurt) as QSW had a light yellowish color.

3.2.2.2. Texture. QSW yogurts had significantly (P < 0.05) lower
Fmax values (20.52 + 0.71 N) than control yogurt (32.56 + 1.04 N),

F 4

] i BO%0 [0 1% R0 =0 240 {i
Time {mim

“_ 1Cso, concentration (g/100 g) for a 50 per cent. inhibition.

& TEAC, Trolox equivalent antioxidant capacity.
! Values in parentheses denote standard error.

¢ Gallic acid equivalent.
f Rutin equivalent.

Fig. 1. Acidification curves of control yogurts (ssssss=) and quince enriched yogurts
( ). Data are the average (n = 9) + standard error (Tukey’s test, *P < 0.05).
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even when QSW provided some soluble solids. In yogurt, the
strength of the protein network increases along with the increase of
lactic acid and exopolysaccharides released by lactic acid bacteria
(Lubbers, Decourcelle, Vallet, & Guichard, 2004). So, the softening
effect of QSW addition may have been due to the reduced pop-
ulations of lactobacilli observed in QSW yogurts (Fig. 3b). QSW
addition to skim milk powder induced a sudden pH decrease (Fig. 1)
of 0.3 units which may have affected the casein structure during
pasteurization and further set gel formation.

3.2.3. Rheology of set style yogurt enriched with quince scalding
water

Oscillation tests allow the calculation of elastic modulus and loss
modulus, ¢’ and G”, which are related to energy stored and
released, respectively, per deformation cycle, whereas tan (d) is
associated with the degree of viscoelasticity of the sample (Singh &
Muthukumarappan, 2008). Set style yogurts have flow properties
that are characteristic of a non-Newtonian, weakly viscoelastic fluid
with a highly time-dependent behavior (Ares, Paroli, & Harte,
2006). The studied yogurts remained in the linear viscoelastic
region over the whole range of frequencies tested (0.01—1 Hz). G,
G”, n*,tan (0) and vy at 0.1 Hz were selected to run statistical analysis
of the data (Table 3).

Coinciding with the observations of Sendra et al. (2010) the
yogurts showed a predominantly elastic behavior (G’ > G”) over the
whole range of frequencies tested, which corresponds closely to
that of a true gel. In general, moduli (G’ and G”) increased with
increased frequency. Our experimental values for the tangent of the
phase shift of phase angle (tan ¢) ranged from 0.210 to 0.246 which
pointed to a concentrated amorphous polymer (Steffe, 1996, pp.
294—349) and a low value of tan (¢) indicates that the gels had
a predominant elastic character (more solid like). The linear
decrease of the complex viscosity (data not shown) corresponds to
a typical shear thinning profile.

The type of yogurt significantly affected rheological parameters
(P < 0.05). ¢, G", n* decreased with the addition of QSW, whereas
tan (0) and v increased with its presence. Storage time only affected
(P < 0.05) tan (6) and v, both decreased with storage time, pointing
to a hardening of the structure, probably related to the increase in
lactic acid and exopolysaccharides released by lactic acid bacteria
(Table 4). Under the same stress and frequency conditions, the
strain () achieved in QSW yogurts was higher than that of control
yogurts, pointing to a softer structure as has been also detected by
the penetration test.

3.24. Sensory analysis
There were significant differences in appearance, astringency,
flavor and overall acceptability, which were best scored in control

Table 3

yogurts than in QSW yogurts (Fig. 2). Creaminess, sweetness and
sourness were adjudged to be very similar in all samples.

3.2.5. Evolution of pH and microbial counts during cold storage

Higher pH values were observed (P < 0.05) in QSW than in
control yogurts. pH decreases gradually (Fig. 3a) during the storage
period, presumably due to continued fermentation by the lactic
acid bacteria (Dave & Shah, 1997).

Average initial microbial counts on yogurt samples were
~ 108 CFU/g. S.thermophilus was always present in higher numbers
than L.bulgaricus. Counts of S.thermophilus and L.bulgaricus were
significantly higher (P < 0.05) in control than in QSW yogurts
(Fig. 3b), which is correlated with the lower pH of control yogurts.
Numbers of L.bulgaricus decreased faster than did those of S.ther-
mophilus which remained stable throughout the storage period.
Previous studies have reported that the most important contrib-
uting factors for loss of cell viability are decreasing pH during
product storage (post-acidification) and the accumulation of
organic acids as a result of growth and fermentation (Kailasapathy,
Harmstorf, & Phillips, 2008). Furthermore, QSW was already acidic
and rich in organic acids although pH was not affected due to the
buffering capacity of milk.

The presence of high amounts of formic acid and acetic acid may
have accounted for the inhibitory effect of QSW on lactobacilli. In
fact, Fattouch et al. (2008) reported antibacterial effect of quince
against Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Bacillus
cereus. Reported minimum inhibitory concentrations were quite
low, from 102 to 10 pg polyphenols/mL.

Certain yeasts play an important role in the spoilage of fer-
mented products. Since milk is pasteurized before yogurt produc-
tion, the presence of yeasts in yogurt is caused by recontamination
processes during manufacture, and can be a problem in fruit-con-
taining yogurts (Nogueira et al., 1998). Numbers of yeasts and
moulds were significantly higher in QSW yogurts than in control
yogurts (P < 0.05) and increased during cold storage, such increase
may have been due to recontamination, however we recommend to
pasteurize QSW prior to mix it with skim milk powder in order to
enhance the microbial quality of the mix. The highest population
was 5.00 x 10% CFU/g at day 28 in QSW yogurts.

3.2.6. Evolution of organic acids and sugar content in yogurts
during cold storage

Evolution of organic acids and sugars of yogurts are presented in
Tables 4 and 5 respectively. Organic acids are important indicators
of bacterial metabolic activity in yogurt and they also contribute to
the taste and flavor of the product along with other volatile and
semi-volatile compounds such as diacetyl and acetaldehyde
(Adhikari, Griin, Mustapha, & Fernando, 2002). All organic acids

Evolution of rheological parameters of set yogurts enriched with quince scalding water under oscillatory testing (frequency sweep values obtained at 0.1 Hz, 0.4 Pa, 7 °C): G/,
elastic moduli; G”, viscous moduli; n*, complex viscosity; tan (6) and y deformation during 28 days of cold storage.

Type of yogurt Storage G (Pa) G" (Pa) n* (Pas) tan 6 (—) v (=)
time (days) Mean S.E. Mean S.E. Mean S.E. Mean S.E. Mean S.E.
Control 1 721.05% 39.75 162.70% 7.20 1175.00% 65.00 0.226° 0.003 0.00054 0.00003
7 753.70° 153.71 163.20% 35.21 1229.00% 250.99 0.230° 0.010 0.00057 0.00008
14 1264.47° 309.76 294.90° 84.55 2066.67° 511.25 0.215° 0.005 0.00034 0.00013
21 1160.33° 216.71 24527° 44.49 1886.67° 352.44 02122 0.001 0.00036 0.00006
28 1179.00° 87.88 247.93° 17.29 1916.67° 141.11 0.210° 0.003 0.00034 0.00026
Quince 1 417.80% 43.18 102.70% 7.89 685.00° 63.24 0.246" 0.002 0.00093° 0.00001
7 705.73° 69.09 173.17° 18.74 1156.67° 112.60 0.245° 0.005 0.00056? 0.00005
14 790.00° 13.60 188.40° 4.40 1295.00° 25.00 0.239%P 0.002 0.00049° 0.00001
21 789.97° 116.36 183.50P 26.93 1293.00° 191.29 0.232° 0.002 0.00052° 0.00008
28 640.55" 28.95 150.80¢ 4.10 1045.00° 45.00 0.236° 0.005 0.00061° 0.00003

S.E., standard error.

Values with different superscript letters within the same sample and column significantly differ (Tukey’s test, *P < 0.05).
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Table 5

Evolution of maltohexaose and glucose (mg/100 g), galactose and lactose (g/100 g) of yogurts enriched with quince scalding water during 28 days of cold storage.

TOTAL SUGARS
(/100 g)
Mean

5.55

5.49

5.03

497

5.41

Lactose (g/100 g)

Galactose + Fructose

(g/100 g)

Mean
1.12
1.24
1.20
1.21
1.29

Glucose (mg/100 g)

Maltohexaose
(mg/100 g)

Storage
Mean

Type of yogurt

time (days)

S.E.

0.07
0.24
0.13
0.25
0.18

S.E.

0.12
0.18
0.24
0.20
0.11

Mean
435
417
3.76
3.68
4.04

S.E.

0.06
0.03
0.10
0.09
0.07

Mean S.E.

N.d.

S.E.

343

84.66
76.61

Control

N.d.

1.82
7.12
7.26
248

N.d.

72.67
72.21

14
21

N.d.

N.d.

83.07

28

Il

0.37
2.05

9.15
9.38
6.53
6.58
8.81

0.24
142
0.10
0.50
0.80

6.30
6.29
4.31
4.27
5.77

0.11
0.52
0.04
0.22
0.31

234
2.58
1.85
1.95
2.54

13.70
84.25

0.00 411.24
19.24
3.87

12.96
12.70

100.76

Quince
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416.94

102.77

™
=
S

5.26
29.64

48.62

296.12

72.82
72.36

14
21

0.77

291.93

~
-
—

406.44

92.64

28

N.d. = non detected.
S.E., standard error.

were detected in yogurts during storage time except for lactic acid
which increased with storage time (P < 0.05).

Lactose decreased with storage time (Table 5). Galactose
increased or remained constant in all yogurts (P > 0.05) which
agreed with results reported by Wang et al. (2010). This is because of
the cultures used in yogurt fermentation (L. bulgaricus and S. ther-
mophilus) utilize the glucose moiety of lactose, but not the galactose
moiety. Thus, while lactose and glucose content in fermented
product decrease, the galactose content remains unchanged
(O’Brien, 1999). Lactose content is much lower (P < 0.05) in control
yogurts than in QSW yogurts, which is correlated with the lower
lactobacilli counts in QSW yogurts. Glucose was detected in QSW
yogurts as it is provided by QSW and ranged from 0.3 to 0.4 g/100 g
in yogurts.

4. Conclusions

Hot water extracts from different fruits are a good source of
different compounds such as polysaccharides, sucrose, minerals,
phenols and flavonoids, and many of them have antioxidant activity.
Quince scalding water is rich in phenolic compounds and flavonoids
which provide interesting antioxidant properties, and also contain
organic acids and sugars that are all extracted during scalding. The
addition of quince scalding waters provides color changes and
reduced the sensory scores of yogurts due to its acidic nature. Such
scalding water has inhibitory effect against lactobacilli, probably
due to its high content in polyphenols. As a consequence, quince
scalding water enriched yogurts have higher pH, lower lactic acid
content and probably affected microbial metabolism for example
reducing the release of exopolysaccharides from lactic acid bacteria
compared to control yogurts. Such changes are reflected in their
rheological and textural properties: softer yogurts of higher
deformability and lower elastic behavior and viscosity. During cold
storage of yogurts pH decreases, the gel structure is reinforced,
lactobacilli population decreases (especially in quince enriched
yogurts) and population of molds and yeasts increases. The direct
use of heat treated QSW, although nowadays limited by regulations
may enhance the eco-efficiency of quince industries. Further
researches will be needed as well, to study the possibility of recu-
perate bioactive compounds from QSW that would allow their use
as food ingredients (for their antibacterial or antioxidant properties)
or as health promoting agents to ameliorate illness (such as allergy)
or improve the nutritional value of conventional foods.
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Abstract Thedateindustry faces economic lossesdueto
non-conformities with quality standards (pre and
post-harvest defects). The present study deals with two types
of discarded date palm: Medjoul (post-harvest defects) and
Confitera (pre-harvest cracks) with the aim to obtain
valuable products. Dates were processed to obtain paste and
blanching water. Nutritional value and antioxidant properties
of the paste and blanching water were determined. Medjoul
paste and blanching water have demonstrated to be a good
source of sugars (33.02% and 5.44%, respectively) whereas
Confitera paste and blanching water have an important
content in phenols and flavonoids, which in particular
confers antioxidant properties to Confitera blanching water.
Furthermore both date pastes are a good source of fiber.
Blanching process especially affects Confitera cultivar since
ahuge amount of organic acids, phenolics and flavonoids are
solubilized and |eaked during date processing, increasing the
bioactive content in Confitera blanching water. These results
showed the opportunity to incorporate these new products
from non-commercial dates as functional ingredientsinto the
food chain helping, whereas improving, waste management
in the date industry.

Keywords Date Pam, Date Paste, Blanching Water,
Waste Management, Valorization

1. Introduction

Date pam (Phoenix dactylifera L.) is one of the most
important cash crops; it is especially grown in Arab region
and the area bordering the Mediterranean coast [1]. The
economic importance of date palm is due to its nutritionally
valuable fruit, which consists of 44-88% sugar, fat
(0.2-0.5%), minerals such as potassium (2.5 times more than
bananas), calcium, magnesium and iron, protein (2.3-5.6%),
dietary fiber (6.4-11.5%) aswell asvitaminsand amino acids

[2]. Moreover Baliga[3] recently performed a
comprehensive review of the biological and pharmacological
activities of date fruits. Preclinical studies have shown that
the date fruits possess free radical scavenging, antioxidant,
antimutagenic, antimicrobial, anti-inflamatory,
gastroprotective, hepatoprotective, nephroprotective,
anticancer and immunostimulant activities[3].

The annual world date production in 2011 was 7,302,703
tonnes of which 15,327 tonnes were produced in Europe, an
increase of 2.71% since 2010 [4]. However, a significant
portion of dates is wasted in date producing countries
(2,000,000 per year globally) due to its inferior quality,
damage, and undersized fruit or unattractive appearance [5].
It is also reported that dates are also wasted during sorting,
storage and conditioning. The non-use of lesser-quality dates
constitutes areal economic loss since such dates are still rich
in bioactive compounds which can be extracted and used as
valuable ingredients [6].

Tonnes of wastes are discarded daily by the date
processing industries leading to environmental problems.
Date processing industries manufacture a variety of date
products such as date-paste, date-syrup, date dip, date-honey,
date-jam and date-vinegar. The dates are generally steamed,
destoned, macerated, and converted to a semi-solid form
known as paste[7,8]. Nowadaysthereisagrowing interestin
the reuse and valorization of water from the food industry
and the water used for steam dates during its processing
could contain an important amount of bioactive compounds
presents in the date fruit. Overcome the barrier of legislation
and hygienic concerns through selecting an appropriate
treatment system to ensure microbiological and chemical
quality [9,10] would generate new food applications for
scalding water from date industries.

The am of this study was to evaluate the nutritional
quality and antioxidant properties of the paste and blanching
water obtained from two date cultivars discarded during the
industrialization, for its valorization as ingredients in
fortified foods.
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2. Materialsand Methods

2.1. Plant M aterial

This study was conducted on non-commercial Medjoul
and Confitera date fruits procured from ‘Estacion Phoenix’
(Elche, Alicante, Spain): Medjoul dates rejected after dates
selection due to low post-harvest quality (broken, uneven
size or color, with unattractive appearance and/or
undersized); and prematurely harvested Confitera dates.
Confitera is a variety that needs high temperatures during
maturation, and Elche has the palm grove located at the
northern latitude, so Elche's climatic conditions are not
optimal, and commonly such dates have to be collected
unripened due to fruit cracks. Dates are ripen in four stages
known throughout the world by their Arabic names:. “kimri”
(unripe; moisture content of 85 %), “khaa” (full-size,
crunchy; 50-60 % moisture), “rutab” (ripe, soft; 35-40 %
moisture) and “tamr” (ripe, reduced moisture about 20 %)
[11]. Medjoul dates were at the “tamr” stage and Confitera
dates were at “rutab” stage. Those are the ripening stages
were most discarded dates are generated, for each variety.
Only dates to be discarded were used.

2.2. Date Paste and Blanching Water Preparation

Date fruits were washed under running water at 40 °C to
remove dust and macroscopic contamination, and afterwards
scalded at 100 °C (1:1 water/fruit) for three minutes. After
that, the seeds and the peels were manually removed and the
flesh was crushed to obtain a homogeneous paste. This paste
was vacuum-packed and kept frozen at -30 °C till analysis.
Blanching water from dates was filtered through cotton
gauzes to remove particles, pasteurized in a bath at 80 °C
during 30 min, cooled and frozen at -30 °C till analysis.

2.3. Physicochemical analysis

2.3.1. Measurement of pH and °Brix

The pH was measured using a pH-meter (model pH/lon
510, Eutech Instruments Pte Ltd., Singapore). The total
soluble solids (TSS), expressed as °Brix, were measured
using arefractometer (Mod. DR-101, CosetaS.A., Barcelona,
Spain). Both measurements were taken at 20 °C.

2.3.2. Proximate composition

Ash, protein and fat content were determined according
to Officia Methods [12]. Moisture content was measured
by loss in weight after heating a 3 g sample to constant
weight at 60-65 °C in a vacuum oven. Total (TDF) and
insoluble dietary fiber (IDF) were determined following the
enzymatic-gravimetric  AOAC method 991.43 using
MESTRIS buffer. Soluble dietary fiber (SDF) was
caculated by subtracting the IDF proportion from TDF.
These results were presented as percentage in the dry matter
(DM).

2.3.3. Sugars and organic acids analysis

Contents of organic acids and sugars in date pastes and
blanching water were analyzed. Samples (5g) were
homogenized in 10 mL ultrapure water acidified with 0.1 %
ortophosphoric acid and shaken vigorousy (IKA® T25
digitadahk ULTRA-TURRAX®, IKA® Werke Staufen,
Germany) for 20 sat 13,500 rpm and centrifuged for 20 min
at 15,000 rpm at 4 °C. The supernatants fluids were filtered
through 0.45 um membrane filters (Millipore Corporation,
Bedford, USA). Samples (10 pL) were injected in a cation
exchange column (Supelcogel C-610 H, 300 x 7.8 mm,
Supelco, Bellefonte) with a pre-column (Supelguard-H, 50
X 4.6 mm, Supelco, Bellefonte), using 0.1 % HsPO, as
mobile phase, at an operating flow rate of 0.5 mL/min. A
Hewlett Packard HP-1100 instrument (Woldbronn,
Germany) coupled with two detectors: DAD G1315A (set at
210 nm) and RID G-1362A was used. Standards of organic
acids, monosaccharides and oligosaccharides were obtained
from Supelco. Samples were run at 30 °C and the run time
was 30 min [13]. Peaks were identified by comparison with
retention time of the standards, and quantified by regression
formula obtained with the sandards. Results were
expressed in fresh weight basis (FW).

2.3.4. Measurement of total phenol content and total
flavonoid content

Reagents and methods
Viuda-Martos[14].

The total phenol content (TPC) was determined using
Folin-Ciocalteu’s reagent [15] and results were expressed as
mg galic acid equivaents (GAE)/g sample. For total
flavonoid content (TFC), the method based on Blasa[16]
was used and results were expressed as mg rutin equivalents
(RE)/100 g of sample. Results were referred to fresh weight
basis (FW).

run were according to

2.4. Antioxidant properties

Antioxidant activity was measured by three methods: i)
The 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radica
scavenging capacity was determined following the method
of Viuda-Martog 14]; the amount of sample necessary to
decrease the absorbance of DPPH (ICs) by 50% was
calculated graphicaly, ii) The ferric reducing power (FRAP)
was determined by using the potassium ferricyanide-ferric
chloride method [17] and estimated in terms of Trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC) in mmol/L Trolox;
iii) The ferrous ion-chelating (FIC) assay was carried out
according to the method of Singh[18]; to determine the
concentration needed to obtain 50% chelating effect (ECs),
the percentage of chelating effect was plotted against
sample concentration.

2.5. Statistical analysis
Data was analyzed by oneway ANOVA test (SPSS
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dtatistical software, version 20.0, Chicago, IL, USA), using
Tukey's pairwise comparisons post-hoc test with a
significance level of 0.05. Three independent batches of 2
kg of dates were processed for each date cultivar. All
determinations were run in triplicate, except fiber
determinations that were duplicated.

3. Results and discussion

3.1. Physicochemical properties

3.1.1. Proximate composition

Table 1 presents the average composition of date pastes
and blanching water. Regarding pH values, MP and MBW
presented a pH close to neutrality making them suitable for
incorporating into many foods. CP and CBW with a lower
pH could modify food acidity when added, which needs to
be taken into account for potential uses. Date paste has a
great tendency to retain water [19] and so CP presented
very high moisture. Also, MP presented high moisture,
surely increased compared to data from fresh "tamr”
Medjoul fruit (34.73 £ 1.16 g/100 g). Furthermore, it was
demonstrated that blanched date fruits captured a plus of
water [19]. Results for pH and moisture were in accordance
to those obtained from Martin-Sanchez[20] in a similar
Confitera date paste.

Date pastes were characterized by a high sugar content,
and MP had the highest total soluble solids (TSS) values
(p<0.05) as a consequence of fruit maturity. MP presented
higher content of protein, ash, TDF, IDF and SDF (p<0.05)
than CP. TDF in dried dates has been found between
8.1-12.3% dry matter (DM) [21]. Thus, both date pastes
analyzed in the present study could be considered high in
TDF. It is interesting to note that Martin-Sanchez[19]
reported that blanching improves some technological
properties of dates. In blanched dates the water holding

capacity and the emulsion stability are increased, which are
very important properties to obtain a desirable texture in
some products [19]. On the other hand MBW showed
higher TSS, protein and ash (p<0.05) than CBW. The
relatively high TSS content of the MBW makes it an
interesting source of sugars.

3.1.2. Sugars

Sugars are the major chemical constituent of date pastes
being this content higher (p<0.05) in MP (33.02%) than in
CP (22.53%) due to variety and maturation stage, indeed
total sugar contents in dates increase from the early stage
(Kimri) to the last stage of maturity (Tamr). Date pastes were
mainly composed by glucose and fructose; these two types of
reducing sugars have approximately equal concentration in
both cultivars (Figure 1) asthe ratio Glu/Fru informed. CBW
had the lowest sugar content (1.28%) and sucrose was the
predominant sugar, representing nearly the 75% of the total
sugar content. MBW contained about 15 times more
glucose and fructose than CBW, as reported in previous
studies [10], which is explained by the stage of ripening of
date fruits.
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Figurel. Sugar profile of the date pastes and blanching water (/100 g,
mean values). The numbers at the end of each bar represent theratio
Glu/Fru

Table1l. pH, total soluble solids (°Brix), moisture, protein, fat, ash, total dietary fibre (TDF), insoluble dietary fiber (IDF) and soluble dietary fiber (SDF)
of Medjoul and Confitera date pastes and blanching water (mean values + error standard)

MP MBW CcP CBW
pH 6.98+0.01° 6.25 + 0.03° 5.80 + 0.00° 5.70 + 0.00"
°Brix 39.8+0.58° 8.00 + 0.10° 29.73+0.077 2.17 +£0.05"
Maoisture (g/100 g) 60.2 + 0.47% 93.86+ 0.12" 70.27 £ 0.27° 97.97+0.17°
Protein* (g/100 g) 351+0.10° 0.71 + 0.09° 2.62+0.11° 0.19+0.07*
Fat* (g/100 g) 0.17 + 0.04° 0.13+0.05°
Ash* (g/100 g) 3.32+012° 0.67 + 0.07° 2.48 + 0.10* 0.18+0.02*
TDF* (g/100 g) 12.43+0.18° n.d. 9.29 + 0.08% n.d.
IDF* (/100 g) 10.22 + 0.46° n.d. 7.63+0.22% n.d.
SDF* (g/100 g) 2.21+0.14° n.d. 1.64+0.05% n.d.

*Values are given on dry matter (DM).

Abbreviations: MP, Medjoul paste; MBW, Medjoul blanching water; CP, Confitera paste; CBW, Confitera blanching water; n.d.: not determined.
Values with different small superscript letters within the same line significantly differ (p<0.05) between pastes.
Values with different capital superscript letters within the same line significantly differ (p<0.05) between blanching water.
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Table 2. Organic acid (mg/100 g) profile of date pastes and blanching water (mean values + error standard)

MP MBW cP CBW
Oxalic acid 53.29+ 2.51° 0.22+0.03* 41.41+2.94° 429+ 0.11°
Citric acid 155.43+ 3.97 972+ 083" 159.93+ 12.46 70.27+ 2.06°
Malic acid 764.58 £ 0.38° 15.78 + 0.76" 579.01 + 43,07 22.22+0.218

Ascorbic acid 1264+ 154 N.d. 11.14 + 1.09 N.d.
Succinic acid 507.79 + 9.19* 142.28 + 21.61* 640.19 + 53.07° 276.00 + 17.20°
Formic acid 111.68+ 21.55 571+0.18" 129.31 + 19.83 52,40+ 2.318
Acetic acid 179.15+ 25,54 33.50+5.01* 244.08+ 37.14 198.74 + 1.76°
Fumaric acid 187.45+0.33" 9.18+1.32" 61.33+ 5.85 52.44 + 3.07°
TOTAL ACIDITY (%) 1.97 £0.05 0.22+0.03 1.87+0.18 0.68+ 0.04°

Abbreviations: MP, Medjoul paste; MBW, Medjoul blanching water; CP, Confitera paste; CBW, Confitera blanching water; N. d., not detected.
Values with different small superscript letters within the same line significantly differ (p<0.05) between pastes.
Values with different capital superscript letters within the same line significantly differ (p<0.05) between blanching water

3.1.3. Organic acids

Table 2 shows the organic acid profile of date pastes and
blanching water. In MP malic acid was the predominant
organic acid, as other authors pointed out [22,23]. From a
technological point of view being maic acid the
predominant acid it isapositive trait sinceit acts as aflavour
enhancer [19]. In CP, CBW and MBW succinic acid was the
major organic acid, succinic is also a tasty organic acid. In
pastes other organic acids were presents at lower
concentrations such as acetic, fumaric and citric acids.
Ascorbic acid was only present in pastes, may be due to
thermal inactivation of this acid during blanching. The inner
parts of the fruit (origin of pastes) retained some ascorbic
acid content whereas the blanching water reached boiling
temperatures for longer times and so ascorbic was
completely inactivated. In CBW a relative high
concentration of formic acid was found, which has
previousy demonstrated to stimulate the growth of
lactobacilli [24]. Both pastes had similar total acidity
(p>0.05) but among blanching water CBW had higher total
acidity content (p<0.05) than MBW, so the blanching
process highly affects Confitera dates as a largeramount of
the organic acids are solubilized and leaked into the water.

3.14. TPCand TFC

Factors such as variety, growing condition and maturity
among others, might be responsible for the observed
differencesin TPC and TFC values (Figure 2) [25]. Indeed,
natural drying occurred during dates ripening is regarded as
unfavorable for antioxidants, due to the possibility of
inducing oxidative decomposition either enzymatically by
polyphenol oxidase and glycosidase or by thermal
degradation of phenolic compounds [26]. Confitera was the
date variety which presented the highest TPC and TFC
(p<0.05), both in paste and blanching water (Figure 2),
athough such phenolic content could reach values of
14500 mg GAE/L for the same cultivar in the same
maturation stage [20]. Besides, CBW appears as a source of
phenolics as its content is similar to that of date pastes.

Different results have been found by other authors in date
fruits. Amordg22] reported values up to 4000 mg of
GAE/L in the early Khalal maturation stage whereas
Mansouri[27] found that TPC ranged from 24.9 to 83.6 mg
of GAE/L in ripe date fruits.

Flavonoids possess diverse health benefits, which include
antioxidant and radical scavenging activities, among others
[3]. However, the composition of flavonoids and other
antioxidant phenolics in fruit changes dramatically during
ripening [28]. The highest TFC was found in CP, followed
by CBW. Chaira[29] reported the highest content of
flavonoids in the Korkobbi variety (54.46 quercetin
equivalents/100 g) which supposedly was responsible for
the highest antiradical efficiency of this cultivar.

In relation to individual phenolic compounds significant
differences were found in the literature regarding date
cultivar and origin, as well as the maturation stage in which
date fruits were found. Normally hydroxycinnamic acids
(HCASs), including chlorogenic, caffeic, ferulic, p-, m,
o-coumaric and cinnamic acids are the most predominant
group of phenolic acids. Hydroxybenzoic acids
(HBAs),including  gallic,  protocatechuic,  syringic,
isovanillic and 3-hydroxybenzoic acids are found at lesser
amounts [27,30,31]. However, other authors found higher
levels of HBAs in their date fruit samples [32]. Also, Amira
et al.[31] identified and quantified two other phenolic acids,
hydroxyphenylacetic and phenylacetic acids. Regarding the
ripening stage, HBAs are found with an appreciate amount
until maturation of date fruit [31]. On this basis Confitera
dates are expected to present higher amounts of HBAS than
Medjoul dates. Flavonoids namely catechin, apinegin,
isoquercetin, rutin, quercetrin, quercetin and luteolin were
identified in the literature [30,31,32]. Furthermore Hong et
al[33] identified several procyanidin oligomers and
flavonoid glycosides of lutein, quercetin and apinegin in
Deglet Nour cultivar. The beneficial effects derived from
individual phenolic compounds have been attributed to their
antioxidant activity [34] and several studies have proven the
contribution of dietary polyphenols to human health
[35,36,37].
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Figure2. Total phenol content (TPC; mg GAE/L) and total flavonoid
content (TFC; mg RE/100 g) of Medjoul and Confitera pastes (MP, CP)
and blanching water (MBW, CBW) (m TPC, m TFC).

3.2. Antioxidant Properties

Due to the antioxidant activity (AA) measured by an
individual assay reflects only the chemical reactivity under
the specific conditions applied in that assay a mixture of
methods should be used when assessing AA in vitro to
cover al the aspects of antioxidant efficacy [38]. Three
assays based on spectrophotometry methods of antioxidant
capacity were used in this study.

Regarding the DPPH assay (Table 3) CBW showed the
highest (p<0.05) ability to inhibit DPPH radica at 10 g/100
0. The DPPH scavenging data suggest that the extract is
capable of scavenging free radicals, hence preventing the
initiation and propagation of free-radical-mediated chain
reactions [39]. The higher antioxidant activity, the lower
ICsy value; in this sense the order of AA was
CP<MBW<CBW<MP.

Analysis of the reducing properties showed (Table 4) that
pastes had a low antioxidant action. CBW showed the
highest values (p<0.05) of TEAC over all samples analyzed
and did so in a concentration-dependent manner.

Table3. Antioxidant activity of date pastes and blanching water at
different concentrations (A =2.5%, B=5%, C=7.5%, D = 10 %),
measured by the DPPH method.

DPPH Inhibition (%)

Type of material

B C D 1Cs
Medjoul paste (322) (](')2;;; (ZOTQ) (ggg) s
Confitera paste (ggg) (%%%E; (4023213) (i?é) 69.28

Medjoul BW (506‘,?:) (%7513; (%612:) (70727;) 4Lt
ConfiteraBW ?063?;; 1(5015(?;)Y 1(?)%2)Y l(Z)lziz)Y 37.70

1Csy, concentration (%) for a50% inhibition. BW blanching water.

Values with different small superscript letters within the sameline
significantly differ (p<0.05).

Values with different capital superscript letters within the same column
significantly differ (p<0.05).

*Valuesin parentheses denote standard error.

Analysis of the metal ion-chelating properties showed
(Table 5) that both blanching water were capable of
chelating iron (I1) in a concentration dependent manner.
However, pastes showed no ion-chelating activities at any
of the tested concentrations. CBW presented the highest
values of metal chelation (p<0.05) at all concentrations
tested, which is reflected in a lower ECs,. Chelating ability
is of great interest in the food industry due to the transition
of metal ions contributes to lipid oxidation, which is the
main source of degradation of food products [14].

Taking into consideration the results obtained from the
different methods used, CBW showed the strongest
antioxidant capacity. Several studies have pointed to the
antioxidant activity of the phenolic and flavonoid
compounds in dates [27,40]. Viuda-Martog[41] proved that
4 mL of orange juice waste water showed an eguivalent
activity to that provided by 0.1 g ascorbic acid or 0.1 g BHT
measured by the DPPH method. They also attributed the
antioxidant activity of the citrus waste to the phenolic
compounds and flavonoids they contained.

Table4. Antioxidant activity of date pastes and blanching water at different concentrations (A = 2.5 %, B =5 %, C = 7.5 %, D = 10 %), measured by the

FRAP method.

FRAP TEAC' (mM Trolox/L)

Type of materia

A B c D
. 0.02* 0,047 0.05°¢ 007
Medjoul paste (0.00) (0.00) (0.00) (0.00)
Confitera paste 0.04% 0.05*® 0.06° 0.08°
P (0.00) (0.00) (0.00) (0.00)

' 0.09 0.09% 0.14% 0.22%
Medjoul BW (0.02) (0.00) (0.00) (0.05)
. 0.28" 047 0.66" 0.93""
Confitera BW (0.01) (0.03) (0.02) (0.02)

TEAC, Trolox equivalent antioxidant capacity. BW blanching water.

Values with different small superscript letters within the same line significantly differ (p<0.05).
Values with different capital superscript |etters within the same column significantly differ (p<0.05).

*Valuesin parentheses denote standard error.
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In general, BW presented higher antioxidant activities
than pastes, that maybe due to the effect of the matrix,
much more complex in pastes than in BW. In pastes, the
availability or action of substances with antioxidant activity
may be hindered. This is aso due to the complex
mechanisms that lead to the antioxidant activity in which
other compounds different from phenolics maybe taking
part in the antioxidant mechanism.

Table5. Antioxidant activity of date pastes and blanching water at
different concentrations (A =2.5%, B=5%, C=7.5%, D = 10 %),
measured by the FIC method

FIC Chelating effect (%)

Type of material

B C D 'ECs
Medjoul paste N.e N.e N.e N.e
Confitera paste N.e N.e N.e N.e
' 167" 419%  51*  11.19%
Mediou BW  non (002 (005 (00s) A8
i 2049  30.74% 37.74" 54.26%
ConfiteraBW 15y (005) (005) (0.08) O

*ECs,, concentration (%) for a50% chelating effect. BW blanching water.

Values with different small superscript |etters within the sameline
significantly differ (p<0.05).

Values with different capital superscript letters within the same column
significantly differ (p<0.05).

*Valuesin parentheses denote standard error.
N.e., Not effect.

4. Conclusions

Pastes and blanching water from the date industry could
provide an optimal mix of dietary fiber, natural antioxidants
and other bioactive compounds to be used as ingredients for
food products. Medjoul paste and blanching water have
demonstrated to be a good source of sugars, especially
reducing sugars, with a nearly neutral pH, that make them
suitable to be used by food industries like the bakery,
confectionery or dairy industries. Confitera paste and
blanching water have an important content in phenols and
flavonoids, which in particular confers antioxidant
properties to Confitera blanching water, making them good
candidates for applications in the meat industry. Therefore,
the possibility to successfully incorporate these new
functional ingredients from non-commercial dates into the
food chain would help the date industry on waste
management and valorization.

Blanching process especially affects Confitera cultivar
since a huge amount of organic acids, phenolics and
flavonoids are solubilized or leaked during date processing.
In the scope of the valorization of date fruit by-products and
wastes, this fact would made blanching water from
Confitera dates an ideal substrate for deriving a range of
value added products in food and nutraceutical industries by
employing bioprocessing technologies [42].

REFERENCES

[1] J. Adam, S. H. Khan, S. A. Khan. Quantification of water
soluble vitamins in six date pam (Phoenix dactylifera L.)
cultivar's fruits growing in Dubai, United Arab Emirates,
through high performance liquid chromatography, Journal of
Saudi Chemical Society, Vol. 17, 9-16, 2013.

[2] W. Al-Shahib, R. J. Marshall. The fruit of the date pam: Its
possible use as the best food for the future?, International
Journal of Food Sciences and Nutrition, Vol. 54, No. 4,
247-259, 2003.

[3] M.S. Bdiga B.R. V. Badiga, S. M. Kandathil, H. P. Bhat, P.
K. Vayalil. A review of the chemistry and pharmacology of
the date fruits (Phoenix dactylifera L.), Food Research
International, Vol. 44, 1812-1822, 2011.

[4 FAO. Statistica
http://faostat.fao.org

databases, Online available from

[5] S. Besbes, L. Drira, C. Blecker, C. Deroanne, H. Attia
Adding value to hard date (Phoenix dactylifera L.):
Compositional, functional and sensory characteristics of date
jam, Food Chemistry, Vol. 112, 406-411, 2009.

[6] J Ahmed, A. Almusallam, S. N. Al-Hooti. Isolation and
characterization of insoluble date (Phoenix dactylifera L.)
fibers, LWT-Food Science and Technology, Vol. 50,
414-419, 2013.

[71 J Ahmed, H. S. Ramaswamy, A. R. Khan. Effect of water
activity on glass transitions of date paste, Journal of Food
Enginering, Vol. 66, 253-258, 2005.

[8] A. A. A. Kwaasi. Date pams. Encyclopaedia of Food
Science and Nutrition, 2nd ed., Elsevier Science, London, pp.
1730-1740, 2003.

[9] S. Casani, M. Rouhany, S. Knachel. A discussion paper on
challenges and limitations to water reuse and hygiene in the
food industry, Water Research, Vol. 39, 1134-1146, 2005.
[10] L. Trigueros, E. Sayas-Barbera, J. A. Péez-Alvarez, E.
Sendra. Use of date (Phoenix dactyliferaL.) blanching water
for reconstituting milk poder: Y ogurt manufacture, Food and
Bioproducts Processing, Vol. 90, 506-514, 2012.
[11] F. Biglari, A. F. M. Alkarkhi, A. M. Easa. Antioxidant
activity and phenolic content of various date palm (Phoenix
dactylifera) fruits from Iran, Food Chemistry, Vol. 107,
1636-1641, 2008.

AOAC. Official methods of analysis (17th ed. Vol. AOAC),
Gaithersburg, MD, 2000.

(12]

[13] E. Doughty. Separation of acids, carbohydrates and
fermentation products by HPLC, Lebensmittel and
Biotechnologie, Vol. 12, No. 3, 100-101, 1995.

[14] M. Viuda-Martos, Y. Ruiz-Navajas, E. Sanchez-Zapata, J.
Fernandez-L6pez, J. A. Pérez-Alvarez. Antioxidant activity
of essentia oils of five spice widely used in a Mediterranean
diet, Flavour and Fragance Journal, Vol. 25, 13-19, 2010.
[15] V. L. Singlenton, J. A. Rossi. 1965. Colorimetry of total
phenolics with  phosphomolybdic-phosphotungstic  acid
reagents. American Journa of Enolology and Viticulture,
Vol. 16, 144-158, 1965.

[16] M. Blasa, M. Candiracci, A. Accorsi, P. M. Piacentini, M. C.



40

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

(23]

[24]

[29]

[26]

[27]

(28]

[29]

(30]

Nutritional and Antioxidant Properties of Date Pastes and Blanching Water Obtained
from by-Products of Medjoul and Confitera Cultivars

Albertini, E. Piatti. Raw Millefiori honey is packed full of
antioxidants, Food Chemistry, Vol. 97, 217-222, 2005.

M. Oyaizu. Studies on products of browning reactions:
antioxidative activities of products of browning reaction
prepared from glucosamine, Japanese Journal of Nutrition,
Vol. 44, 307-315, 1986.

N. Singh, P. S. Rgjini. Free radical scavenging activity of an
aqueous extract of potato peel, Food Chemistry, Vol. 85,
611-616, 2004.

A. M. Martin-Sanchez, S. Cherif, J. VilelaEspla J.
Ben-Abda, V. Kuri, J. A. Pérez-Alvarez, E. Sayas-Barbera
Characterization of novel intermediate food products from
Spanish date pam (Phoenix dactylifera L., cv. Confitera)
co-products for industriadl use, Food Chemistry,
http://dx.doi.org/http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.
12.042

A. M. Matin-Sanchez, G. Ciro-Gémez, E. Sayas, J.
Vildla-Espla, J. Ben-Abda, J. A. Pérez-Alvarez. Date palm
by-products as a new ingredient for the meat industry:
application to pork liver pété, Meat Science, Vol. 93,
880-887, 2013.

W. Al-Shahib, R. J. Marshall. Dietary fibre content of dates
from 13 varieties of date palm Phoenix dactylifera L.,
International Journal of Food Science and Technology, Vol.
37, 719-721, 2002.

A. Amorés, M. T. Petrel, M. S. Almansa, M. A. Botella, P. J.
Zapata, M. Serrano. Antioxidant and nutritional properties of
date fruit from Elche grove as affected by maturation and
phenotypic variability of date palm, Food Science and
Technology International, Vol. 15, 65-72, 2009.

M. Al-Farsi, C. Alasalvar, A. Morris, M. Baron, F. Shahidi.
Compositional and sensory characteristics of three native
sun-dried date (Phoenix dactylifera L.) varieties grown in
Oman, Journa of Agricultural and Food Chemistry, Vol. 53,
7586-7591, 2005.

E. S. Bautista, R. S. Dahiya, M. L. Speck. Identification of
compounds causing symbiotic growth of Streptococcus
thermophilus and Lactobacillus bulgaricus in milk, Journal
of Dairy Research, Vol. 33, 299-307, 1966.

M. Al-Farsi, C. Alasalvar, M. Al-Abid, K. Al-Shoaily, M.
Al-Amry, F. Al-Rawahy. Compositional and functional
characteristics of dates, syrups, and their by-products, Food
Chemistry, Vol. 104, 943-947, 2007.

M. H. Al-Farsi, C. Y. Lee. Nutritiona and functional
properties of dates: a review, Critica Reviews in Food
Science and Nutrition, Vol. 48, No. 10, 877-887, 2008.

A. Mansouri, G. Embarek, E. Kokkalou, P. Kefaas.
Phenolic profile and antioxidant activity of the Algerian ripe
date palm fruit (Phoenix dactylifera), Food Chemistry, Vol.
89, 411-420, 2005.

C. J. Brady. Fruit ripening, Annual Review of Plant
Physiology, Vol. 38, 155-178, 1987.

N. Chaira, A. Mrabet, A. Ferchichi. Evauation and
antioxidant activity, phenolics, sugar and mineral contentsin
date palm fruits, Journal of Food Biochemistry, Vol. 33,
390-403, 2009.

MM. Al-Farsi, C. Alasavar, A. Morris, M. Baron, F. Shahidi.

(31]

(32

(33]

(34]

(39]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

Comparison of antioxidant activity, anthocyanins,
carotenoids, and phenolics of three native fresh and
sun-dried date (Phoenix dactylifera L.) varieties grown in
Oman, Journal of Agricultural and Food Chemistry, Vol. 53,
7592-7599, 2005.

E. A. Amira, S. E. Behija, M. Beligh, L. Lamia, |. Manel, H.
Mohamed, A. Lotfi. Effects of the ripening stage on phenolic
profile, phytochemical composition and antioxidant activity
of date pam fruit, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, Vol. 60, 10896-10902, 2012.

Z. Benmeddour, E. Mehinagic, D. Le Meurlay, Louaileche.
Phenolic composition and antioxidant capacieties of ten
Algerian date (Phoenix dactylifera L.) cultivars. a
comparative study, Journal of Functional Foods, Vol. 5,
346-354, 2013.

Y. J. Hong, F. A. Toméas-Barberan, A. A. Kader, A. E.
Mitchell. The flavonoid glycosides and procyanidin
composition of Deglet Noor dates (Phoenix dactylifera),
Journal of Agricultural and Food Chemistry, Vol. 54,
2405-2411, 2006.

K. E. Heim, A. R. Tagliaferro, D. J. Bobilya. Flavonoid
antioxidants: chemistry, metabolism and structure-activity
relationships, The Journa of Nutritional Biochemistry, Vol.
13, 572-584, 2002.

N. Cotelle. Role of flavonoids in oxidative stress, Current
Topicsin Medicina Chemistry, Vol. 1, 569-590, 2001.

J. Dai, R. J. Mumper. Plant phenolics. extraction, anaysis
and their antioxidant and anticancer properties, Molecules,
Vol. 15, 7313-7352, 2010.

D. Del Rio, A. Rodriguez-Mateos, J. P. E. Spencer, M.
Tognoalini, G. Borges, A. Crozier. Dietary (poly)phenolicsin
human health: structures, bioavailability, and evidence of
protective effects against chronic diseases, Vol. 18, No. 14,
1818-1892, 2013.

D. Huang, B. Ou, R. L. Prior. The chemistry behind
antioxidant capacity assays, Journal of Agricultural and
Food Chemistry, Vol. 53, No. 6, 1841-1586, 2005.

ViudaMartos, Y. Ruiz-Navajas, J. Fernandez-Lépez, E.
Sendra, E. Sayas-Barberd, J. A. Pérez-Alvarez. Antioxidant
properties of pomegranate (Punica granatum L.) bagasses
obtained as co-product in the juice extraction, Food Research
International, Vol. 44, No. 5, 1217-1223, 2011.

P. K. Vaydlil. Antioxidant and antimutagenic properties of
aqueous extract of date fruit (Phoenix dactylifera L.
Aracaceae), Journal of Agricultural and Food Chemistry,
Vol. 50, 610-617, 2002.

M. Viuda-Martos, J. Fernandez-L 6pez, E. Sayas-Barbera, E.
Sendra, J. A, Pé&ez-Alvarez.  Physicochemical
characterization of the orange juice waste water of a citrus
by-product, Journal of Food Processing and Preservation,
Voal. 35, 264-271, 2011.

M. Chandrasekaran, A. H. Bahkali. Vaorization of date
pam (Phoenix dactylifera) fruit processing by-products and
wastes using bioprocess technology — Review, Saudi Journal
of Biological Sciences, Vol. 20, 105-120, 2013.



|+ UNIVERSITA
A Miguel
Hernandez



PUBLICACION 3

Use of date (Phoenix dactylifera L.) blanching
water for reconstituting milk powder: Yogurt

manufacture

Lorena Trigueros, Estrella Sayas-Barbera, Jose Angel

Pérez-Alvarez, Esther Sendra

Food and Bioproducts Processing 2012; 90, 506-514




UNIVERSITA
| Miguel
Herndndez




FOOD AND BIOPRODUCTS PROCESSING 90 (201 2) 506-514

Al ESTRED
: .:|_::.§_.3' "\-.I";_._ TR
ML Al T e
o :.--"'._"-"1'
& e

Food and Bioproducts Processing IChemt

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

journal homepage: www.elsevier.com/locate/fbp

Use of date (Phoenix dactylifera L.) blanching water for
reconstituting milk powder: Yogurt manufacture

L. Trigueros, E. Sayas-Barberd, J.A. Pérez-Alvarez, E. Sendra*

IPOA Research Group (UMH-1 and REVIV_ Generalitat Valenciana), Departamento de Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Miguel

Herndndez, Ctra. de Beniel km 3.2, 03312 Orihuela (Alicante), Spain

ABSTRACT

The processing of dates yields high volumes of blanching water. The use of such blanching water for reconstituting

skim milk powder to produce low fat yogurt was studied. Physicochemical properties and antioxidant activity of two
date cultivars (Medjoul and Confitera) blanching water were determined. Quality characteristics of yogurts (control,
Medjoul and Confitera) were evaluated during 28 days of refrigerated storage. Results showed that Confitera blanching
water is considered a good source of natural antioxidants and organic acids, and has a promising future as a functional

ingredient, whereas Medjoul blanching water had a high content of sugars. Regarding yogurt characteristics: Confitera

yogurts presented highest populations of lactic acid bacteria, and gave soft gels of weak structure, Medjoul yogurts

presented higher firmness and sensory scores than Confitera.
© 2011 The Institution of Chemical Engineers. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Date; Yogurt; By products; Blanching water; Antioxidant activity

1. Introduction

The food industry has a huge consumption of water, but very
limited reuse has been taken place so far, especially in the
development of new food applications; main reasons for these
limitations are legislations constraints and hygienic concerns
(Casani et al., 2005). Nowadays there is a growing interest
in the reuse and valorization of water due to environmen-
tal problems and economic aspects. Some of the presently
accepted direct reuses are initial washing of vegetables, scald-
ing water of meat and poultry, and conveyance of unprocessed
products (Rajkowski et al., 1996). Water considered as by-
product from vegetable-food processing industry could result
from several steps such as cleaning, blanching fruits or veg-
etables, washing water during the extraction of dietary fiber.
The possibility of successfully reusing this water in the food
industry, although represents a great challenge, would help in
enhancing the economic development and ecoefficiency. The
most important aspect is to select an appropriate treatment
system to ensure the necessary microbiological and chemi-
cal quality. Recently, Viuda-Martos et al. (2009) successfully
incorporated citrus waste water derived from the extraction
of dietary fiber as an ingredient in a meat product increasing

* Corresponding author. Tel.: +34 966749735; fax: +34 966749677.
E-mail address: esther.sendra@umbh.es (E. Sendra).

its oxidative stability and therefore extending its shelf-life.
Water extracts from other fruits like figs (Yang et al., 2009),
citrus fruits (Khuwijitjaru et al., 2008; Xu et al., 2008) and
Doum palm fruit (Hsu et al., 2006) have a powerful antioxidant
activity.

Date palm fruits (Phoenix dactylifera Linnaeus) are eaten
fresh, dry, or variously processed. The variety of date prod-
ucts include date honey, date sugar, date vinegar and date
wine (made from date fruit juice). Date juice (main product),
pressed cake (by-product), and date syrup are the most com-
monly commercialized date products (Kwaasi, 2003). Dates
can play a major role in human nutrition and health because
of their wide range of nutritional functional components. They
are rich in antioxidant nutrients, including selenium, pheno-
lics, and carotenoids (Al-Farsi and Lee, 2008). Dates are a good
source of rapid energy due to their high carbohydrate con-
tent (~70-80%), mainly fructose and glucose which are easily
absorbed by the human body (Al-Farsi et al., 2007). Several
studies have been carried out focusing on the functional prop-
erties of dates and its by-products. Al-Shahib and Marshall
(2002) determined the dietary fiber content in dried dates from
13 varieties of date palm that ranged from 8.1 to 12.7 (% dry
matter). Wu et al. (2004) reported that Deglet Nour and Medjoul

Received 22 February 2011; Received in revised form 30 September 2011; Accepted 5 October 2011
0960-3085/$ - see front matter © 2011 The Institution of Chemical Engineers. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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varieties have a high phenolic content. Recently Amoroés et al.
(2009) proved the high quality of dates from Elche palm grove
because of their low acidity and astringency, and presence of
natural antioxidants.

There are an increased number of scientific and clini-
cal evidences supporting the healthy benefits of fermented
milk products. Such studies report that probiotics, pre-
biotics, symbiotic and associated ingredients provide an
innovative dimension to cultured dairy products (Khurana
and Kanawjia, 2007). Yogurts have been enriched with sev-
eral physiologically active ingredients that provide specific
health benefits beyond basic nutrition, like omega-3 fatty
acids (McCowen et al., 2010), phytosterols (Hansel et al,
2007) antioxidants food ingredients such as green and black
teas (Jaziri et al.,, 2009), aqueous vegetable extracts (Cossu
et al,, 2009; Karaaslan et al., 2011) and fibers (Sendra et al.,
2008) with the main purpose to develop new functional
dairy products. The reason to incorporate ingredients with
antioxidant activity is to enhance the functionality and
antioxidant activity of these foodstuffs and in this way
to improve consumer’s protection against chronic diseases
such as cancer and cardiovascular disease (Jiménez et al.,
2008).

The aim of this study was to evaluate the direct use of
blanching water from two cultivars of date fruits in a set style
yogurt on yogurt quality during 28 days of refrigerated storage.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Non-commercial Medjoul date and Confitera date fruits were
obtained from ‘Estacién Phoenix’ (Elche, Alicante, Spain).
Dates ripen in four stages known throughout the world by
their Arabic names: “kimri” (unripe; moisture content of
85%), “khalal” (full-size, crunchy; 50-60% moisture), “rutab”
(ripe, soft; 35-40% moisture) and “tamr” (ripe, reduced mois-
ture about 20%) (Biglari et al., 2008). Medjoul dates were at
the “tamr” stage and Confitera dates were at “rutab” stage,
as they are usually harvested at those stages. The pH of
blanching water was 6.89 and 6.34 for Medjoul and Con-
fitera date fruits, respectively, and the °Brix values were
7.37 and 2.07, for MBW and CBW. Dates which were going
to be processed to date paste were used. Date fruits were
washed under running water at 40°C to remove dust and
macroscopic contamination, and afterwards scalded at 100°C
(1:1 water/fruit) for 3min and immediately divided into date
paste (seeds, pulp, peels) and liquid. Blanching water from
dates was filtered through cotton gauzes to remove particles
and was kept frozen until use. Prior to yogurt manufacture,
blanching water was pasteurized in a bath at 80°C during
30min to neither affect the quality nor the safety of the
yogurt.

For all the study the same batch of skim milk powder
was used (34g100g~! protein, 52g100g~! lactose, 1g100g~?*
fat, 6.8g100g~! ash, 5.2g100g~! moisture; Central Lechera
Asturiana, CAPSA, Granada-Siero, Spain). Commercial starter
cultures of Streptococcus thermophilus and Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus (Ezal® MY900, Rhodia Food-Danisco
A/S, Sassenage, France) were used at the concentrations rec-
ommended by the suppliers. Only for batches prepared for
sensory analysis 8% of sucrose was added to each mix to each
type of yogurt to sweeten the yogurt.

2.2. Yogurt preparation

The following types of yogurt were prepared: control yogurt,
Medjoul yogurt and Confitera yogurt. Skim milk powder was
reconstituted with deionized water which is a common indus-
trial practice (Augustin et al., 2003) at 15 g100 mL~! for control
yogurt; for the enriched yogurts, Medjoul blanching water
(MBW) and Confitera blanching water (CBW) were replaced as
deionized water and reconstituted at the same rate, respec-
tively. Reconstituted skim milk (RSM) was poured into 1-L
Pyrex® flasks, closed and immersed into a water bath for heat
treatment at 80°C for 30 min, followed by immersion in ice-
water baths to cool down to 43°C, at this point the starter
culture was added and gently shaken. The inoculated mix was
poured into 100 mL polystyrene cups of yogurt, capped and
incubated at 43°C to reach pH 4.7, and then cooled down to
4°C.

2.3. Raw materials analysis

2.3.1. pH and °Brix

The pH was measured using a pH-meter (model pH/Ion 510,
Eutech Instruments Pte Ltd., Singapore). The levels of solu-
ble solids of raw material, expressed as °Brix, were measured
using a refractometer (Mod. DR-101, Coseta S.A., Barcelona,
Spain). Both measurements were taken at 20°C.

2.3.2. Determination of organic acids and sugars

Contents of organic acids and sugars in blanching water and
reconstituted skim milk powder were analyzed. Samples (5 g)
were homogenized in 10mL ultrapure water acidified with
0.1% phosphoric acid H3PO4 and shaken vigorously (IKA® T25
digital ULTRA-TURRAX®, IKA® Werke Staufen, Germany) for
20s at 13,500 rpm and centrifuged for 20 min at 15,000 rpm at
4°C (Centrifuge Sigma 3-16 PK 10330 rotor 12158-H 25° angle,
Shropshire, United Kingdom). The supernatants fluids were
filtered through 0.45 pum membrane filters (Millipore Corpora-
tion, Bedford, USA). Samples (10 pL) were injected into a cation
exchange column (Supelcogel C-610 H, 300 x 7.8 mm, Supelco,
Bellefonte) with a precolumn (Supelguard-H, 50 x 4.6 mm,
Supelco, Bellefonte), using 0.1% H3PO4 as mobile phase, at an
operating flow rate of 0.5 mL min~!. A Hewlett Packard HP-1100
instrument (Woldbronn, Germany) coupled with two detec-
tors: DAD G1315A (set at 210nm) and RID G-1362 A was used.
Standards of organic acids, monosaccharides and oligosaccha-
rides were obtained from Supelco. Samples were run at 30°C
and the run time was 30 min (Doughty, 1995). Peaks were iden-
tified by comparison with retention time of the standards, and
quantified by regression formula obtained with the standards.

2.3.3. Measurement of total phenol content, total

flavonoid content and antioxidant activity

Reagents and methods used were according to Viuda-Martos
et al. (2010a).

The total phenol content (TPC) was determined using Folin-
Ciocalteu’s reagent (Singlenton and Rossi, 1965). For total
flavonoid content (TFC), the method based on Blasa et al.
(2005) was used. Antioxidant activity was measured by three
methods: the 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical
scavenging capacity was determined following the method of
Viuda-Martos et al. (2010a); the amount of sample necessary to
decrease the absorbance of DPPH by 50% (ICsq) was calculated
graphically. The ferric reducing power (FRAP) was determined
by using the potassium ferricyanide-ferric chloride method
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(Oyaizu, 1986); the ferrous ion-chelating (FIC) assay was car-
ried out according to the method of Singh and Rajini (2004);
to determine the concentration needed to obtain 50% chelat-
ing effect (ECsp), the percentage of chelating effect was plotted
against sample concentration.

2.4.  Yogurt analysis

2.4.1. Physicochemical analysis

2.4.1.1. Color measurements. The CIEL*a*b* color space of
yogurts was studied, the following color coordinates were
determined: lightness (L*), redness (a*, +/— red-green), and
yellowness (b*, +/— yellow-blue). Color determinations were
made at 12+2°C by means of a Minolta CM-2002 (Minolta
Camera Co., Osaka, Japan) spectrophotometer, with a liquid
accessory CR-A70 (Minolta Camera Co., Osaka, Japan), with
illuminant Dgs and an observer of 10°.

2.4.1.2. Texture analysis. Penetration test was performed with
a Texture Analyzer TA-XT2 (Stable Micro Systems, Surrey,
England) interfaced to a personal computer (Windows-based
Software Texture Expert 1.22, Surrey, England) and a 5-kg load
cell. Constant speed penetration tests were performed directly
on cylindrical containers (4.5 cm diameter x 4 cm height). All
instrumental texture analyses were conducted on chilled (7 °C)
samples. A cylindrical probe 10 mm diameter ebonite (P-10)
was introduced 15mm into the samples at a speed of 1mm
s~1. From the force-versus-time curves, values for the maxi-
mum force (N) were calculated as force at a distance of 15mm
(Fmax)- Triplicate measures for each yogurt were performed.

2.4.2. Rheological measurements

The rheological parameters were measured by oscillatory test-
ing, in triplicate at 7°C, by means of a rheometer model
Rheostress 600 (Software Rheowin-RS600 version 3.2, Haake,
Karlsruhe, Germany) according to Sendra et al. (2010). Tests
were performed on slices of 1.2 + 0.2 mm thickness and 35 mm
diameter obtained using a sharp blade. It was verified that all
samples were within the range of linear viscosity. The geom-
etry used was plate and plate with serrated platens (35mm
diameter, 1mm gap). The measurements were conducted in
triplicate. A frequency test was run: frequency sweep from
0.01 to 10Hz at a constant stress of 0.4Pa with three cycles
of measurements in both tests. The data obtained through
this type of dynamic measurements are the contributions to
the internal structure of the sample from the elastic and vis-
cous portions of flow: G’ and G” (Pa), respectively, the complex
viscosity »* (Pas), the tan(s) which is equal to G’/G’ and the
deformation (y).

2.4.3. Sensory evaluation

A sample group of 30 consumer panelists was recruited at
the Miguel Hernandez University, Alicante, Spain. All sensory
work was carried out in the sensory laboratory at the Univer-
sity, which fulfills requirements according to the International
Standards (ISO, 1988). A panel of three experts defined the
attributes to be evaluated in yogurts. Panelists were informed
and agreed to taste the samples before the tests, and they were
informed of the type of product being tested and asked about
yogurt consuming habits. Tap water was provided between
samples to cleanse the palate. White plastic cups with 40 mL
of yogurt at 10°C were provided. The consumer study was
carried out during three different sessions. In each session,
consumers tested all three yogurts; the sample presentation

order was randomized for each panelist. A seven-point hedo-
nic scale (from dislike extremely to like extremely) was used
to rate the following parameters: appearance, creaminess,
sweetness, astringency, sourness, flavor and overall accep-
tance.

2.4.4. Microbiological analysis

Microbial analyses of yogurts were carried out at days 1, 7, 14,
21 and 28 at 4°C of cold storage. Streptococci were estimated
by counting on M-17 agar (Scharlau, Barcelona, Spain) incu-
bated aerobically at 37 °C for 24 h. Lactobacilli were estimated
by culture in MRS agar (Cultimed, Panreac, Castellar del Vallés,
Barcelona, Spain) under anaerobic incubation at 37 °C for 48 h.
Enumerating of yeasts and molds was done on Rose Bengal
agar with Chloramphenicol (Scharlau, Barcelona, Spain) using
the spread plate technique and plates were incubated under
aerobic conditions at 28°C for 5 days.

2.4.5. Organic acids and sugars analysis
Organic acids and sugars from yogurts were analyzed during
cold storage, as previously described in Section 2.3.2.

2.5. Statistical analysis

PASW Statistics 18 software package, SPSS Inc., IBM (Chicago,
IL, USA) was used. General Linear Model procedure was tested
to evaluate factors (water source and storage time effect on
yogurt samples). Tukey’s pair wise comparisons test was used
for means comparison (95% confidence level). For sensory
data, texture and color of yogurts and blanching water sam-
ples one-way ANOVA test was used as type of yogurt was
the only factor. The whole experiment was independently run
three times.

3. Results and discussion
3.1. Raw material characterization
3.1.1. Organic acid and sugar profile in raw materials

Table 1 shows the profile of organic acids and sugars of date
blanching water and reconstituted skim milk powder. Regard-
ingblanching water, CBW had the highest total acidity content
(P<0.05) and MBW yielded the highest total soluble solids con-
tent which was significantly different to that of CBW. As a
consequence there is an increase in total soluble solids in the
yogurt mix due to MBW and CBW use.

Amords et al. (2009) analyzed dates from Elche palm grove
in different maturation stages for organic acid content. Malic
acid was the major organic acid in date fruit and increased
during ripening, with a final concentration ranging from 0.13
t0 0.21g100g~! depending on date palm. Citric, succinic, and
fumaric acids were also reported to be present at lower con-
centrations. In our study, succinic acid is the predominant acid
in blanching water. Ascorbic acid was not present in blanch-
ing water although a positive concentration was found in the
date paste (12.65 and 11.14mg 100 g~* for Medjoul and Confit-
era pastes, respectively) so it might be possible that blanching
could cause thermal inactivation. Al-Farsi et al. (2005) reported
similar contents of succinic acid for three sun-dried date
varieties ranging from 196mg100g~! to 702mg100g~! but
presented a substantial difference in malic acid content. They
identified six organic acids among which malic acid was the
predominant (1265-1396 mg100g~1) contributing 52.2-65.2%
to the total organic acid content. They reported lower amounts



FOOD AND BIOPRODUCTS PROCESSING 90 (2012) 506-514 509

Table 1 - Organic acids (mg 100 g~!) and sugars (g 100 g~*) profile of reconstituted skimmed milk and dates blanching

water.
Organic acids (mg100g~1) RSM Dates

MBW CBW
Oxalic acid 3.60 (0.44)" 0.182 (0.02) 3.30° (0.15)
Citric acid 233.41 (24.3) 8.102 (0.90) 54.05 (1.96)
Malic acid 2.47 (0.69) 13.15° (0.86) 17.09° (0.10)
Ascorbic acid 0.37 (0.11) N.d. N.d.
Succinic acid N.d. 118.57 (24.51) 212.30 (21.20)
Lactic acid 122.23 (3.93) N.d. N.d.
Formic acid N.d. 4.762 (0.20) 40.31° (2.31)
Acetic acid 14.85 (1.87) 2.79% (6.04) 15.29" (2.98)
Fumaric acid 3.36 (0.12) 7.652 (1.54) 40.34° (4.87)
Total acidity (g100g™1) 0.38 (0.07) 0.162 (0.03) 0.38% (0.03)
Sugars (g100g1)
Sucrose N.d. 0.71 (0.22) 0.86 (0.08)
Glucose N.d. 2.90P (0.62) 0.182 (0.01)
Fructose N.d. 2.53b (0.56) 0.172 (0.00)
Lactose 6.40 (0.65) N.d. N.d.
Total sugar (g100g~1) 6.40 (0.65) 6.14P (1.39) 1.202 (0.08)

RSM: reconstituted skimmed milk; MBW: Medjoul blanching water; CBW: Confitera blanching water; N.d.: not detected. Values with different
superscript letters within the same line significantly differ (Tukey’s test, P <0.05).

* Values expressed are means of three parallel measurements where parentheses denote standard error (n=9).

of isobutyric acid, citric acid, oxalic acid, and formic acid.
Organic acids are intermediates of metabolic process in dates
and are directly involved in growth, maturation and senes-
cence, so the presence of some acids in higher amount could
be attributed to their state of ripening.

Al-Farsi and Lee (2008) reviewed the nutritional con-
stituents from over 80 date fruit references concluding that
fructose, glucose and sucrose were the only sugars detected in
fresh and dried dates reporting average contents in fresh dates
0f19.4,22.8and 4.03g100 g1, respectively, with contents of all
sugars increased in dried dates. The profile and relative con-
tent of sugars changed according to date cultivar. As can be
seen in Table 1 MBW contained 15 times more glucose and
fructose than CBW. In MBW glucose and fructose contents
were 4 times high than sucrose. The content of sucrose in
CBW was almost 5 times the glucose and fructose content.
This variability in the sucrose content is due to the different
stage of ripening of date fruits.

In skim milk unique sugar detected was lactose and main
organic acid identified was citric acid (we assume that citrate
isincluded in the detection) followed by lactic and acetic acids
and small amounts of other organic acids (oxalic, fumaric,
malic and ascorbic acids). A huge peak was detected at the
retention time of tartaric acid, but it has not been included in
the table as we have reasonable doubts about the truly identi-
fication. If quantified as tartaric, the estimated concentration
would be of about 400 mg 100 g~1. Our results were higher than
those reported by Mullin and Emmons (1997) which found
mean values of 156.5mg100g~! and 3.98g100g! for citric
acid and lactose in milk.

3.1.2. Total phenol content, total flavonoid content and
antioxidant activity

The total phenol (TPC) and flavonoid (TFC) contents of Med-
joul and Confitera blanching water are presented in Table 2;
their presence in the blanching water could be explained by
leaching during the blanching operation. Results showed that
CBW had the highest TPC and TFC content (P <0.05), 492 mg

GAE L' and 68.75mg RE 100g~!, respectively, which corre-
sponds with the early maturation stage of Confitera date fruit
since Myhara et al. (2000) reported that phenolic substances
were high in the inedible “kimri” stage of dates and declined
progressively as dates matured to “tamr” stage. No data is
available in the literature regarding TPC of date blanching
water but our results (Table 2) found in the blanching water
were similar than those in date fruits reported by Mansouri
et al. (2005) and Chaira et al. (2009) who showed that the phe-
nol content can vary from 2.49 to 8.36 mg GAE 100 g~ in some
Algerian date varieties (methanolic extracts) and from 3.879
to 9.706 mg GAE 100 g~! in 10 Tunisian date varieties (aqueous
and methanolic extracts). However, these concentrations were
lower than those observed by Wu et al. (2004) who showed that
the phenol content varied from 572 to 661 mg GAE 100g~! in
two dates from U.S.A. (the sum of lipophilic and hydrophilic
content), Saafi et al. (2009) who analyzed four Tunisian date
varieties and obtained values ranging from 209.42mg GAE
100g~! to 443.73mg GAE 100g~! (methanolic extracts) and
Al-Farsi et al. (2007) who reported values between 172 and
246mg GAE 100g~! in three Oman date varieties (aqueous
methanolic extracts). In addition to the type of extraction,
various factors such as variety, growing condition, maturity,
season, geographic origin, storage conditions, among others,
might be responsible for the observed differences (Al-Farsi
et al,, 2007). Gad et al. (2010) have developed a yogurt forti-
fied with date extract which have demonstrated to possess
highest antioxidant activities compared with those of control
yogurt, probably attributed to the date enrichment.

The radical scavenging capacity of the raw materials was
tested using the ‘stable’ free radical, DPPH (Table 2). CBW
showed the strongest (P<0.05) radical scavenging effect at
7.5g100g~! over all samples tested, which is in accordance
with the higher phenol content. In the DPPH assay, the
increased antioxidant activity is reflected in a lower ICsg.
Viuda-Martos et al. (2010a) reported ICsy values of 0.042%
and 0.053% for ascorbic acid and butylated hydroxytoluene
(BHT) as positive controls. Vayalil (2002) reported the potent
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- 2% |8 DPPH and FRAP.
-: 5 °° & MBW and CBW were capable of chelating iron(ll) in a
§ E; g g %E concentration-dependent manner (Table 2). CBW presented
S ENRAEE) the highest values of metal chelation (P <0.05) at all concen-
3 = 53 |2 trations tested, showing the highest value (47.18 +0.05%) at
'g £ sa % 10g100g~! and reflected in a lower ECsp. Also results were
(4]
o % L S i consistent with DPPH and FRAP assays in which CBW showed
.E = 2 g |5 higher antioxidant activities than MBW. According to Viuda-
T 3 so | B Martos et al. (2010a) chelating ability is of great potential
E ™ o= § - interest in the food industry because the transition of metal
; < 3 3 % I ions contributes to lipid oxidation, which is the main source
= 83 | g% of degradation of food products.
£ il
© 5 L . .
& Uﬁ fw |2 3.2 Characterization of yogurt with dates blanching
3 =138 |® = water
% =
5 =
= 29 |35 8 3.2.1. Acidification process
g nlee |5 ¢ ; ) )
i ©x | 5.8 The enrichment of yogurts with CBW stimulates the fermen-
> = | g
g g © 3 o & tation process whereas MBW increased the pH of the final
E‘ g s | S é’ product as compared with control yogurts (P<0.05) (Fig. 1).
IS 5 oSS |58 This could be due to the fact that CBW provides formic acid
'q::'; E 5 z § (40.31mg 100 g~1) that may stimulate the growth of lactobacilli
5 BB =T (Bautista et al., 1966) (Table 1), reducing the time required to
o e e e . . . c
o Y s= | B B obtain the final pH (P <0.05) in 30 min which is confirmed by
% a - ;-/ g, g ‘qau: the high lactic acid content of this type of yogurt the 1st day
§ el %0 g of cold storage (see Section 3.2.6).
[} SO G B
=] = . . .
! ow |2 g 3.2.2. Physicochemical analysis of yogurts
-
] < P g g 3.2.2.1. Color. Color is the first sensory characteristic per-
) &5 8 % ?g ceived by consumer and tends to modify other perceptions
g Yolg A as flavor and aroma (Garcia-Pérez et al., 2005). The addition of
g |3y | = E MBW and CBW had no effect (P >0.05) on L* values and b* coor-
g =) H'oo % a |5 %’ dinate, only a* was affected by the addition of CBW (P <0.05)
o | -
S E té°§ § % ,;_,E @ (Table 3). All samples had higher values of a* (less greenness)
= = 2 g and b* (more yellowness) coordinates as compared with con-
e~ | . .
8 Y| £ g trol samples, this would be due to the fact that all blanching
o ] NG (= -1 . . .
s < g g water (raw material) had brownish color but light enough not
a3 ) S O - B . . . .
=S Qe | D% S 8 to induce major changes in yogurt color. The addition of date
§ g EEL (92 3 % paste fiber to yogurt had an obvious effect on color parameters
;l < g § in the study carried out by Hashim et al. (2009).
y = N o
2\ IEEEREE 3.2.2.2. Texture. CBW had significantly (P <0.05)1
= & EEERE g - .2.2.2. Texture. yogurts had significantly (P <0.05) lower
Fmax values (23.90+1.16N, respectively) than control and
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Table 3 - Color and texture of yogurts with dates blanching water.

Type of yogurt L a b* Fmax (N)
Mean SIES Mean SLE. Mean GAES Mean SHES
Control 84.27 1.11 —2.742 0.06 5.34 0.16 32.56° 1.04
Medjoul 85.46 1.91 —2.423b 0.07 5.56 0.17 32.60P 0.57
Confitera 82.71 0.78 —1.59P 0.18 6.66 0.24 23.902 1.16

Results expressed are means =+ standard error of three parallel measurements (n=9). Values with different superscript letters within the same

column significantly differ (Tukey’s test, P <0.05). Fmax (N): firmness.

MBW yogurts (32.56+1.04 N and 32.60+ 0.57 N), which means
that the structure of control and MBW is harder than that
of CBW yogurts. The increased total solids content of MBW
yogurts (6.14%) may affect the firmness of the product. The
sudden pH decreased caused by CBW addition to skimmed
milk (6.6, whereas control and MBW was about 6.89), followed
by the heat treatment may have caused a pre-acidification
effect. In such conditions, Peng et al. (2009) reported increased
solubilization of colloidal calcium phosphate, increased early
loss of colloidal calcium phosphate cross links and the produc-
tion of weak gels, as observed in our study for CBW yogurts.

3.2.3.  Rheology of set style yogurts enriched with dates
blanching water

The studied yogurts remained in the linear viscoelastic region
over the whole range of frequencies tested (0.01-1Hz). G,
G”, n*, tan(s) and y at 0.1Hz were selected to run statistical
analysis of the data. Although there were significant dif-
ferences between yogurts through the storage period such
differences may be considered as irrelevant, so presented
results are the average of all measurements taken for each
type of yogurts. Mean values for rheological parameters
for control, Medjoul and Confitera yogurts were as follows:
G’ (1065 +162Pa, 823+25Pa and 759+72Pa), G” (223 +37Pa,
185+6Pa and 172+16Pa), n* (1735+264Pas, 1342+39Pas
and 1239+118Pas); tan(s) (0.219+0.004, 0.225+0.003 and
0.226 +0.005), and y (0.00039 +0.00011, 0.00052 + 0.00001 and
0.00032 + 0.00004).

The elastic modulus dominated (G'>G”) the at rest
response of the samples, indicating an elastic characteristic
that gives better stability during storage and implying that at
the frequencies tested, the yogurts behaved as a solid. In gen-
eral, moduli (G’ and G”) increased with increased frequency
showing concentrate solution characteristics (Staffolo et al.,
2004). A low value of the phase angle (tan) indicates that
the gel has a predominant elastic character (more solid like)
(Singh and Muthukumarappan, 2008). Our experimental val-
ues for tan(s) ranged from 0.210 to 0.243 which pointed to a
concentrated amorphous polymer (Steffe, 1996).

Storage time for 15 days did not cause significant changes
in the viscoelastic properties of yogurts. However, on 21st and
the 28th day, tan(s) was found to be lower (P <0.05) from that
on 1st and 7th day pointing to a hardening of the structure dur-
ing cold storage, probably related to the increase in lactic acid
(see Section 3.2.6). Regarding yogurt type, control yogurts pre-
sented higher moduli values than enriched yogurts and also
the highest viscosity, followed by Medjoul yogurts. Controls
were more solid like (lower tan(s)).

From both texture (Table 3) and oscillatory testing it can
be concluded that few differences were detected among
control and Medjoul enriched yogurts (the ones with the
highest soluble solids content), whereas the use of Confitera

blanching water softened the gels and weakened the struc-
ture. The faster acidification rate caused by CBW (Fig. 1)
use may have caused large clusters of micelles that did not
disperse during gelation occurred by fermentation, so CBW
yogurts are expected to have large clusters of casein and large
pores, a coarse network that yields weak gels (Penget al., 2009).

3.2.4. Sensory analysis

Consumers’ affective test, such as the test run in this study,
provide useful information on the future commercial poten-
tial of a new developed food (Cardarelli et al., 2008). Fig. 2
shows the results obtained for the sensory evaluation of the
yogurts. There were significant differences in appearance, fla-
vor and overall acceptability between control and enriched
yogurts. Regarding appearance, the panelists judged nega-
tively the addition of blanching water which is supported by
the instrumental measured a* and b* coordinates. In the case
of creaminess, differences detected in texture by instrumen-
tal means were not detected by sensory evaluation. Results
of sweetness and sourness obtained by sensory evaluation
are quite different from instrumental measurements; pan-
elists scored those attributes higher in control yogurts while
by instrumental means Confitera yogurts had the highest acid-
ity and Medjoul yogurts had the highest sugar content. The
enrichment of yogurt with MBW improved flavor perception
(P<0.05). Control and MBW yogurts showed the highest val-
ues for overall acceptability (4.93 & 0.20 and 4.45 £ 0.32 points).
Hashim et al. (2009) reported that yogurt fortified with up
to 3% date fiber had similar acidity, sweetness, firmness,
smoothness and overall acceptance ratings as the control
yogurts. Also, Viuda-Martos et al. (2009, 2010b) had success-
fully incorporated blanching water from citrus industry to a
meat product with good sensory scores. Control followed by
MBW yogurts obtained best acceptability scores.

Appearance
7
6
Overall acceptability Creaminess
Flavor Sweetness
Sourness Astringency
Control yogurt = - Medjoul yogurt ===<= Confitera yogur

Fig. 2 - Sensory evaluation of yogurts with dates blanching
water (7-point hedonic scale). Data are the average (n=36).
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Fig. 3 - Evolution of (a) pH, (b) counts of streptococci, (c) counts of lactobacilli, and (d) counts of moulds and yeasts of yogurts
stored at 4°C for 28 days. Data are the average (n=9)+ standard error.

3.2.5.
storage
Higher pH values were observed (P < 0.05) in MBW yogurts than
in control and CBW yogurts. During storage at 4 °C significant
variations in pH values were observed (Fig. 3a) most probably
due to continued fermentation by the lactic acid bacteria (Dave
and Shah, 1997).

Ranging between 7.15 and 8.85log CFU g1, all the counts
of streptococci and lactobacilli largely exceed the minimum
requirements of viable cells at the time of consumption
by Spanish legislation (107) (R.D. 179/2003, B.O.E. 18/02/03)
throughout the entire storage period. Levels of S. thermophilus
were higher than L. bulgaricus. Viability of S. thermophilus and
L. bulgaricus in yogurt is pH dependent (Nogueira et al., 1998).
Usually, numbers of S. thermophilus increase in yogurts with
an initial pH greater than 4 until the pH decrease below 4, and
the numbers then diminish rapidly. Numbers of L. bulgaricus
either remain constant or increase for the first 10-20 days in
yogurts with an initial pH greater than 4 and then decrease.
In the present study counts of S. thermophilus were signifi-
cantly higher in control and CBW yogurts than in MBW yogurts
(Fig. 3b) and counts of L. bulgaricus were highest (P<0.05) in
CBW yogurts (Fig. 3c) which is correlated by the low pH of
the product and was explained by the natural presence of
formic acid in the original CBW. Finally, numbers of L. bulgar-
icus decreased faster than did those of S. thermophilus which
remained stable throughout the storage period.

Since milk is pasteurized before yogurt production, the
presence of yeasts in yogurt is caused by recontamination
processes during manufacture, and can be a problem in fruit-
containing yogurts (Nogueira et al., 1998). Numbers of yeasts
and molds were significantly higher in CBW yogurts than
in control yogurts. Counts of yeasts and molds increased
(P<0.05)in yogurts during cold storage (Fig. 3d) and the highest
level was 4.33 x 102 CFU g~! at day 28 in CBW yogurts. Confit-
era dates have ripening problems and a high percentage of the
fruits are not suitable for direct consumption due to cracks and
molds growth, which may be in the origin of the higher molds
and yeast population in such yogurts.

Evolution of pH and microbial counts during cold

3.2.6. Evolution of organic acids and sugar content in

yogurts during cold storage

Quantitative determination of organic acids is important for
monitoring bacterial growth and activity, but also because they
are significant as natural preservatives and for sensory char-
acteristics of the product (Serra et al., 2009). All organic acids
detected were significantly (P<0.05) affected by the type of
yogurt. MBW yogurts had higher concentration of oxalic acid
(P<0.05) (values increased during storage time from 2.59 to
6.22mg100g~1) than CBW yogurts and control yogurts (val-
ues decreased from 2.12 to 1.87mg100g~! for CBW yogurts
and from 1.49 to 1.14mg100g~! for control yogurts through-
out the storage period); however differences were very small.
Citric acid was also present with significant differences among
enriched and control yogurts (P <0.05) being lower in control.
During cold storage, in control yogurts, citric acid content var-
ied from 198.94 to 187.65mg 100 g~1; for the enriched ones the
content ranged from 228.27 to 248.21mg100g~! and 256.54
to 221.45mg100g-! for MBW and CBW yogurts, respectively.
Citric acid is usually present in milk as a product of bovine
metabolism; also citric acid is known to be utilized during
the fermentation process, but insignificant utilization of this
acid was observed during storage as reported by (Serra et al.,
2009). Lactic acid was the major organic acid. CBW yogurts
had higher values of lactic acid (1.54+0.04g100g~! as mean
value) (P<0.05) than control yogurts (1.30+0.03g100g™! as
mean value) and this is correlated with the highest counts
of lactobacilli in CBW yogurts (Fig. 3b). The content of acetic
acid in control yogurts ranged from 11.13 to 16.01mg100g~1,
from 20.95 to 16.05 mg 100 g~ ! for MBW yogurts and from 10.66
to 14.27 mg 100 g~ for CBW yogurts. No significant differences
in the content of organic acids were detected in yogurts during
storage time except for lactic acid which increased (P <0.05) its
concentration on 7th and 28th day with respect to 1st day of
cold storage. Again, a huge unidentified peak was observed at
the retention time of tartaric acid in all yogurt samples, if cal-
culated based on tartaric standard, its concentration would
range from 235 to 320mg100g~T yogurt. Finally total acidity
increased in all yogurts during the storage period reaching a
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final acidity (%) of 1.40, 1.84 and 1.75 for control, MBW and
CBW yogurts, respectively.

The amount of lactose decreased during storage time.
Galactose increased or remained constant in all yogurts
(P>0.05) (values ranged from 1.12 to 1.29mg100g~? from
control yogurts, from 1.13 to 1.47 mg100g100g~! for MBW
yogurts and from 1.26 to 1.30mg100g~! for CBW yogurts).
This is because of the cultures used in yogurt fermentation
(L. bulgaricus and S. thermophilus) utilize the glucose moiety
of lactose, but not the galactose moiety. Thus, while lac-
tose and glucose content in fermented product decrease, the
galactose content remains unchanged (O’Brien, 1999). Lac-
tose content is much lower (P<0.05) in control yogurts than
in enriched yogurts (mean values of 3.92+0.14g100g100g?,
5.47+0.05g100g ! and 5.16 +0.24 g100g~! for control, MBW
and CBW yogurts, respectively). As dates blanching water pro-
vide glucose (sucrose and fructose also) to skim milk, glucose
was detected in MBW (156.65 +5.19 mg 100 g~! as mean value)
and CBW yogurts (41.74+1.15mg100g~! as mean value), but
in lower amounts than in the initial products (blanching
water). The content of maltohexaose ranged from 84.66 to
73.07mg100g1, from 143.02 to 116.12mg100g~! and from
90.76 to 88.09mg100g? for control, MBW and CBW yogurts,
respectively. Summarizing, MBW yogurts contained higher
amounts of maltohexaose, glucose and galactose than CBW
yogurts. These results are consistent with the initial total sol-
uble solids content of the raw material.

4, Conclusions

Blanching water from dates processing have an important
content in phenols and flavonoids, that confer interesting
antioxidant properties, as well as organic acids and sugars
extracted during blanching. The information obtained from
the sensory evaluation reveals that Medjoul blanching water
is suitable for direct use in the manufacture of yogurts, con-
firmed by textural and color values. Confitera provides the best
antioxidative properties and also enhances lactic acid bacte-
ria growth. Throughout 28 days of cold storage pH decreases,
the gel structure is reinforced, lactobacilli counts decrease and
yeast and mold populations increase.

In the future it would be interesting to test other food uses
for the blanching water or their bioactive components for its
antioxidative properties.
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ABSTRACT

Pomegranate juice (PGJ) is rich in phenolics which are potent antioxidants but also
prone to interact with proteins. A yogurt rich in PGJ (40%) made from arils was
elaborated (PGY) to determine the antioxidant activity and to estimate the interaction
phenolics-proteins during 28 days of cold storage. Juice, yogurts and protein free
permeates were analyzed for phenolic composition. Yogurt fermentation modified the
anthocyanin profile of the initial PGJ, especially the content in cyanidin-3-O-glucoside.
During storage, individual anthocyanin content in PGY decreased but it did not modify
yogurt color. The analysis of permeates revealed that the degree of interaction phenol-
protein depends on the type of phenolic, being ellagic acid and dephinidin-3,5-O-
diglucoside the least bound phenolic compounds. The presence of PGJ in yogurt
enhanced radical scavenging performance, whereas all the observed ferric reducing
power ability of PGY was strictly due to the PGJ present. The 84.73% of total
anthocyanins remained bound to proteins at 1st day of storage and 90.06% after 28
days of cold storage revealing the high affinity of anthocyanins for milk proteins.

KEY WORDS: pomegranate, fermented milk, phenolic compounds, protein-polyphenol

interaction
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INTRODUCTION

The pomegranate (PG, Punica granatum L.), a fruit extended throughout the
Mediterranean region, in Southeast Asia, California and Arizona in USA is one of the
oldest known edible fruit tree species.® In terms of crop yield, although having a very
little area (2000ha), Spain ranks first (18.5 t/ha) followed by the USA (18.3 t/ha). Due
to its immense potential for health benefits, PG has achieved the title of ”super-food”.z
The health effects of whole pomegranate, its juices and extracts, have been studied in
relation to a variety of chronic diseases.>* The in vitro antioxidant activity has been
attributed to its high polyphenolic content, specifically punicalagins, punicalins, gallagic
acid, and ellagic acid.’

The edible part of the PG fruit (50%) consists of 40% arils (which are used to
obtain juice) and 10% seeds. PG juice polyphenols are: hydrolysable tannins (mainly
ellagitannins), anthocyanins, non-colored flavonoids and phenolic acids.® In arils juice,
anthocyanins are the major group of phenolics and are responsible for its red color.

PGs are eaten fresh, and also used to obtain juice (PGJ), grenadine syrup (a
reduced juice from fresh PG seeds), “anardana” (dried PG raisins) and extracts. Also,
PGJ and seeds are used to prepare toppings, sauces and dips for many types of food.?
PGJ concentrate is currently used in the production of commercial PG Greek style
yogurts, especially in the USA and UK. The attractive red color provided by PG depends
on pigment concentration and it is one of the most important quality factors in fruit
yogurts.

The binding of polyphenols to milk proteins has been suggested to reduce their
bioavailability and functionality and, thus, to reduce their antioxidant potential.7'8

There are two main groups of proteins in milk, usually defined depending on their
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solubility at pH 4.6 at 25 °C: caseins, constituting about 80% of the total proteins in
milk, and whey proteins.9 Due to its relatively high charge, caseins show a tendency to
associate with other proteins according to the hydrophobic character of the micelle.
Furthermore, caseins are proline-rich proteins which in turns have a strong affinity for
the hydroxyl (-OH) group of phenolic compounds.® We previously developed a new
dairy product formulated with PGJ rich in phenolic compounds10 but the degree of
interaction protein-phenols and its effect on the antioxidant properties were still
unsolved. Juices solely made from arils are typically characterized by low phenolic
contents with the predominance of anthocyanins, gallotannins, hydroxybenzoic acids,
hydroxycinnamic acids and di-hydroflavonols.** Anthocyanins have been associated
with the prevention of cardiovascular disease, obesity, and diabetes.* Anthocyanins
are the major group of phenolic compounds in pomegranate juice, so their stability as
well as their interaction with milk proteins during yogurt shelf-life is of great interest.
The specific functionality of phenolic compounds in dairy products is based on their
ability to interact with milk proteins. Furthermore, the protein-polyphenol interaction
is maximal at the isoelectric point of the protein,13 i.e. when yogurt is produced.

The aim of this work was to determine the antioxidant activity of a yogurt rich
in PGJ made from arils during 28 days of refrigerated storage as well as to estimate the
interaction between the phenolic compounds presents in the PGJ and milk proteins
and its impact on the antioxidant activity of the yogurt.

MATERIALS AND METHODS
Materials and chemicals
Commercial starter cultures of Streptococcus thermophilus and Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus (Ezal© MY900, Rhodia Food-Danisco A/S, Sassenage,

4
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France) were used at the concentrations recommended by the suppliers. For all the
study the same batch of skim milk powder was used (34% protein, 52% lactose, 1% fat,
6.8% ash, 5.2% moisture) (Central Lechera Asturiana, CAPSA, Granada-Siero, Spain).

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®), Folin-Ciocalteu reagent, gallic acid, iron
(1) chloride, trichloroacetic acid (TCA), aluminium chloride, Trolox and formic acid
were from Sigma Chemical Company (Germany). Methanol of HPLC ultra-gradient
grade, HCl, potassium chloride, sodium acetate, dibasic potassium phosphate, sodium
nitrite (I1), sodium hydroxide, sodium carbonate and dibasic sodium phosphate were
from Merck (Darmstadt, Germany). Potassium hexacyanoferrate was from Fluka
BioChemika (Germany). Ellagic acid was from Tocris Bioscience (Ellisville, MO, USA) and
pure punicalagins were from Chengdu Biopurity Phytochemicals Ltd. (Sischuan, China).
Cyanidin-3,5-O-diglucoside and -glucoside, pelargonidin-3-0O-glucoside and delphinidin-
3-O-glucoside, were from Extrasynthese (Genay, France). Acetonitrile for HPLC-DAD
and LC/MS (Gradient grade) was from Merck (Darmstadt, Germany). LC grade water,
prepared by using an HLP SMART 1000s system (Hydrolab, Gdansk, Poland), was
additionally filtered through a 0.22 um membrane filter immediately before use.
Plant material

Mature PG fruit cultivar ‘Mollar de Elche’, with no visible external cuts or
spoilage was purchased from a local market. The PG fruits were peeled manually and
the arils were introduced in a blender Ju2000 Vitae (Moulinex, Barcelona, Spain) to
obtain PGJ. PGJ was filtered through cotton gauze to remove particles and was kept
frozen until use.

Yogurt manufacture

5
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Set-type yogurt was produced following the manufacture method developed by
Trigueros et al.,’°. Briefly, skim milk powder (SMP) was reconstituted with deionised
water at 15 % w/v total solids to serve as control. SMP was reconstituted at 25% w/v
total solids to be further completed with PGJ to have a final solid content of 15% w/v
after pasteurization. PGJ, 15% reconstituted skim milk (RSM) and 25% RSM were
separately pasteurized at 80 °C for 30 min. After cooling to 43 °C, PGJ was added to the
RSM to a final concentration of 40 % v/v. At this point the starter culture was added
and the inoculated mix was incubated at 43 °C for 4h, and then cooled and stored at 4
°C for 28 days.

Colorimetric analysis

The CIE LAB color space of yogurts was studied, the following color coordinates
were determined: lightness (L*), redness (a*, +/- red-green), and yellowness (b*, +/-
yellow-blue). Color determinations were made at 12 + 2 °C by means of a Minolta CM-
2002 (Minolta Camera Co., Osaka, Japan) spectrophotometer, with a liquid accessory
CR-A70 (Minolta Camera Co., Osaka, Japan), with illuminant Dss and an observer of
10°.

Preparation of the free-protein phase (permeate)

In order to quantitatively estimate the interaction of phenolic compounds with
proteins, a protein free phase (permeate) was obtained with a laboratory scale
ultrafiltration (UF) cartridge (Amicon® Ultra-15; Merck Millipore Ltd., Ireland), with a
nominal cut-off of 10,000 Da and a nominal area of 7.6 cm?® was used. To remove
caseins 30 g of yogurt were centrifuged at 7,000 rpm for 30 min, at to 4 °C. The
supernatant was ultrafiltrated through the cartridge at 5,500 rpm for 30 min, at 4 °C,

and permeate was collected for further analysis.
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Extraction of phenolics from PJ and yogurt permeate

PGJ and permeates (10 mL) were extracted with 30 mL of acidified methanol
(methanol containing 100 uL conc. HCI) for 30s at 12,000 rpm (IKA® T25 digital ULTRA-
TURRAX®, IKA® Werke Staufen, Germany). Then, the mixtures were centrifuged at
5,000 rpm for 10 min at 4°C. 5 mL of the extract was separated for determining
anthocyanin content. The remaining portions were evaporated to dryness using a
rotary evaporator R-205 (Bichi, Flawil, Switzerland) under reduced pressure (<100
mbar) at 50 °C and used for determining total phenolics, total flavonoids, antioxidant
activities and HPLC analysis.

Extraction of phenolics from PJ yogurt

Yogurt samples (20 g) were mixed with 30 mL of acidified methanol. Then the
mixture was left at 4 °C for overnight incubation. The mixture was filtered by using No.
1 Whatman filter paper and residue was washed with acidified methanol-HCI until it
became colorless.”* Ten milliliters of the extract were separated for determining
anthocyanin content. The remaining portions were concentrated as previously
described and used for determining total phenolics, total flavonoids, antioxidant
activities and HPLC analysis.

HPLC-DAD analysis (non-anthocyanin phenolics)

Phenolic compounds were analyzed by high performance liquid
chromatography coupled with a diode array detector (HPLC-DAD) as previously
described by Benavente-Garcia et al.”> Samples (20 pL) were injected into a Hewlett-
Packard HPLC series 1200 instrument (Woldbronn, Germany) equipped with a C18
Teknokroma column (Mediterranean seaig 25x0.4 cm, Teknokroma, Barcelona, Spain)

and detected by absorbance at 280 and 360 nm. UV spectra of individual peaks were
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recorded in the range of 200-600 nm. The separation columns were controlled
thermostatically at 35 °C. Phenolic compounds were analyzed in standard and sample
solutions using a gradient elution at 1 mL/min with the following gradient program (O-
20 min 95-75% A, 20-40 min 75-50% A, 40-45 min 50-95% A) with 4.5% formic acid in
water (v/v) as solvent A and 100% of acetonitrile as solvent B. Peaks were identified by
comparing retention times and photodiode array spectra with analytical standards.
The phenolic compounds were quantified by the absorbance of their corresponding
peaks with calibration curves of standard compounds. For this purpose, stock solutions
were diluted to concentrations of 10-160 mg/L (ellagic acid) and 25-800 mg/L
(punicalagins isomers).

LC-PDA/MS analysis (anthocyanins)

Identification of phenolic compounds was carried out using an ACQUITY Ultra
Performance LC™ system (UPLC™) with binary solvent manager and photo diode array
(PDA) detector (Waters Corporation, Milford, MA, USA) and a Micromass Q-TOF Micro
mass spectrometer (Waters, Manchester, UK) equipped with an electrospray ionization
(ESI) source operating in negative and positive mode. Separations of individual
phenolic compounds were carried out using a UPLC BEH C18 column (1.7 pum, 2.1 x 100
mm; Waters Corporation) at 30 °C. Samples (10 L juice and 2 pL yogurt and permeate
extracts) were injected and elution completed in 20 min with a sequence of linear
gradients and isocratic flow rates of 0.45 mL/min. The mobile phase was composed of
solvent A (4.5% formic acid in water, v/v) and solvent B (100% of acetonitrile). The
programme began with isocratic elution with 99% A (0-1 min), and then a linear
gradient was used until 15 min, lowering A to 75%, and then 2.5 min for 0% of solvent

A and 2.5 min, returned to the initial composition (99% A) and then held constant to
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re-equilibrate the column. Analysis was carried out using full-scan, data-dependent MS
scanning from m/z 100 to 1500. The mass tolerance was 0.001 Da and the resolution
was 5,000. Leucine enkephalin was used as the internal reference compound during
ESI-MS accurate mass experiments and was permanently introduced via the LockSpray
channel using a Hamilton pump. The lock mass correction was 1,000 for Mass
Window. All TOF-MS chromatograms are displayed as base peak intensity (BPI)
chromatograms and scaled to 12,400 counts per second (cps) (=100%). The effluent
was led directly to an electrospray source with a source block temperature of 130 °C,
desolvation temperature of 350 °C, capillary voltage of 2.5 kV and cone voltage of 30
V. Nitrogen gas used as desolvation gas at a flow rate of 300 L/h.

The characterisation of the single components was carried out via the retention
time and the accurate molecular masses. Each compound was optimized to its
estimated molecular mass in the negative and positive mode before and after
fragmentation. The data obtained from LC/MS were subsequently entered into the
MassLynx 4.0 ChromaLynxTM Application Manager software. Based on these data, the
software is able to scan different samples for the characterised substances.

For quantification of anthocyanin compounds spectra were measured over the
range 200-600 nm in steps of 2 nm. The run was monitored at 520 nm. Calibration
curves at concentration ranging from 0.05 to 5 mg/L (r* < 0.9997) were made from
cyanidin-3,5-O-diglucoside and -glucoside, pelargonidin-3-O-glucoside and delphinidin-
3-O-glucoside. Delphinidin-3,5-O-diglucoside was expressed as delphinidin-3-O-
glucoside, pelargonidin-3,5-O-diglucoside as pelargonidin-3-O-glucoside and cyanidin-
pentoside as cyanidin-3-O-glucoside. All determinations were done in triplicate.

Results were expressed as milligrams per L.

9
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Determination of total phenol content, total flavonoid content and total anthocyanin
content by colorimetric methods

The total phenol content (TPC) in the yogurts, PGJ, and permeates was
determined using the Folin-Ciocalteu’s reagent.'® Volumes of 0.3 mL of the methanolic
extracts were introduced into test tubes followed by 2.5 mL of Folin-Ciocalteu’s
reagent (diluted 10 times with water) and 2 mL of sodium carbonate (7.5% w/v). The
tubes were vortexed and incubated at 50 °C for 5 min. Absorption at 760 nm was
measured with a HP 8451 spectrophotometer (Hewlet Packard, Cambridge, UK) and
compared to a gallic acid calibration curve. The results were expressed as mg gallic acid
equivalents (GAE)/g sample. Samples were analyzed in triplicate.

For total flavonoid content (TFC) the method based on Blasa et al.,*” with some
modifications was used. One milliliter of the methanolic extracts of yogurts, PGJ, and
permeates was mixed with 0.3 mL NaNO; (5%), and 0.3 mL AICl; (10%) were added
after 5 min. Samples were mixed and after 6 min, were neutralised with 2 mL NaOH
solution (1 M). Absorbance was read at 510 nm and the quantification was carried out
using a calibration curve. Different concentrations of rutin (8.5 - 170 pg/mL) were used
for calibration. The results were expressed in mg rutin equivalents (RE)/100 g of
sample as mean of three replicates.

Total anthocyanin content (TAC) in the yogurts and PGJ were determined by
the pH differential method described by Wrolstad®® using a UV-vis HP 8451
spectrophotometer. Absorbance of the samples in 0.2 N potassium chloride buffer (pH
1.0) and 1 M sodium acetate buffer (pH 4.5) were measured at 520 and 700 nm.

Anthocyanin content was determined using the equation: A = (Axs20 - Ax700)pH 1.0 - (Ars20

10

ACS Paragon Plus Environment

Page 10 of 37



Page 11 of 37

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

Journal of Agricultural and Food Chemistry

- Ax700)pH 4.5 With @ molar extinction coefficient of 29,600. Results were expressed as mg
of cyanindin-3-glucoside equivalent/L of sample as mean of three replicates.
Quantification of antioxidant activity by (i) DPPH’ radical scavenging method and (ii)
ferric reducing antioxidant power assay

Free radical scavenging activities of the PGJ, yogurts, and permeates samples
were determined by DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay with minor
modifications as described by Brand-Williams et al.”® A 0.1 mM solution of DPPH" in
ethanol was prepared. A volume of 0.1 mL of various concentrations of the PGJ and
yogurt methanolic extracts diluted in methanol was added to 2.9 mL of DPPH" solution.
The mixtures were well shaken in a Vortex (2,500 rpm) for 1 min and then placed in a
dark room. The decrease in absorbance at 517 nm was determined with a HP 8451
spectrophotometer after 1 h for all samples. Methanol was used to zero the
spectrophotometer. Absorbance of the radical without extract was used as control.
The amount of sample necessary to decrease the absorbance of DPPH" by 50% (ICs)
was calculated graphically. The inhibition percentage of the DPPH" was calculated from
the following equation: %l = [(Ac-As) / Ac] x 100. Where | = DPPH" inhibition %; Ac =
absorbance of control sample (t = 0 h); As = absorbance of a tested sample at the end
of the reaction (t =1 h).

The ferric reducing antioxidant power (FRAP) of PGJ, yogurts, and permeates
was determined by using the potassium ferricyanide-ferric chloride method.”® One mL
of the PGJ, yogurt, and permeate methanolic extracts of four different concentrations
(2.5,5.0, 7.5 and 10.0 g/100 mL) was added to 2.5 mL phosphate buffer (0.2 M, pH 6.6)
and 2.5 mL potassium ferricyanide (1%). The mixtures were incubated at 50 °C for 20

min, after which 2.5 mL trichloroacetic acid (10%) was added. An aliquot of the mixture
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(2.5 mL) was taken and mixed with 2.5 mL water and 0.5 mL 0.1% FeCls. The
absorbance at 700 nm was measured after allowing the solution to stand for 30 min.
The FRAP of a sample is estimated in terms of Trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC) in mmol Trolox/L. Each essay was carried out in triplicate.

Statistical analysis

Statistical analysis and comparison among means were carried out using the statistical
package SPSS 20.0 (IBM SPSS Statistics, Chicago, IL, USA). ANOVA test was used to
evaluate factors: sample type (pomegranate yogurts and permeates) and storage time
(days 1, 14, 28). Tukey’s pair wise comparisons test was used for means comparison

(95% confidence level). The whole experiment was independently run three times.

RESULTS AND DISCUSSION
Individual phenolic compounds content from pomegranate juice, yogurts, and
permeates

Pomegranate anthocyanins were characterised by comparison of their UV-Vis
spectra (Amax), retention times (Ry) and mass spectra (MS) before and after
fragmentation (MS/MS) with standards, if available, and published data. Figure 1
shows a typical UPLC chromatogram of pomegranate juice (A), pomegranate yogurt (B)
and yogurt permeate (C) anthocyanins recorded at 520 nm. The retention times, UV-
Vis and mass spectral characteristics as well as peak assignments for all compounds are
specified in Table 1.

The anthocyanin profiles of the pomegranate juice (PGJ) and pomegranate
yogurts (PGY) were similar; however, the amount of individual compounds differed. A

total of 7 anthocyanins were detected, 3 cyanidins and 2 delphinidins and 2
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pelargonidins. Each of these anthocyanins were associated by monoglucoside or
diglucoside. The anthocyanins revealed the typical mass spectrometric behavior in
ESI(+) experiments, i.e. they showed M" ions in the MS experiments and the sequential
loss of their saccharide moieties, releasing the aglycones in the MS/MS experiments

21,22

(Table 1). These results agreed quite well with recently published data. In

accordance with our results, previous analysis of juices produced from arils alone??*%*
reported that anthocyanins were identified as the most abundant phenolic
compounds; other phenolics including ellagic acid and punicalagins were also
present.24 Ellagic acid (EA) has exhibited both antioxidant® and anticarcinogenic26
properties together that it combines with proteins to form insoluble sediments.?’ EA
content was 21.17 mg/L in PGJ, 8.58 in PGY at 1°' day and 11.75 mg/L in PGY at 28"
day. Our findings for EA in PGJ were in the range detected by Mena et al.,”® (3.6 - 152.8
mg/L) and Gil et al., > (33.2 mg/L) and slightly higher than those reported by Qu et al.,**
(2.1 - 15.3 mg/L) in juices made solely from arils. Regarding punicalagins (a + 6)
content in PGJ was 46.35 mg/L, 31.90 mg/L in PGY at 1* day and 31.37 mg/L in PGY at
28" day of storage, being the content for all samples tested higher in the 8 anomer
(data not shown) which is typical of non-commercial juices.?® In this sense our results
are in accordance to those reported by Mena et al.,”® (a + 8, 2.0 - 44.1 mg/L) and
higher than the amounts reported by Gil et al.,* (22.8 mg/L) and Qu et al.,** (4.1 - 22.8
mg/L). Many authors attribute the high antioxidant capacity of pomegranate juice to

232 |n permeates EA remained stable

hydrolysable tannins including punicalagins.
showing values of 9.95 mg/L at the 1°' day of storage and 10.87 mg/L at the 28t day of

the storage meaning that EA did not bind to milk proteins. However, no punicalagin

content was detected in yogurt permeates indicating a high affinity to milk proteins.
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Hence, only EA remained in free form in yogurt. The increase of EA during 28™ days of
storage PGY and permeate is the result of the transformation of ellagitannins to ellagic
acid. Ellagic acid are transformed by human gut bacteria to the dibenzopyranone type
urolithins that are much better absorbed because of the higher lipophilicity of the
resulting components compared to intact form of punicalagins and ellagitannins.*
Table 2 shows the content of anthocyanins previously identified in
pomegranate juice, yogurts and permeates. Anthocyanins have been associated with
prevention of cardiovascular disease, obesity, and diabetes® and they are phenolic
compounds responsible for pomegranate juice color. In contrast to the other phenolic
compounds identified, PGJ was extremely rich in anthocyanins (641.48 mg/L). Similar
to our data, Fischer et aI.,21 reported an anthocyanin content of 558 mg/L in a
handmade juice from arils. Cyanidin-3-O-glucoside was the predominant anthocyanin

32,33
In

in juice; that predominance is characteristic for ‘Mollar de Elche’ varieties.
yogurts the relative quantitative distribution of the individual anthocyanins was slightly
different from PGJ. In yogurt samples the predominant anthocyanin was cyanidin-3,5-
O-glucoside followed by cyanidin-3-O-glucoside at all days analysed. In other PGJ
fermentation processes it has been studied losses up to 61% in the anthocyanin
content, mainly occurred during the initial fermentation. The structure influenced the
stability in the way that monoglucosides were less stable than diglucosides.*? In the
present study both cyanidin-3-O-glucoside and pelargonidin-3-O-glucoside were the
most affected anthocyanins in the fermentation process whereas cyanidin-3,5-O-
diglucoside was the most stable one. A similar trend has also been displayed in the

pomegranate winemaking process described by Mena et al.?? Additionally the yoghurt

polymer network and gel matrix might have protected the polyphenols to some

14

ACS Paragon Plus Environment

Page 14 of 37



Page 15 of 37

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

Journal of Agricultural and Food Chemistry

extent, through reducing the oxidation rates of these sensitive components.** During
the storage period significant losses in the individual anthocyanin content were
observed especially at the end of the storage (Figure 2). Degradation of anthocyanins
has been widely studied and it is well known that most anthocyanin follow a first-order

reaction kinetics®*>’

and even bacterial culture could affect the anthocyanin content
during storage probably associated with the production of antimicrobial compounds by
the starter culture.®® Results from permeates revealed that most of the anthocyanins
remained bound to milk proteins; cyanidin-3,5-O-diglucoside, the main anthocyanin
present in the yogurts, was not detected in the permeate, neither delphinidin-3-O-
glucoside and cyanidin-pentoside did it. Delphinidin-3,5-O-diglucoside was found to be
the most stable anthocyanin and showed the lowest interaction rate with milk
proteins. The 84.73% of total anthocyanins remained bound to proteins at 1st day of
storage and 90.06% after 28 days of cold storage. Indeed, retentates (proteic phase)
had a more pronounced reddish color than their corresponding permeates. That could
be explained due to the monoglucosides of flavonoids showed stronger binding
affinities with milk proteins than their polyglucoside forms.>® It has been demonstrated
that antioxidant activity of polyphenols decreases as interactions of milk proteins-
polyphenol complexes increase.* As far as we know no previous studies have been
conducted on the extent of interaction between individual anthocyanins and milk
proteins so results from this study would provide a first overview about the degree of
the interaction anthocyanin-milk protein giving knowledge about which anthocyanins
are available to exert the beneficial action. On the other hand, the interactions

7,8,40
d

between other flavonoids such as tea catechins have widely studie and moreover

the effect of such interaction on antioxidant activity.41 Arts et al.** found that the
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antioxidant activity of tea components was masked due to the addition of proteins, i.e.
assessing separately the antioxidant activity of flavonoid and protein yields higher
values than the antioxidant activity of the mixture tea-milk. Additionally they proved
that masking not only depends on the type of protein but also on the type of flavonoid;
proteins which contains more proline groups and flavonoids such as epigallocatechin
gallate (EGCG) and epicatechin gallate in green tea and gallic acid in black tea are
responsible of the masking. However, the interaction protein-polyphenol could be
both reversible and irreversible depending on pH, temperature, and protein and
flavonoid concentration.*? Nevertheless, new findings have pointed out to a protective
role of milk as a carrier of bioactive molecules such as flavonoids arguing that binding
of flavonoids such as EGCG to the casein micelles did not affect the bioefficacy of
EGCG.”
Total phenol content, total flavonoid content and total anthocyanin content

Figure 3 shows total phenol content (TPC), total flavonoid content (TFC) and
total anthocyanin content (TAC) of pomegranate juice, pomegranate yogurts,
pomegranate yogurt permeates, and control yogurts. As expected, among the assayed
samples the higher phenolic content was observed in the PGJ (707.25 mg GAE/L). We
found lower phenolic substances than did previous reports’®® for the same
pomegranate cultivar group. Both aril composition and differing textural properties of
fruit tissues may influence the transfer of phenolic compounds into the juices upon
processing.’* PGY contained 40% of juice and presented 241.44 mg GAE/L of total
phenolic substances, which means an 85.35% of the theoretically expected. On the
first day of storage the TPC in JY permeates was 111.92 mg GAE/L which means that

nearly 54% of the total phenolic substances remained in the proteic phase interacting
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with milk proteins. At the end of the storage period this percentage decreased
(40.50%) being the TPC in PGY and yogurt permeates 142.60 mg GAE/L and 111.92 mg
GAE/L, respectively. PGY exhibited the most remarkable decrease (40.94%) in phenolic
concentration (p<0.05) during the storage period followed by yogurt permeates
(24.19%), being CY the most stable (4.32%) sample. Other studies showed the same
tendency in phenolic content reducing in enriched yogurts with phenolic compounds
stored during 14 days'* and 7 days**. The stability of pigments and phenolics in yogurts

is affected by storage temperature, pH, phenolic content, fat®®*

and the type of
bacterial culture used.38Taking into account the TFC in the juice (75.50 mg RE/100 g)
the observed in JY was higher than expected (34.13 mg RE/100 g). Permeates retained
the 65.78% and 90% of the flavonoids on the 1st day and 28th day, respectively. So we
have estimated by colorimetric methods that flavonoids have less affinity to proteins
than other phenolic compounds. Interestingly, although yogurt is not being considered
as a significant source of phenolic compounds® CY presented 39.08 mg GAE/L and 3.78
mg RE/100 g on the 1st day of storage for TPC and TFC. During the storage period TFC
decreased 39.93%, 17.82% and 23.28% in PGY, yogurt permeates and CY, respectively
(Figure 3) although such decrease was only statistically significant for PGY. The
phenolic and flavonoid contents can be used as important indicators of antioxidant
capacity in the screening of natural sources of antioxidants.*’

PGJ presented a total anthocyanin content of 126.04 mg cyanidin-3-glucoside
equivalents/L. Quantitatively, our results are higher than those reported by Elfalleh et
al.,** (39.19 mg CGE/L) and Ozgen et al.,*’ (60.0 mg CGE/L) as analysed by the same

method, but lower than our own LC-MS results an those of by Gil et al.,”* (306.0 mg/L)

as assessed by chromatographic method. Chromatographic methods and results are
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considered more accurate than colorimetric methods given their limitations and
expression under an individual representative compound. However colorimetric
methods may be still of interest where more sophisticated chromatographic methods
are not available.

Due to naturally neither milk nor control yogurts do not provide anthocyanins,
we found that such content was relatively high in PGY during the storage period (56.91
and 57.60 mg cyanidin-3-glucoside equivalents/L at 1st and 28th day, respectively).
Anthocyanin concentrations of PGY as assessed by colorimetric methods were not
affected (p>0.05) by storage time which is not correlated with the previous HPLC
results. But these results were in accordance with those obtained from color
determinations in yogurt (Table 3). During the storage period the recorded a* and b*
values showed significant variations; redness (a*) increased and yellowness (b*)
decreased meaning that the reddish color was reinforced. Although not statistically,
lightness (L*) decreased during storage also a clear sign of pigment stabilization. This
stabilization could be due to intermolecular/intramolecular, copigmentation, and self-
association reactions.* Furthermore, Jing and Giusti*® found that anthocyanins were
more stable in milk matrices than in a phosphate buffer solution used as control. In the
study carried out by Srivastava et al.,*® a relatively superior content of malvidin
glucosides was observed in a stored blueberry extract. In yogurt permeates non
anthocyanin content was detected by colorimetric quantitative methods.
Antioxidant activity in pomegranate juice, yogurts and permeates

In this study the in vitro antioxidant activity (AA) of pomegranate juice and
yogurts and permeates during 28 days of storage was measured by two different

analytical methods: DPPH" and FRAP (results shown in Table 4a). The free radical
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scavenging activity of the samples were reported as the amount of the juice, yogurt or
permeate (g/100 mL) required to scavenge 50% of DPPH" (ICsg), and the lower ICsg
values the higher the antioxidant power. PGY displayed the highest AA in comparison
to the other samples. PGJ showed a poor free radical scavenging activity by DPPHe
method, similar to the reported in a previous own study, 7.47.'° Considering the
results obtained for CY it is possible that a synergistic action is taken place when the
pomegranate yogurt is produced. Indeed we analyzed the unfermented mix of milk
and PGJ (data not presented) resulting in a ICsq value of 4.72. During the storage time
enriched yogurts slightly increased the radical scavenging activity, and the same
pattern was found in the study carried out by Jiménez et al.*’” Nonetheless, at the end
of the storage TPC and TFC decreased significantly (Figure 3) being anthocyanins (TAC)
the phenolic compound which remained stable. Hence, is it possible that the radical
scavenging activity of the PGY could be done by the anthocyanins. Oppositely, studies
carried out in yogurts fortified in phenolic extracts showed a tendency in decreasing
the AA during the storage period.*

According to the FRAP values, a concentration-dependent ferric reducing
capacity was found for all the samples analyzed. PGJ showed by far the highest
(p<0.05) ferric reducing capacity in terms of Trolox concentrations. In juice FRAP was
strongly correlated with TPC and TAC (Table 5). In PGY at day 1 of storage results from
FRAP assay corresponded to nearly 40% of those of PGJ, so due to the low AA of CY
detected by this method the AA of PGY was done by PGJ. In Table 4b we could easily
intuit how different behave the same potentially antioxidant sample in the face of
different antioxidant methods. Only the ferric reducing capacity was affected (p<0.05)

by the storage time in PGY. At the end of the storage no difference were found
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between PGY and permeates. Furthermore, the AA in CY was correlated with TPC
(Table 5).

A point worth mentioning is the poor correlation between phenolic compounds
and antioxidant activity in PGY in comparison to juice and permeates (Table 5).
Permeates and juices are free of proteins so phenolics are mainly in free form.
However yogurt is a complex matrix where several interactions could occur so it is not
clear whether the antioxidant capacity of the PGY is given by phenolics alone or by a
multifactorial cause. This fact may mean that other components naturally present in
PGJ, such as ascorbic acid or vitamin E, need to be investigated for their contribution
to the AA."?
In conclusion, yogurts enriched in pomegrante juice are especially rich in anthocyanins,
also other phenolic compounds such ellagic acid and punicalagins are also present at
significant levels. Fermentation process affects the anthocyanin profile; the content in
cyanidin-3-0O-glucoside, the main anthocyanin present in the juice, is significantly
reduced whereas cyanidin-3,5-O-diglucoside remains much more stable pointing out
that structure (mono or diglucoside form) affects the anthocyanin stability. During the
storage period the individual anthocyanin content is diminished which is not detected
in color measurements of yogurt. Results from permeates reveal that the interaction
of phenolic compounds with milk proteins occurs at different level depending on the
type of phenolic: ellagic acid and delphinidin-3,5-O-diglucoside show the lowest
affinity to bind proteins.
Considerable variation in antioxidant activity is observed depending on the antioxidant
assay. Pomegranate juice shows the strongest ferric reducing capacity whereas

pomegranate yogurts display the highest radical scavenging activity. The presence of
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PGJ in yogurt enhanced radical scavenging performance, whereas all the observed
ferric reducing power ability of PGY was strictly due to the PGJ present. Pomegranate
yogurt can be considered a good antioxidant dairy product, and also during the storage
period in terms of scavenging activity. Permeates in general had a poor antioxidant
activity. The interaction of PG phenolics with milk proteins does not affect the

antioxidant activity of yogurts.

Abbreviations Used

PG, pomegranate; PGJ, pomegranate juice; PGY, pomegranate yogurt; CY, control
yogurt; HPLC, high performance liquid chromatography; L*, lightness; a*, redness; b*,
yellowness; TPC, total phenol content; TFC, total flavonoid content; TAC, total
anthocyanin content; AA, antioxidant activity; DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl;

FRAP, ferric reducing antioxidant power.
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Figure captions
Figure 1. Chromatograms of anthocyanins in A) pomegranate juice, B) pomegranate

juice yogurt, C) permeate from pomegranate yogurt at 520 nm

Figure 2. Chromatograms of anthocyanins in pomegranate yogurts after 1 (A), 14 (B)

and 28 (C) days of cold storage

Figure 3. Total phenol content (TPC; mg GAE/L), total flavonoid content (TFC; mg
RE/100 g) and total anthocyanin content (TAC; mg cyanidin-3-glucoside/L) of

pomegranate juice and yogurts and permeates over 28 days of storage at 4 °C
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Tables

Table 1. LC/MS Analysis of Anthocyanin Compounds in Pomegranate Juices and

Pomegranate Yogurt

Peak Compound Rt Amax [M+H]" MS/MS
(min)  (nm) (m/z)  (m/z)

1 Delphinidin-3,5-0- 5.70 277;519 627 465/303/186
diglucoside

2 Cyanidin-3,5-O-diglucoside 6.82 277; 513 611 449/287/186

3 Delphinidin-3-O-glucoside  7.25 277;522 465 303/186

4 Pelargonidin-3,5-O- 7.99 274; 499 595 433/274/303/186
diglucoside

5 Cyanidin-3-O-glucoside 8.49 280; 516 449 287

6 Pelargonidin-3-O-glucoside 9.77 274; 503 433 271

7 Cyanidin-pentoside 10.80 277;513 419 287
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Table 3. Color Characteristics of Yogurts during 28 Days of Cold Storage®.

Type of yogurt L* a* b*

Control 84.61+1.16" -2.7340.06° 5.2740.17°
PGY d1 66.65+0.41° 5.61+0.10° 4.9340.11°
PGY d14 65.95+0.05° 5.78+0.02° 4.83+0.05*"
PGY d28 65.2440.52° 6.26+0.04° 4.5610.04°

“Values expressed as means of triplicate + standard error. Significant differences between values in the
same column are indicated by different small letters (p<0.05) according to Tukey’s multiple range test.
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Table 5. Correlation Matrix between Antioxidant Capacity Methods and Total Phenol
Content (TPC), Total Flavonoid Content (TFC), and Total Anthocyanin Content (TAC) in

Pomegranate Juice, Pomegranate Yogurts, Protein Free Permeates and in Control

Yogurtsd
TPC TFC TAC
PGJ? DPPHe 0.98 0.10 1
FRAP 0.99 0.45 0.92
PGY’ DPPHe 0.64 0.88 0.24
FRAP 0.89 0.77 0.72
PGY permeates DPPHe 0.90 0.99
FRAP 0.99 0.98
cY* DPPHe 0.57 0.01
FRAP 0.84 0.42

°PGJ, pomegranate juice. "PGY, pomegranate yogurt. “CY, control yogurt.
“The r value of the correlation is given. All correlations were significant at p<0.05.
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Figure graphics

Figure 1
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Figure 2
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Food Ingredients as Anti-Obesity
Agents: A Review
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J. A. PEREZ-ALVAREZ, *and E. SENDRA!

1IPOA Research Group (UMH-1 and REVI\Generalitat Valenciana), Departamento de Tecrialégroalimentaria,
Universidad Miguel Herandez, Ctra. de Beniel km 3.2, 03312, Orihuela, (Alicante), Spain

2BTSA (Biotecnolodas Aplicadas S.A.), c/Arroba 4. Parque teémpto. Alcak de Henares (Madrid), Spain

Overweight and obesity have a major impact on global health; their prevalence has rapidly increased in all industrialized
countries in the past few decades and diabetes and hypertension are their direct consequences. Pharmacotherapy provides
reinforcement for obesity treatment, but should be an adjunctive support to diet, exercise, and lifestyle modification. At
present, only orlistat and sibutramine have been approved by the US Food and Drug Administration for long-term use,
but sibutramine was withdrawn for sale by the European Medicines Agency. The development of functional foods for
the prevention and/or treatment of obesity suppose an opportunity for the food market and involve the knowledge of the
mechanisms of appetite and energy expenditure as well as the metabolic sensation of satiety. Strategies for weight control
management affect gut hormones as potential targets for the appetite metabolic regulation, stimulation of energy expenditure
(thermogenesis), and modifications in the metabolic activity of the gut microbiota. Functional foods for obesity may also
include bioactive fatty acids, phenolic compounds, soybean, plant sterols, dietary calcium, and dietary fiber. This review
intends to offer an overview of the present situation of the anti-obesity agents currently used in dietary therapy as well as
some functional food ingredients with potentially anti-obesity effects.

Keywords Obesity, pharmacology, fatty acids, phenolics, calcium, fiber

INTRODUCTION apnea (Sherwood and Story, 2003). Bacher et al. (2009) re-
viewed the main contributors to outcome, and visceral obesity
Obesity is one of the major health problems worldwide, arid an individual risk factor for myocardial infarction and ab-
it is a risk factor for several chronic disorders. Table 1 show®minal fat accumulation alone increases cardiovascular risk so
the prevalence of obesity in several world regions. The Worvgaist circumference, a surrogate marker for abdominal fat, may
Health Organization (WHO) defines overweight and obesity @gedict the development of those risks.
abnormal or excessive fat accumulation that presents a risk toA number of new epidemiological studies carried out in the
health. The body mass index (BMI) is the most commonly usé¢hited States demonstrate that the incidence of obesity is begin-
measure of obesity and is calculated from a person’s height andg to plateau. However, the prevalence of overweight among
weight (BMI = kg m~2). For adults, overweight is currently de-children and the rate of severe obesity in adults continue to
fined as a BMI between 25 and 29.9 kg#and obesity as aBMI grow, suggesting that hereafter there will be an increasing load
equal to or greater than 30 kg¥(normal BMI = 20-25 kg of obesity-related ilinesses (Bessesen, 2008). One billion adults
m~?) (WHO, 1998). Nevertheless, BMI independently does nare overweight and more than 300 million are obese. At least
provide information on body fat or body distribution. The risk&.6 million people each year die as a result of being overweight
associated with obesity are hypertension, dyslipidemia, typedpobese. Globally, over 42 million children under five years of
diabetes, cardiovascular diseases (CVD), and obstructive slegp are overweight; childhood obesity is one of the most serious
public health challenges of the 21st century (WHO, 2010). In
Spain, prevalence rates in school-aged population doubled in
» the past 15 years. In adults, prevalence is higher among women,
Addr i ;
and REVIV. GeneraliatValenciana). Depariamento i Tecraisgroamen- - Partioularly older than 40 years, and among those in lower so-
taria, Universidad Miguel Heandez, Ctra. de Beniel km 3.2, 03312, OrihuelaClO€CONOMIC and educational environments (Quiles-lzquierdo
(Alicante), Spain. E-mail: esther.sendra@umh.es et al., 2008). Obesity may contribute to as high as 18,000 deaths
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Table 1 Prevalence of overweight and obesity in WHO regions, 2004 Reducti®). However, sibutramine’s marketing authorizations
were suspended by the European Medicines Agency (EMEA)
in January 2010 due to concerns on heart problems (Hsu et al.,

Prevalence meastire

| Overweightand OBESE "~ 5010). Rimonabant (Acomplf) was approved by the EMEA
Mean BMI obesity (BMI>25) (BMI > 30) . April 2006 but officiall ithd in October 2008 b
Region (kg m?) %) %) in Apri ut officially withdrawn in October ecause

of its psychiatric side effects (EMEA, 2008).

World 245 42 12 Orlistat is a reversible gastrointestinal lipase inhibitor which
Africa 23.0 30 6 . ; . .
Europe 26.9 65 24 pre_ven_ts a_bsorptlon of o_hetary fat (apprgxmately 30%) _by in-
The Americas 27.9 70 33 activating its hydrolyzation, thus reducing the calorie intake
Eastern Mediterranean 25.2 48 18 (Li and Cheung, 2009). Orlistat has been studied in several ran-
South-East Asia 22.1 22 2 domized controlled trials. Padwal et al. (2003) has pooled results
Western Pacific 234 31 3 from double-blind randomized controlled long-term studies and
3For person aged 30 years. showed that all 11 orlistat prospective trials identified showed
PBMI = body mass index is defined as weight (kg) divided by height (ngreater reduction in body weight than placebo-treated patients.
squared. Adapted from WHO, 2009. Patients treated with orlistat presented a 2.7 kg weight loss after

1-year duration. A meta-analysis estimated a reduction in body
a year in Spain, being responsible for 5.5% of overall mortaliweight of 2.59 kg after 6 months and 2.89 kg after 12 months,
(Banegas et al., 2003). _ ~andthe mostweight loss occurs within the first 6 months of treat-
Complex interactions among neuroanatomical, genetic, §fent (Li et al., 2005). Side effects of orlistat are thus related
docrinological, pathophysiological, nutritional, physical, psyp the blockade of triglyceride (TG) digestion in the intestine
chological, and social-environmental factors are the reasongyfcause of orlistat is not absorbed to any significant degree from
energy balance in humans (Isidro and Cordido, 2010). The bggt gastrointestinal tract (Bray and Greenway, 2007).
opportunity to address the epidemic of obesity is to understandsipytramine is a centrally-acting serotonin and noradrenaline
the underlying mechanisms of appetite control (Vincent and jgyptake inhibitor that decreases food intake by enhancing sati-
Roux, 2007), applying this knowledge to help develop fungsy (Heal et al., 1998; Halford et al., 2010). Sibutramine also
tional ingredients that can promote more substantial weiggimulates thermogenesis; although this secondary action plays
loss seems to be a promising concept to combat obesitygnsmall part in weight loss (Lean, 2001). In a meta-analysis
future. carried out by Arterburn et al. (2004) obese and overweight
In this study, we critically review the present situation of thBatients lost 4.45 kg on average after 12 months sibutramine
anti-obesity agents currently used in dietary therapy as well @gatment. In the STORM (Sibutramine Trial of Obesity Re-
some functional food ingredients with potentially anti-obesityction and Maintence) study, obese patients who were taking
effects. 10 mg sibutramine with low calorie diet achieved 10% weight
loss in the 6-month weight-loss phase but the group that did
not continue with the sibutramine treatment appeared to regain
PHARMACOTHERAPY TREATMENT FOR OBESITY weight in the following 18 months (James et al., 2000). Treat-
ment with sibutramine in some patients, as a consequence of
Originally, mainly drugs that have inserted the market fats peripheral mode of action, may result in small increases in
obesity treatment were developed to treat psychiatric diseabésod pressure and heart rate (Padwal and Majumdar, 2007).
(Adan et al., 2008). Treatments were initially target on immedEzernichow et al. (2010) conducted a meta-analysis in over-
ate and relatively rapid weight reduction based around centraligight adolescents of the efficacy of orlistat and sibutramine.
acting amphetamine derived compounds; as a result, addictidhey reviewed a total of eight randomized trials (three orlistat
myocardial infarction, and stroke were the main side effecisd five sibutramine). Overall, these drugs were associated with
(Bacher et al., 2009). In 1990s, concerns were raised about shem reduction in waist circumference and 5.25 kg weight loss
safety of two of these widely used weight management drugster at least six months of therapy compared with placebo, and
namely fen-phen (mixture of fenfluramine and phenterminap relevant cardiovascular side effects were detected.
because of their association with valvulopathy (Connolly et al., Rimonabant, the first cannabinoid type 1 (Beceptor
1997). As a result, the manufacturer agreed to withdraw théocker, is a potent CBselective ligand, with 1000-fold greater
treatment from the market. affinity for the CB, receptor than the CBreceptor (Padwal
Progress in the pharmaceutical industry have resulted frand Majumdar, 2007). The endocannabinoid system plays an
the recognition of the need for long-term drug treatment famportant role in the physiological regulation of fo