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Resumen

Los antioxidantes son sustancias naturales fabricadas por el ser humano que pueden retrasar o
prevenir dafios en las células. En gran medida, la calidad de la leche se basa en el contenido de
antioxidantes que la protegen mediante la reducciébn de la oxidacién, compuestos como
carotenoides, fendlicos y péptidos bioactivos. La basqueda de antioxidantes ha sido de gran interés para la
investigacién dado que interrumpen muchas reacciones, una de ellas es el proceso de oxidacién por
via radicalaria de lipidos, proteinas ADN y enzimas. EL presente trabajo de investigacion tuvo
como objetivo comparar diferentes marcas comerciales de yogurt griego en términos de actividad
antioxidante, por medio de la técnica espectrofotométrica con el radical DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl), asi como evaluar la calidad del yogur griego realizando pruebas como: adicién de
almidones (prueba de yodo), acidez titulable, pH, proteina por titulacién con Formol de Walker y prueba de
pasteurizacion (fosfatasa alcalina).

Palabras clave: Antioxidante; yogurt griego; pruebas de calidad; actividad antioxidante.

Introduccion

En la actualidad, el consumo de yogurt ha incrementado dia a dia en el mundo, esto se debe a las
propiedades nutricionales que posee; ademas de contener proteinas, calcio y bacterias benéficas, también
es conocido que el yogurt es digerido mas facilmente y mejor que la leche. Por otro lado, la poblacion
consumidora, “mercado de la salud”, origina un gran impacto, esto se debe a que cada dia a nivel mundial
esta poblacién crece; por lo cual, es mas conveniente que los alimentos con antioxidantes o
considerados también alimentos funcionales, que pueden ser productos de origen animal o vegetal, los
cuales forman parte de una dieta diaria, al mismo tiempo aporten nutrientes, fibra, vitaminas y minerales
con el fin de hacerlos mas nutritivos.

Para el Codex Alimentarius, el yogurt es un producto de la leche (comiUnmente de vaca) fermentada por
accibn de bacterias acido lacticas como el Streptoccoccus thermophillus y Lactobacillus bulgaricus,
teniendo cuidado del tiempo y la temperatura a las que se produce la fermentacion. Ademas, la FAO y la
UNESCO consideran al yogurt un alimento imprescindible en la nutricion humana, esencialmente en
los infantes y las personas de edad avanzada (Codex Alimentarius, 2009).

El yogurt griego se considera un producto intermedio entre la leche fermentada y los quesos
frescos, ya que la desorcion de la cuajada después de la fermentacibn da como resultado un
producto concentrado (Nsabimana et al.,, 2005).

Segln Rebollar-Estrada (2017), en un estudio realizado para cuatro marcas comerciales de yogurt natural,

los valores para sélidos totales se encuentran en un rango del 10 al 16%, y una muestra con valor
relativamente alto del 22%, un contenido de grasa del 1.1-3.23%, 4.4-4.86% de proteina

pag. 1



0Oo0oO0OO0OO0OO0CO0OO0ODO0OO0COODOOOOOOOOODO

XXV \. Volumen 10
S XXVI Verano de la Ciencia
de ISSN 2395-9797

la

Universidad de Guanajuato

www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

total, cenizas totales se encuentran en un rango del 0.58-1.02% (en el caso del valor mas bajo y alto,
respectivamente) y un rango de pH de 4.1-4.98. La acidez de un yogurt natural debe oscilar entre 0.8-1.8%
de acido lactico (Martinez - Rivas, 2016), mientras que el yogurt griego, en promedio, contiene
entre 20.5-24.6% de sélidos totales, 6.4-10.7% de grasa total, 8.2-10.4% de proteina total, 1.1-1.3% de
minerales y un rango de pH de 3.67-4.05, teniendo en promedio: 2 a 3 veces mas contenido de grasas y
proteinas, un 50% mas de minerales y un mayor ndmero de microorganismos viables en comparacién
con los yogures tradicionales.

Este tiene una excelente cremosidad, con poca sinéresis, una ligera acidez alrededor de 1.8-2.0% y baja
concentraciéon de lactosa (alrededor de 6%) (Nsabimana et al, 2005). Esto vuelve al yogurt griego un
producto que, a comparacion de algunas marcas comerciales de yogurt natural en México, tiene un valor
nutricional mas alto.

De acuerdo con Castafieda et al. (2008), una gran cantidad de alimentos liquidos pasteurizados basados en
bebidas de frutas y leche han surgido como productos innovadores que marcan una nueva tendencia en el
mercado y han experimentado un rapido crecimiento en los dltimos afos. Varias investigaciones
relacionadas con los alimentos funcionales se han centrado en el estudio de sus propiedades
antioxidantes. Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir el dafio oxidativo de los
lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos por especies reactivas del oxigeno, las cuales se generan por
causas ambientales o por la ingesta de alglin contaminante. Entre esas moléculas que remueven los
radicales libres se encuentran los alimentos con vitamina C, los compuestos fendlicos (flavonoides y
antocianinas) y carotenoides (el 3 -caroteno, fuente de vitamina A).

Los antioxidantes que pueden llegar a tener el yogurt griego son:

e Lavitamina Ay C, estas sirven para prevenir la oxidacion lipidica. Aportan electrones a los radicales
libres para neutralizarlos.

e El Zinc, interviene en reacciones enzimaticas y su déficit aumenta la produccién de
especies oxidadas y de estrés oxidativo.

e Los Flavonoides, actdan neutralizando radicales libres como agentes quelantes de metales
prooxidantes, como es el caso del hierro y del cobre.

e Algunos péptidos antioxidantes derivados de la leche, los cuales se componen de cinco a once
aminoacidos hidré6fobos que incluyen proling, histiding, tirosina o triptéfano en secuencia y
que, ademas, se encuentran distribuidos ampliamente entre las caseinas; pueden funcionar
eliminando o previniendo la formacion de radicales libres, inhibiendo la oxidacién enzimaticay no
enzimatica (Mohanty et al., 2016).

LAS Cataquina
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Figura 1. Vitaminas y estructuras de flavonoides. Imagenes tomadas de Yuka, ALB Technology & Rodriguez et al. (2017).
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Figura 2. Péptidos bioactivos derivados de la hidrdlisis de las proteinas de la leche. Imagen tomada de Carvajal-Rondanelli (2017).

Ademas, el yogurt derivado de la leche de vaca es apreciado como un alimento funcional dado su aporte
de propiedades antioxidantes (flavonoides y acidos fenélicos) y de miltiples beneficios y los cuales son
fortalecer nuestro sistema de defensa, regular la acidez del estdbmago y estabilizar la flora intestinal. EL
objetivo del presente trabsjo fue evaluar la actividad antioxidante y realizar pruebas de calidad de
diferentes marcas comerciales en productos de yogurt griego.

Materiales y Métodos

El estudio experimental se realizd en las instalaciones de la Universidad de Guanajuato, Campus
Irapuato-Salamanca, Division de Ciencias de la Vida, Departamento de Alimentos, en el Laboratorio de
analisis de alimentos. Para este estudio se usaron muestras de 6 diferentes marcas comerciales de yogurt

griego.
Andlisis de calidad
Evaluacion de adicién de almidones.

Este analisis se realizd de manera cualitativa, utilizando la metodologia de la NMX-F-374-1983.
Primero, se tomaron 3 mL de cada muestra (diferentes marcas), posteriormente se pasaron a un tubo de
ensaye para calentar hasta el punto de ebullicion por medio de bafio maria, se dejaron enfriar
a temperatura ambiente (25°C), para afiadir tres gotas de yodo lugol, se observa la coloracién y se hace la
determinacion. Si existe un vire de color azul, se considera positiva la prueba; si el color se conserva del
amarillo al café se considera negativa para la presencia de almidones en la muestra analizada.

Evaluacion de la proteina.

Se determind mediante el Método volumétrico de titulacibn con Formol de Walker, empelado por
Hernandez et al. (1992), para el cual se realizé por duplicado. Posteriormente, se transfirieron 9 mL para
cada muestra a un vaso de precipitado, se adiciond 1 mlL de solucién alcohélica de fenolftaleina al
1%. Se coloc6 la solucidon de NaOH 0.1 N en una bureta de 25 ml aforando a 0 y se fueron adicionando
gotas a cada muestra hasta que aparecié el primer color rosado permanente; posteriormente, se
agregaron 2 ml de solucién de formaldehido al 40%, se tituld nuevamente cada una de las muestras
hasta que apareci6 el primer color rosado. Se midieron los mlL de NaOH gastados. Los cdlculos para
la determinacién de proteina total y caseina se realizaron con la ecuacién 1y 2 respectivamente.

Ecuacion 1. %Proteina total = (ml gastados de NaOH de la segunda titulacion x 2)

Ecuacién 2. % Caseina = (ml gastados de NaOH de la segunda titulacién x 1.63)

pag. 3



0Oo0oO0OO0OO0OO0CO0OO0ODO0OO0COODOOOOOOOOODO

XV \. ' Volumen 10
> XXVI Verano de la Ciencia
de ISSN 2395-9797

la

Universidad de Guanajuato

www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

Determinacion de la pasteurizacién del alimento (fosfatasa alcaling).

La determinacién de la fosfatasa alcalina se realizd por medio del kit fosfatasa alcalina ALP-LP (Spinreact),
previamente a la determinacién, se hicieron diluciones por duplicado por cada una de las marcas, las cuales
fueron diluciones 2:1 (3g muestra; 6ml agua destilada); posterior a ello, se agitaron vigorosamente cada
uno de los tubos de ensaye, y se dejaron en agua a 25 °C. Después, se tomaron 20uL de cada una de las
muestras diluidas colocandolas en un tubo sobre la gradilla, donde a cada una de ellas se le agregd 900uL
de agua HPLC. Al instante se agregaron 300uL de reactivo RT, dejandolo reposar por 1 minuto,
posteriormente se realizé la medicién por medio de un espectrofotdmetro Thermo Scientific Genesys 10S
UV-VIS, depositando la muestra en cubetas de cristal a una la absorbancia de 405nm y posteriormente
tomamos mediciones cada minuto (3 minutos) por cada muestra. Los célculos se realizaron por medio de la
ecuacién 3.

Ecuacion 3. Mvhi n x 3300 = U/L de FAL
Andlisis fisicoquimicos
Determinacion del pH.

Para determinar el pH de cada una de las marcas de yogurt, se siguié el método potenciométrico (AOAC
981.12 1998). Donde el pH de cada una de las muestras (marca) se determiné por triplicado, utilizando un
potenciémetro de membrana (HANNA H| 98127).

Evaluacion de acidez titulable

Para la acidez titulable se realizé el método en base a la NOM-155-SCFI-2012, se analizaron cada muestra
por triplicado; se tomaron 10mLl por cada muestra y 20ml de agua destilada con dos gotas de fenolftaleina
y, posteriormente, se tituld con NaOH 0.IN. El calculo de la acidez titulable se realizard mediante la
ecuacion 4.

Ecuacién 4. Aailez (g/L) = [(V) (N) (90)]/M

Donde:

V = Mililitros de solucion de NaOH 0.1N, gastados en la titulacion.
N = Normalidad de la disolucién de NaOH.

M = Volumen de la muestra en mL.

90 = Equivalente del acido lactico.

Preparacion de los filtrados.

Para la preparacién de los filtrados, se realizé por duplicado para cada una de las muestras, las cuales se
trataron segln lo descrito por Donkor et al. (2007); se tomaron 5 mL de cada una de las muestras y se
mezclaron con 10 mL de acido tricloroacético al 0.75%, pasandose la mezcla a través de papel filtro
(Whatman no. 1 de 150 mm), se obtuvieron los filtrados de yogurt, mismos que se congelaron (-20 °C)
hasta su analisis.

Actividad antioxidante

Para el analisis de actividad antioxidante, se evalué por medio de la técnica espectrofotométrica descrita
por Pritchard et al. (2010), la cual determina actividades antioxidantes con el radical DPPH (1, 1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) en presencia de una sustancia antioxidante (en este caso el contenido de los
FB), midiendo el potencial de inactivacién de dicho radical en medio acuoso. Para lo cual, se partié de
una concentracion inicial del radical libre a 0.1 mM DPPH en etanol, diluyendo respectivamente 1000 y
750 pL mas 500 pL de los filtrados ajustando a un volumen de 2mL con
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agua grado HPLC, lo cual generara dos concentraciones finales del radical (0.05 mM y 0.0375 mM). Se usd
como control la absorbancia del reactivo (DPPH 0.1 mM). Posteriormente, las muestras se sometieron a
centrifugacién a 9470 g por 2 min, con una centrifuga Spectrafuge 16 M, Labnet, USA y se midié la
absorbancia a 517 nm con un espectrofotdmetro Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS. Los porcentajes
de inhibicién seradn calculados por la ecuacién 5.

Ecuacién 5. % Inhibicion = (A control ~ A extracto)/(A control X 100)

Resultados y Discusion

Almiddn (Prueba de Yodo)

Como se muestran los resultados de la prueba de almidén en la tabla 1, de las muestras analizadas se
observd que una de ellas dio positivo para esta prueba, el resto de las muestras no tuvieron ninguna
coloracion al afiadir el Lugol, por lo que puede suponer que la muestra (6) es un producto analogo, o
bien al menos tiene almidones afiadidos, es decir, un sustituto de yogurt, una caracteristica
principal para saber si un producto puede ser analogo o contiene almidén es porque son muy Viscosos 0
Cremosos.

Tabla 1. Determinacién de la adicidn de almidones por la técnica de adicion de yodo.

Muestra Resultados de prueba de Yodo
(1 Negativo
Q) Negativo
@) Negativo
4) Positivo
(5) Negativo
(6) Negativo

Resultados de la prueba de yodo para la determinacion de la adicién de almidones (productos andlogos) en yogurt griego.
Proteina

Al afadir el formaldehido a la muestra previamente neutralizada con hidréxido de sodio, el formol de
Walker se une a los grupos amino, dejando libre los grupos carboxilo, lo cuales se pueden valorar
volumétricamente. EL método del formaldehido para la determinacion de proteina tiene una
reproducibilidad menor en comparacién con otros métodos mas sensibles al medir caseina, factor
que establece una diferencia entre las muestras y los reportados en la etiqueta propia de las marcas
analizadas. Al tomar Unicamente dos muestras por marca de yogurt aumenta el error estadistico o
disminuye la confiabilidad de los datos. Como se observa en la tabla 2, el porcentaje de caseina en
cada una de las marcas, el resultado en la marca (4) es significativamente baja presentando
un porcentsje promedio de caseina cercano al valor que tiene una leche fresca, lo que supone que la
determinacién se ve influida por los factores antes mencionados, presentandose también en las marcas
(6) y (2). En cuanto a las muestras (5), (1) y (3), el contenido de caseina se encuentra en niveles mas altos y
adecuados a las propiedades del yogurt griego.
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Tabla 2. Determinacion de Proteina por Método Volumétrico con Formol Walker para Yogurt Griego.

Muestra Caseina (%) Proteina Total (g)
M 7.7+030¢F 9.5+ 0.4DE
(2) 47+02¢ 58x03¢
(3) 81+01F 99+0.1F
(4) 37004 46+0.04
(5) 72+05° 8.8+06°
(6) 43+0.1%8 53+0.1%8

Resumen Estadistico y Prueba de MUltiples rangos para Caseina y Proteina Total. (Método: 95.0 porcentaje LSD, Statgraphics
Centurion). A& &2 &F | gg diferentes literales por columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre las muestras.

Fosfatasa Alcalina

La prueba de fosfatasa alcalina permite comprobar la correcta pasteurizacién de la leche, en esta se
comprueba si el tiempo y la temperatura de tratamiento térmico de pasteurizacion se ha realizado
correctamente. La fosfatasa es una enzima que se encuentra en la leche cruda y desnaturaliza por
el calor, por lo que al pasteurizar la leche esta se destruye, para comprobar la existencia de la mala
pasteurizaciénde fosfatasa se usa un“métodocolorimétrico”, la fosfatasa tiene la propiedad de desdaoblar
el fenilfosfato disédico en fenol y fosfato de sodio. La fosfatasa alcalina (FAL) cataliza la hidrélisis del
p-nitrofenilfosfato a pH 10.4 liberando el p-nitrofenol y fosfato, la velocidad de formacion del
p-nitrofenol, determinado fotométricamente es proporcional a la concentracién catalitica de
fosfatasa alcalina en la muestra ensayada. Para el calculo de incremento de absorbancia
se utilizd el espectrofotémetro Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS, la longitud de onda a la que
se midi6 fue a 405 nm a 25°C. Para esta prueba se determiné que no existe diferencia significativa
entre las muestras analizadas, como se observa en la tabla 3 y ademas que las cantidades
detectadas de fosfatasa alcalina son muy pequefias, asi que se puede considerar a los alimentos
analizados como pasteurizados.

Tabla 3. Determinacién de Fosfatasa Alcalina (ALP) en Yogurt Griego.

Muestras u/L
(1) 12836
) 58+5.8
3) 77+70
(4) 3.0£17
(5) 55+0.7
(6) 71£23
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Resumen Estadistico y Prueba de MUltiples rangos para Unidades por Litro de Fosfatasa (U/L) (Método: 95.0 porcentaje LSD,
Statgraphics Centurion). No existieron diferencias significativas (p = 0.05) entre las muestras.

pH

Para la preparacién de yogurt, la leche de la que se debe partir debe tener un pH alrededor de 6.7 para
posteriormente en la elaboracion de este bajar a un pH de 4.6, que es el valor normal de un yogurt
preparado en condiciones adecuadas (Mahomud et al,, 2017). En los valores de pH existe una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) entre las muestras, con un nivel del 95.0% de confianza, esta
diferencia es debida a que cada muestra corresponde a una marca diferente de yogurt. Las mediciones de
pH en las 6 muestras se encuentran debajo del rango normal, esta diferencia puede ser marcada por los
distintos métodos de elaboracién que sigue cada marca (tabla 4). Segln Kuecuekcetin (2008), el pH es un
parametro de procesamiento significativo que afecta las propiedades fisicas del yogurt.

Tabla 4. Determinacion de pH por método potenciométrico en Yogurt Griego.

(M 4,05+0.02°
) 425+0.037
3) 4711+0.01¢
(4) 4110.00¢
(5) 420+0.01°8
(6) 473+0.00¢

Resumen Estadistico y Prueba de Mdltiples rangos para determinacion de pH (Método: 95.0 porcentaje LSD, Statgraphics
Centurion). #8521 gs diferentes literales indican diferencias significativas (p < 0.05) entre las muestras.

Acidez Titulable

Dentro de los parametros de calidad evaluados se encuentra la acidez titulable mediante la cual se
determina la cantidad total de acido en gramos por litro, en cada una de las marcas comerciales de yogurt
griego, usando una solucidn estandar de hidréxido de sodio como titulante. Como se observa en la tabla 5,
existe ura diferencia significativa (p < 0.05) entre las muestras, siendo la (5) la que presenta el valor mas
elevado de acidez y la (4) el valor mas bajo. Las variaciones en los valores obtenidos en esta determinacién
se pueden deber a los distintos procesos de elaboracién que sigue cada una de las marcas y a la acidez
inicial que presenta la leche con la que se elabora el yogurt griego.

Tabla 5. Determinacidn de acidez titulable con base a la norma NOM-155-SCFI-2012 en Yogurt Griego.

) 5.88 + 0.108
) 4.81+017°
A3) 5.56 + 0.12¢
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(4) 3.92 + 0.07
(5) 6.73 + 0.09°
(6) 41+0.86F

Resumen Estadistico y Prueba de Multiples rangos para determinacion de acidez titulable (Método: 95.0 porcentaje LSD,
Statgraphics Centurion). &% 2£ as diferentes literales indican diferencias significativas (p < 0.05) entre las muestras.

Actividad Antioxidante

Se analizé la presencia de actividad antioxidante en muestras de seis marcas comerciales de yogurt griego,
determinando si los péptidos generados de la hidrélisis de las proteinas precursoras inhiben el radical libre
1, 1-diphennyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). La actividad antioxidante estd dada por las propiedades
fisicoquimicas particulares de los aminoacidos que forman la secuencia de los péptidos bioactivos en el
yogurt. Como se observa en la tabla 6, la mayoria de los tratamientos realizados a una concentracién de
0.05 mM del radical muestran % de inhibicién mas altos. Existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre
las muestras; presentando (3) y (1), los valores mas altos en el tratamiento, la muestra (3) presenta un
mayor porcentsje de inhibicién a una concentracién de 0.05 mM del radical DPPH con un valor de 74.76%;
sin embargo, a una concentracién de 0.0375 mM la muestra (1) es quien tiene un valor mas alto, seguida
por la muestra (3), siendo estos 62.86% y 59.05%, respectivamente.

Los valores obtenidos para la muestra (4)y (6) son los que presentan una mayor variacion, esto puede
deberse a algdn error que se generd durante el tratamiento; sin embargo, la muestra (6) a una
concentracién de 0.0375 mM del radical presenta el valor mas bajo entre los resultados obtenidos de
todas las muestras, siendo este 3.57%. En comparacion con los valores reportados por Esteves et
al (2020), para la actividad antioxidante de yogurt griego adicionado con harinas integrales de
sorgo, los cuales van en elrango de 15.6 - 36.3 (mmol TE/g) en base a distintas concentraciones y con
distintas variedades de harina de sorgo, los resultados obtenidos durante este analisis son mas altos para
las muestras 1,2y 3.

Asi mismo, en comparacién a la actividad antioxidante reportada por Cruz-Loyola (2019), para yogurt
funcional con adicién de antiocianinas de mastuerzo, los cuales van de 17.94 - 28.43% y en el caso del
blanco (yogurt sin adicién de componentes) 2.04%, los valores obtenidos también son mayores para las
muestras 1, 2 y 3, mientras que las restantes comparten el rango con los resultagipsrtados por ambas
investigacionas,

espectrofotometria en Yogurt Griego.

Muestras DPPH 0.05 mM DPPH 0.0375 mM
m 69.52 +7.134 62.86 + 7.04 A
(2) 52.86 £10.59 & 54.29 +9.46 A
(3) 7476 +6.29 4 59.05+10.374
(4) 214 +429° 2286+110°8
(5) 2334 +2042¢ 2167 £16.79 8
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Resumen Estadistico y Prueba de Mltiples rangos para 9% Inhibicidn del radical DPPH (Absorbancia). (Método: 95.0 porcentaje
LSD, Statgraphics Centurion). # & ¢ | as diferentes literales en una misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05)

entre las muestras.

Conclusion

En la actualidad, los productos lacteos forman parte de una buena alimentacién, en particular el
yogurt griego, por su composicibn en cuanto a nutrientes y contenido de antioxidantes que son
benéficos en la salud del consumidor. En el presente trabajo de investigacion se logré hacer una
comparacion entre seis diferentes marcas de yogurt griego que se encuentran en el mercado,
evaluando su actividad antioxidante mediante la técnica DPPH, encontrando su presencia en
todas las marcas de yogurt griego; ademas, se efectuaron las pruebas de calidad, mostrando
diferencias significativas en cada uno de los pardmetros evaluados, pudiendo ser causadas por las
variaciones en el proceso de elaboracién del yogurt griego que sigue cada una de las marcas.
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