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1. RESUMEN

“Valorizacion de los compuestos funcionales de la baya de satco (Sambucus nigra, L.)
cultivada en Galicia mediante el desarrollo de un producto funcional”

Las bayas de salco (Sambucus nigra, L.) son un alimento histéricamente utilizado por sus
propiedades medicinales, debidas fundamentalmente a su contenido en compuestos
fendlicos, flavonoides y antocianinas, compuestos antioxidantes de gran interés en la
actualidad. En el presente trabajo, se estudian las caracteristicas bioactivas de las bayas de
sauco, el zumo y su subproducto (piel liofilizada), cultivadas en el Norte de la Peninsula
Ibérica por la empresa Veigas de Sabugueiro, S.L. para optimizar su uso en el desarrollo de
una gominola funcional.

Los datos confirman que las matrices de salco analizadas contienen mayor cantidad de
compuestos fendlicos totales y mayor capacidad antioxidante que los datos encontrados en
la bibliografia y que otras frutas antioxidantes, por los tres métodos (TEAC, ORAC-Fl y
FRAP). Ademas, los resultados mostraron efectos bioldgicos en el ensayo in vitro con el
modelo celular de preosteoblastos de raton (MC3T3-E1), que sugiere la capacidad de
prevenir la osteoporosis de los compuestos presentes en estas matrices.

Se utiliz6 el zumo de sauco para el desarrollo de una gominola funcional que sirve para
enriquecer la dieta con compuestos antioxidantes, en particular con antocianinas. Se obtuvo
una formulacion final que cuenta con buena valoracion del panel de consumidores y que
contiene el 100% de la ingesta recomendada de antocianinas en EEUU y el 80% de la ingesta
recomendada en EU. Ademas, contiene inulina como fuente de fibra y es baja en azlcar
(<5g/100g), lo que la diferencia de productos similares que se encuentran actualmente en el
mercado. Para valorizar la gominola funcional, se caracteriz6 por su perfil de compuestos
bioactivos, capacidad antioxidante y antiosteoporética; los resultados indicaron que, en
comparacion con los productos similares encontrados en la bibliografia, la gominola
funcional seria un buen complemento antioxidante a una dieta saludable que esté
acompariada de ejercicio fisico diario.

Harian falta mas estudios para establecer una relacion directa entre el consumo de las
gominolas funcionales y sus beneficios sobre la salud.

Palabras clave

Sambucus nigra, L., compuestos fendlicos, capacidad antioxidante, capacidad anti-
osteopordtica, alimento funcional.



RESUMO

“Valorizacion dos compostos funcionais da baga de sabugueiro (Sambucus nigra, L.)
cultivada en Galicia mediante o desenvolvemento dun producto funcional”

As bagas de sabugueiro (Sambucus nigra, L.) son un alimento historicamente utilizado polas
stias propiedades medicinais, debidas fundamentalmente ao seu contido en compostos
fenolicos, flavonoides e antocianinas, compostos antioxidantes de gran interese na
actualidade. No presente traballo, estidanse as caracteristicas bioactivas das bagas de
sabugueiro, 0 zume e o seu subproducto (pel liofilizada), cultivadas no Norte da Peninsula
Ibérica pola empresa Veigas de Sabugueiro, S.L. para optimizar 0 Sseu usoO no
desenvolvemento dunha gominola funcional.

Os datos confirman que as matrices de sabugueiro analizadas contefien maior cantidade de
compostos fendlicos totais e maior capacidade antioxidante que os datos atopados na
bibliografia e que outras froitas antioxidantes, polos tres métodos (TEAC, ORAC- Fl e
FRAP). Ademais, os resultados mostraron efectos biol6xicos no ensaio in vitro co modelo
celular de preosteoblastos de rato (MC3T3-E1), que suxire a capacidade de previr a
osteoporose dos compostos presentes nestas matrices.

Utilizouse o zume de sabugueiro para o desenvolvemento dunha gominola funcional que
serve para enriquecer a dieta con compostos antioxidantes, en particular con antocianinas.
Obtivose unha formulacion final que conta con boa valoracién do panel de consumidores e
que contén 0 100% da inxesta recomendada de antocianinas en EEUU e 0 80% da inxesta
recomendada en EU. Ademais, contén inulina como fonte de fibra e é baixa en azucre
(<5@/100g), o que a diferenza de produtos similares que se atopan actualmente no mercado.
Para valorizar a gominola funcional, caracterizouse polo seu perfil de compostos bioactivos,
capacidade antioxidante e antiosteopordtica; os resultados indicaron que, en comparacion cos
produtos similares atopados na bibliografia, a gominola funcional seria un bo complemento
antioxidante a unha dieta saudable que estea acompariada de exercicio fisico diario.

Farian falta mais estudos para establecer unha relacion directa entre o consumo das
gominolas funcionais e os seus beneficios sobre a satde.

Palabras clave

Sambucus nigra, L., compostos fenolicos, capacidade antioxidante, capacidade anti-
osteopordtica, alimento funcional.



SUMMARY

“Valorization of functional compounds from Galician elderberry (Sambucus nigra, L) by
the development of a functional food product”

Elderberries (Sambucus nigra, L.) are a food historically used for their medicinal properties,
mainly due to their content of phenolic compounds, flavonoids and anthocyanins, antioxidant
compounds of great interest nowadays. In the present work, the bioactive characteristics of
elderberries, the juice and its by-product (freeze-dried skin), cultivated in the North of the
Iberian Peninsula by the company Veigas de Sabugueiro, S.L., are studied in order to
optimise their use in the development of a functional gummy jelly.

Data confirm that the elderberry samples analysed contain higher amounts of total phenolic
compounds and higher antioxidant capacity than the data found in the literature and than
other antioxidant fruits by the three methods (TEAC, ORAC-FI and FRAP). In addition, the
results showed positive biological effects in the in vitro assay with mouse preosteoblast cell
model (MC3T3-E1), suggesting the osteoporosis prevention capacity of the compounds
present in these matrices.

Elderberry juice was used to develop a functional gummy that serves to enrich the diet with
antioxidant compounds, in particular anthocyanins. A final formulation that is well rated by
the consumer panel was obtained and contains 100% of the recommended intake of
anthocyanins in the USA and 80% of the recommended intake in the EU. In addition, it
contains inulin as a source of fibre and is low in sugar (<5g/100g), which differentiates it
from similar products currently available on the market. To assess the functional gummy, it
was characterised for its bioactive compound profile, antioxidant and anti-osteoporotic
capacity; the results indicated that, compared to similar products found in the literature, the
functional jelly bean would be a good antioxidant complement to a healthy diet accompanied
by daily physical exercise.

Further studies are needed to establish a direct link between the consumption of functional
gummies and their health benefits.

Keywords

Sambucus nigra, L., phenolic compounds, antioxidant capacity, antiosteoporotic capacity,
functional food.



2. INTRODUCCION

La planta de sadco es un arbusto caducifolio que crece en zonas humedas, como boscosas,
matorrales, setos 0 margenes de los rios y arroyos. La variedad que se cultiva en Europa es
el Sambucus nigra, L., perteneciente a la familia de las Adoxaceas, y su uso histérico se debe
en gran parte a sus propiedades medicinales.

Figura 1. (A) Planta de sauco, (B) flor de sauco, (C) baya de salco cultivada en
Dalvares, Portugal. Fuente: Correia Salvador (2017).

Las flores y las bayas (Figura 1) se han utilizado desde la antigua Roma para aliviar o curar
multiples enfermedades, principalmente resfriados, y como remedio laxante, diaforético y
diurético, siendo consideradas como “el batl medicinal de la gente comun” (Dawidowicz et
al., 2003). Actualmente, se ha demostrado que las bayas de satco mitigan los sintomas de los
trastornos respiratorios durante la infeccién de la gripe y varios productos farmacéuticos a
base de salco producidos industrialmente (Rubini®, Sambucol®, Sinupret®) ya se han
testado clinicamente (Boroduske et al., 2021).

Las propiedades terapéuticas de las bayas de sauco se deben principalmente al contenido en
compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas, compuestos caracterizados por su alta
capacidad antioxidante. Son reconocidos como eliminadores de radicales libres capaces de
proteger al cuerpo humano contra el estrés oxidativo, evitar el desarrollo de procesos
inflamatorios, proteger los 6rganos humanos y los componentes celulares contra los dafios y
contra los procesos de peroxidacion lipidica (Sidor & Gramza-Michalowska, 2015).
Ademas, estos y otros compuestos volatiles le aportan el aroma caracteristico del sauco, y
los metabolitos primarios (azUcares y acidos organicos) el sabor dulce y astringente
(Vujanovic et al., 2020). Del color parpura son responsables las antocianinas, que se
sintetizan por la via de los flavonoides y estdn muy extendidas en la naturaleza. Se consideran
las principales responsables de los vibrantes colores rojo, azul y purpura que presentan las
verduras, las frutas y sus derivados, y que cambia en funcion del pH. Por ello, es un
compuesto muy utilizado como colorante natural y como suplemento para productos
alimenticios con valor afiadido. A nivel industrial, es muy interesante la utilizacion de fuentes
de antocianinas, por su valor nutricional, su perfil farmacocinético, sus mecanismos
farmacoldgicos y sus propiedades beneficiosas para la salud, como la reduccion de las
enfermedades coronarias, efectos anticancerigenos/antitumorales, antidiabéticos y
neuronales, como podemos ver en la Figura 2 (Gongalves et al., 2021).
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Figura 2. Descripcion gréfica de los beneficios de las antocianinas segun Gongalves et al. (2021).

El estrés oxidativo y la inflamacion son los mayores contribuyentes a la pérdida de densidad
6sea (DMO), un importante problema de salud al que se enfrentan las poblaciones
envejecidas (Manolagas, 2010). La pérdida progresiva de masa Osea y el deterioro de los
tejidos se traduce en la enfermedad conocida como osteoporosis, por la que se calcula que
una de cada tres mujeres y uno de cada seis hombres sufrira una fractura osteoporética a lo
largo de su vida (Kanis et al., 2021). La baja adherencia a los tratamientos farmacoldgicos y
los efectos secundarios han fomentado la investigacion de las plantas medicinales ricas en
antioxidantes y su relacion con la salud ésea (Azam et al., 2020), en donde las antocianinas
representan un importante papel. En Sakaki et al. (2020) concluyen que los alimentos ricos
en antocianinas presentan un gran potencial para mejorar indicadores claves de la salud dsea,
inhibiendo la actividad y diferenciacion de los osteoclastos a la vez que promueven la
actividad y formacion de los osteoblastos.

Actualmente, las bayas de salco estan siendo objeto de una intensa investigacion de mejora
de su cultivo para incrementar el contenido de antocianinas. En concreto, investigadores
portugueses publicaron recientemente los resultados de un estudio de tres afios sobre cdmo
las condiciones de manejo agricola afectan al contenido en compuestos antioxidantes de los
frutos (Ferreira et al., 2020a). La bioquimica de la maduracién del fruto del salco es un
programa genético que implica la degradacion de la clorofila, la biosintesis de antocianinas
y su acumulacion en vacuolas, con lo cual las bayas de satco verdes abundan en flavonoides
y sodio, mientras las bayas de salico maduras registraron las mayores concentraciones de
antocianinas (Martis et al., 2021). La optimizacion de los cultivos es muy interesante de cara
a la utilizacién del salco en el desarrollo de productos farmacéuticos, cosméticos y
alimenticios.



En estudios recientes, se puede ver que los suplementos y productos a base de plantas estan
en expansion a nivel global (Figura 3). Entre 2018 y 2019 este mercado se estimé en 12 mil
millones de euros con una proyeccion de crecimiento entre 18

y 45 mil millones de euros en 2026, con una tasa de crecimiento G'Om'rizfd i’::ﬁfffnts
estimado de entre 4,89% vy el 6,5% (Baladia et al., 2021). El

creciente interés de los consumidores por su salud y por los L

beneficios de los alimentos funcionales con ingredientes o

naturales incentiva la creacion e innovacion en torno a estos

productos y aplicar soluciones alternativas para mejorar su

biodisponibilidad. En el caso de las antocianinas, Alvarez-

Suarez et al. (2021) establece que factores como el 2019 -
procesamler\,to térmico y n_o térmico, el almacenamlento, Figura 3, Tasa de crecimiento anual
la degradacion oxidativa 'y los Sistemas  del mercado global de antioxidantes

de encapsulacion influyen estrechamente en su estabilidad y 2/imenticios. _ Fuente:
L. ) . https://www.mordorintelligence.co

efectos bioldgicos. Por tanto, es necesario desarrollar sistemas  m/industry-reports/food-

efectivos que aumenten la estabilidad y la biodisponibilidad, 2a"tioxidants-market

mediante el uso de diferentes sistemas como la hanoencapsulacién, la microencapsulacion o

los complejos de proteinas (Herrera-Blandrano et al., 2021).

En el presente trabajo se estudia el contenido en compuestos polifendlicos de las bayas de
salco cultivadas en Galicia, con el objetivo de determinar cuél es la matriz més adecuada
para su aplicacion en el desarrollo de un producto funcional que enriquezca la dieta con
compuestos antioxidantes. Siguiendo la informacion encontrada en la bibliografia, se decide
elaborar una gominola funcional que contenga los ingredientes utilizados en Akhavan
Mahdavi et al. (2016) para la microencapsulacion de antocianinas naturales, que son
maltodextrina y gelatina. Este formato de productos alimenticios son bien recibidos por un
grupo amplio y heterogéneo de consumidores, desde nifios a ancianos disfrutan con su
consumo ocasional, y pueden ser un buen vehiculo de compuestos funcionales (De Moura et
al., 2019). Con el fin de que el producto tuviera las mejores caracteristicas nutricionales, se
establecié como obetivo un bajo contenido de azucares, es decir, que no supere los 5 g de
azUcares por cada 100 g de producto, como establece el Reglamento (CE) n° 1924/2006 del
Parlamento Europeo y del Consejo de 20 de diciembre de 2006 relativo a las declaraciones
nutricionales y de propiedades saludables en los alimentos.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-oxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/encapsulation

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Este trabajo final de carrera se enmarca en un proyecto colaborativo entre la empresa Veigas
de Sabugueiro y ANFACO-CECOPESCA bajo el marco del programa Innovapeme, que
busca financiar proyectos para mejorar la capacidad de innovacion de pequefias y medianas
empresas en Galicia. El objetivo general es estudiar las caracteristicas bioactivas de las bayas
de sadco cultivadas en el Noroeste de la Peninsula Ibérica y sus subproductos, para averiguar
cuéles de las partes vegetativas del salico podrian ser fuentes relevantes de metabolitos
secundarios con alta actividad antioxidante, con la perspectiva de utilizarlos en
formulaciones alimentarias o farmacéuticas.

3.2. Objetivos especificos

Primer objetivo

Caracterizacion del contenido en compuestos antioxidantes (compuestos fendlicos totales,
flavonoides y antocianinas) del extracto de baya de salco, y los subproductos generados tras
su obtencién, mediante métodos espectrofotométricos.

Segundo objetivo

Caracterizacion funcional de los productos y subproductos del salco, a través de la
determinacion de la capacidad antioxidante (CAO) por métodos espectrofotométricos
(ORAC-FL, TEAC y FRAP) y estudio de la capacidad anti-osteoporotica en lineas celulares
de pre-osteoblastos de raton (MC3T3-L1).

Tercer objetivo

Estudio de la aplicacién de los productos o subproductos del saico en el desarrollo de un
alimento funcional, desde la formulacion, el analisis organoléptico, la caracterizacién
nutricional, hasta el estudio de alegaciones nutricionales y de salud que enriquezca la dieta
con compuestos antioxidantes.



4, METODOLOGIA
4.1. Caracterizacion de las capacidades funcionales de la baya

4.1.1. Materia prima

Las muestras de bayas utilizadas para este estudio las proporciond la empresa Veigas de
Sabugueiro, SL, provenientes de sus plantaciones de sauco silvestre situadas en Vilar de
Santos (Ourense). Cuenta con 500 plantas de salco de la variedad autdctona: Sambucus
nigra, L. Variedad Atlantica (Galiciay Norte de Portugal). Se cultivan siguiendo la normativa
europea Reglamento (UE) 2018/848 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 30 de mayo
de 2018, sobre produccion ecoldgica y etiquetado de los productos ecolégicos y cuentan con
el sello del Consello Regulador da Agricultura Ecoldxica en Galicia (CRAEGA) y se recogen
en unas caracteristicas optimas de madurez (pH 3,2-3,8; Grados Brix: 6,5-7,2), factor
importante debido al contenido de cianuro de las bayas verdes, que podrian ser toxicas.

Se recibieron muestras de bayas frescas, de zumo y de bayas secas sometidas a un secado a
30°C, para proteger estas matrices perecederas de los procesos de deterioro. A lo largo del
proyecto se considerd también la evaluacion del contenido en compuestos bioactivos en la
baya liofilizada, para excluir que el proceso de secado alterara su composicion en compuestos
antioxidantes. Para analizar los compuestos bioactivos del bagazo obtenido tras la extraccion
del zumo (pieles y pepitas), se liofilizd y se trituré para no afectar a la repetibilidad de los
analisis. A continuacién, se separaron las pepitas de las pieles, que quedaron intactas, y se
determinaron los compuestos bioactivos presentes solamente en la piel de baya liofilizada.

4.1.2. Determinacion de compuestos fenolicos

Marco tedrico

Los compuestos fendlicos totales (CFT) y los flavonoides totales se determinaron mediante
el método espectrofotométrico en microplaca de Folin-Ciocalteu. EI fundamento quimico de
este método es una reaccion redox de los compuestos fendlicos con el reactivo de Folin-
Ciocalteu, que esta formado por una mezcla de acido fosfotingstico (Hs PW12040) y &cido
fosfomolibdico (Hz PM012040), que se reduce por la oxidacion de los fenoles (Mufioz-Bernal
et al., 2017). Como patrones se seleccionaron el acido galico (AG) y la quercetina (QE),
siendo respectivamente el &cido fendlico y el flavonoide mayormente utilizados para la
cuantificacion de CFT y flavonoides totales en estas matrices vegetales. Con los patrones
preparados a la concentracion de 1 mg/mL se realizaron los espectros de absorbancia de las
moléculas, para determinar a qué longitud de onda se registraba la mayor absorbancia y por
lo tanto optimizar la sensibilidad del método de deteccion. Los valores de absorbancia mas
altos se registraron a las longitudes de onda de 750 y 670 nm, respectivamente para AG y

QE.
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La determinacion de antocianinas totales se realizo O \
mediante un método espectrofotométrico basado en la “COUT == TG
transformacion estructural reversible de las antocianings — secmses e cm
que se produce en funcién del pH (coloreado a pH 1,0 e {
incoloro a pH 4,5; Figura 4). El contenido en antocianinas ) H A
se determino diluyendo los extractos en buffers de cloruro LRK, == . Hoo
de potasio (pH=1.0) y acetato de sodio (pH=4,5), y =g
midiendo la absorbancia a 500 y 700 nm (Zhu et al., _
Figura 4. Formas  estructurales
2015). predominantes de las antocianinas
presentes en diferentes niveles de pH.
. Adaptado de Giusti & Wrolstad (2001)
Reactivos

Etanol (EtOH), acido clorhidrico (HCI), cloruro de potasio (KCI), acetato de sodio
(NaC2H302), agua milli-Q, metanol (MeOH), reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich),
bicarbonato de sodio (Na2COs), acido galico (GA), acido formico 98-100% (Scharlau) y
quercetina (Sigma-Aldrich).

Determinacion de Compuestos Fendlicos Totales (CFT)

Sobre las muestras de sauco (0,19) se afiadieron 25 ml de metanol:agua (1:1) con un 0.1% de
acido formico. Esta mezcla se trat con ultrasonidos (JP Selecta™ ultrasons 1L) durante 5
minutos (Medina-Torres et al., 2007) y se agitd mecanicamente durante 30 minutos. A
continuacion, se centrifugd a 3220xg (Eppendorf Centrifuge 5804 R), a temperatura
ambiente, durante 10 minutos. Se retird el sobrenadante y se conservo en refrigeracion hasta
que se llevé a cabo el ensayo.

El montaje de la placa se realiz6 segin Bobo-Garcia et al. (2015), con modificaciones de
Sanchez-Rangel et al. (2013). Se procedié a afiadir 20 ul de muestra a la microplaca de 96
pocillos, 100 ul de reactivo Folin-Ciocalteu (6/24 v/v), se agit6 30 segundos y se dejo reposar
4 minutos. A continuacidn, se afiadieron 75 pl de solucion Na,COz (7.5% m/v). Se observo
el cambio de color amarillo, propio del Folin-Ciocalteu, a un color verde/azulado,
perteneciente al molibdeno que indica que se estd produciendo la reaccion. Se dej6 reposar
en oscuridad durante 90 minutos y se leyé en el espectrofotémetro a 750 nm.

Los ensayos de extraccion se realizaron por triplicado y, como pardmetro de control interno
de la precision del método, se establecid que los valores de desviacion estandar porcentual
(RSD%), calculada para las tres repeticiones, se quedaran por debajo del 10%.

Determinacion de flavonoides totales

Las muestras de sauco (0,1g) se mezclaron con 5ml de NaOH, segun el método optimizado
por Bonoli Vito et al. (2004) y se dejo reposar durante 20 horas. El siguiente paso es afadir
19 ml de metanol:agua (80:20) con 1 ml de &cido formico. Esta mezcla se tratdo con
ultrasonidos (JP Selecta™ ultrasons 1L) durante 5 minutos y se agit0 con vortex durante 45
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minutos. A continuacion, se centrifugo a 3220xg, temperatura ambiente, por 10 minutos. Se
retir6 el sobrenadante y se depositd en tubo falcon hasta llevar a cabo el ensayo.

La cuantificacion de flavonoides totales se realiz6 mediante el método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteu en microplaca segin Meneses-Reyes et al. (2008) con modificaciones. Se
procedié como esta descrito en el apartado de determinacion de compuestos fendlicos totales,
con la lectura en el espectrofotometro a la longitud de onda de 670 nm.

También en este caso, los ensayos de extraccion se realizaron por triplicado, y se aceptaron
los datos que permitieran obtener una RSD% por debajo del 10%.

Determinacion de antocianinas

Las muestras de sauco (0,2g) se mezclaron con 3 ml de solvente de extraccion, 50% etanol
(v/v) 0,6 mM HCI, y se mantuvieron en agitacién mecénica (Eppendorf ThermoMixere C) a
23°C durante 40 minutos. Se centrifugaron (Eppendorf Centrifuge 5804 R) a 3050xg, durante
10 minutos. Mientras, se prepar0 el buffer de solucién 0.025M KCI a pH 1y el buffer de
solucion al 0.4M de acetato a pH 4,5 (Giusti & Wrolstad, 2001). Una vez estabilizado el pH,
se separaron 3 ml de cada buffer por muestra en tubos diferentes. Sobre estos tubos, se
afiadieron 200 pl de sobrenadante de la extraccion y se dejaron reposar durante 30-40
minutos. Transcurrido este tiempo, se midi6 la absorbancia por triplicado a 500 nmy 700 nm
de todos los tubos en placas de 96 pocillos, cargando 200 ul por pocillo. De esta manera, se
determind la absorbancia de la muestraa pH 1y pH 4,5. Con los datos del espectrofotometro,
se calcula el total de antocianinas monoméricas (mg/100g) mediante la ecuacion:

A x MW x 1000/ (e x C)

Donde A es la absorbancia = (A500 — A700) pH1.0 - (A500 — A700) pH4.5; MW es el peso
molecular del Cianidin-3-glucdésido = 449,2, e es la absorcién molar del Cianidin-3-glucésido
= 26900y C es el factor de dilucion de las muestras en los buffers (Lee et al., 2005).

Los ensayos de extraccion se realizaron por triplicado y como parametro de precision interno
se estableci6 que los valores de RSD%, calculada para las tres repeticiones, se quedara por
debajo del 15%. El resultado se expresa en mg antocianinas/100g muestra.

4.1.3. Determinacion de la capacidad antioxidante

Marco teérico

Para la determinacion de la capacidad antioxidante (CAQO) se emple6 el método TEAC, el
método ORAC-Fluoresceina y se puso a punto el método FRAP. Estas técnicas
espectrofotométricas se caracterizan por tener diferentes mecanismos de reaccion
(transferencia de electrones o transferencia de atomos de hidrogeno) y sensibilidad. Ademas,
los radicales tienen diferentes potenciales antioxidantes al reaccionar con los compuestos
fenolicos, pueden disolverse de forma diferente y pueden tener diferentes afinidades por otros
compuestos presentes en las muestras. Los métodos también difieren en su punto final, el
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método de cuantificacion y la posibilidad de medir antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos
(Shahidi & Zhong, 2015).

El valor del célculo de la CAO se expresa en la unidad de medida “equivalentes de Trolox
(TE)”, que es un anélogo hidrosoluble de la vitamina E.

El método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) permite detectar la presencia de
compuestos antioxidantes lipofilicos e hidréfilos en alimentos, sustancias puras, asi como
antioxidantes de plasma (Re et al., 1999). Este ensayo mide la capacidad de los antioxidantes
de neutralizar el radical cationico ABTS®+, que es un cromégeno soluble con color verde
que se puede determinar espectrofotométricamente a 405 nm. Este cation se genera a partir
de su precursor ABTS (2,2-azinobis- (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)) en presencia de
persulfato de potasio, el oxidante més utilizado para esta reaccion, tras un reposo de 12-16
horas en ausencia de luz (Zulueta et al., 2009). La cantidad de dicho radical disminuye en
presencia de compuestos antioxidantes donadores de electrones o de &tomos de hidrégeno,
equilibrio determinado por la estructura del antioxidante y el pH del medio (Prior et al.,
2015). Este radical ABTS°+ se decolora en presencia de compuestos antioxidantes y se mide
la disminucién de la absorbancia a 734 nm mediante cinética o punto final (Shahidi & Zhong,
2015).

El método ORAC-FI (Oxygen Radical Absorbance Capacity) determina la CAO mediante
un método fluorimétrico. Se basa en la oxidacion de la fluoresceina (FI) por un radical
peroxil-ROO generado por la descomposicidn térmica en presencia de oxigeno del agente
oxidante AAPH (2,2 '-azo-bis (2-amidino-propano) dihidrocloruro), como se indica a
continuacion:

R-N=N-R = N2+ 2RO0O"

La generacion de radicales peroxilo es sensible a la temperatura, siendo este uno de los
factores principales que interfieren con los resultados. Se recomienda incubar el tampén a
37° antes de la disolucion del AAPH para reducir la variabilidad intra-ensayo (Prior et al.,
2015).

Los antioxidantes presentes en la muestra a analizar retrasan
la oxidacién de la fluoresceina por el radical peroxilo, que
conforme se va oxidando pierde la fluorescencia. Este
decaimiento de la fluorescencia permite construir un
conjunto de curvas cinéticas que Se representan
graficamente en la Figura 5 y que permite comparar el area
bajo la curva en presencia de antioxidantes con el area de un
ensayo en blanco sin antioxidantes. A mayor concentracion
de compuestos antioxidantes, el decaimiento de la Figura 5. Representacion de la curva de
. decaimiento de la fluoresceina en el ensayo
fluorescencia se va desplazando a la derecha, aumentando  orac-Fi (zhong & Shahidi, 2015).
el area bajo la curva (Shahidi & Zhong, 2015). Para el
calculo de la CAO se utilizan las formulas expuestas en Ou et al. (2001).

Sample

Net AUC

Blank

Relative fluorescence intensity

Time
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El método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se emple6 originalmente para medir
el poder reductor en el plasma, pero su uso se ha extendido para evaluar la actividad
antioxidante en otros fluidos bioldgicos, alimentos y zumos de plantas (Benzie & Strain,
1996). Al igual que el método TEAC, se basa en la capacidad de los antioxidantes de reducir
un compuesto, en este caso un complejo ligando-Fe3* a ligando-Fe?*, en medio 4cido. La
reaccion de reduccion del hierro se produce a través del reactivo FRAP, formado por buffer
de acetato de sodio (300 mM, pH 3,5), una solucion de FeClz (20 mM en agua) y una solucion
de TPTZ (2, 4, 6-tripyridyltriazine) (10 mM en 40 mM HCI), que es donde se forma el
complejo ligando de union al hierro Fe-TPTZ (Mustafa, Sezai, & Murat, 2009). Esta reaccion
genera una coloracién azul/morada, con una intensidad proporcional a la capacidad reductora
de la muestra, que se cuantifica por espectrofotometria a una longitud de onda de 593 nm
(Shahidi & Zhong, 2015).

Reactivos

Acetona, agua milli-Q, ABTS (2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrameticroman-2-carboxilico) (Alfa Aesar), persulfato de potasio (K2S20g)
(Scharlau), PBS (tablet Calbiochem®), etanol absoluto (CH3OH), AAPH (2, 2-azobis(2-
methylpropionamide)) (Cientisol), RMC (Random methyl-BCD (DS~12)) (Cientisol), sodio
de fluoresceina (Sigma), hidrogenofosfato de sodio dihidratado (Na2HPO4:2H20 y KH2PO4),
acetato de sodio (C2H3NaO.), TPTZ (2, 4, 6-tripyridyltriazine), cloruro de hierro (FeCls),
acido acético (C2H40y), acido clorhidrico (HCI).

Meétodo TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

El ensayo se ha llevado a cabo siguiendo el método desarrollado por Re et al. (1999), y
adaptado segun el protocolo del kit Oxiselect™ Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(TEAC) Assay Kit (ABTS) (Cell Biolabs, inc).

Se realizd una doble extraccion sobre las muestras. En primer lugar, con una solucion 100
mM tampédn fosfato (PBS) (pH 7,4) a una concentracion de 100 mg/ml y, en segundo lugar,
sobre el pellet restante, el mismo volumen de acetona 100%. El patron de referencia fue una
solucion de Trolox (analogo sintético de la vitamina E) en un rango de 9,4-300 uM. Se
probaron 5 diluciones por muestra, en funcién de su CAO, para que el porcentaje de
inhibicidn quedara en el rango entre 20-80% (Zulueta et al., 2009). El ensayo se realiz6 en
microplaca transparente de 96 pocillos y se ley6 la absorbancia durante 6 minutos a 734 nm.
El resultado final se expresa en UWTE/g de muestra.

Método ORAC-FL (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

El método ORAC-FI, que se desarroll6 originalmente para medir antioxidantes hidrofilicos,
se ha adaptado para detectar la capacidad antioxidante de las muestras en su fraccion
hidrofilica y lipofilica alternando la fuente de radicales y el disolvente utilizado (Prior et al.,
2003). Para la fraccion lipofilica se utilizo la B-ciclodextrina metilada al azar como
potenciador de la solubilidad, en concreto una solucion al 7% de RMCD (Random methyl-
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BCD (DS~12)) en acetona/agua (50:50, v/v) (Huang et al., 2002). Para la fraccion hidrofilica
se utilizé una solucion en tampon fosfato (PBS).

Tras buscar en la bibliografia la forma idonea de preparar las muestras de zumo de baya de
salco se encontrd que en Ou et al. (2001) seguian un protocolo diferente al que se tenia
estandarizado. Se llevé a cabo el ensayo con las dos formas de preparacion de muestras y el
resultado fue bastante similar, por lo que se decidio seguir el mismo protocolo. Por tanto, se
realizd en primer lugar una doble extraccién con hexano 100% para la fraccion lipofilica y
una solucion de acetona/agua/acido acético (70:29,5:0,5, v/v) sobre el pellet restante para la
fraccion hidrofilica. Esta Gltima se utilizé directamente mediante cinco diluciones seriadas
en tampdn fosfato, mientras que la primera se evaporo en un bafio termostatado a 30° bajo
flujo de nitrégeno. Para llevar a cabo la determinacion, se resuspendid en acetona y, a
continuacidn, en solucién al 7% de RMCD. Se analizaron en series de cinco diluciones en el
mismo solvente utilizando una solucion de Trolox como patron antioxidante de referencia.

El ensayo se realizd en microplaca de fluorescencia de 96 pocillos manteniendo una
temperatura 37°C durante la lectura.

Meétodo FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La primera fase de la puesta a punto de un método es realizar una busqueda bibliogréafica
actualizada. En este caso, todos los estudios revisados utilizan la misma solucién para llevar
a cabo la reaccion de reduccion, que es el agente FRAP. Esta solucion estd compuesta por
una proporcion 10:1:1 de, respectivamente, buffer de acetato de sodio (300 mM, pH 3,5),
FeCl3 (20 mM en agua) y TPTZ (10 mM en 40 mM HCI) (Benzie & Strain, 1996).

Son varios los compuestos que se utilizan para el patron, siendo los mas habituales Trolox y
FeSOs (Pulido et al., 2000). Se realizan pruebas comparativas con Trolox vs Quercetina, y
como se puede observar en la Figura 6, el Trolox se mantiene estable a lo largo del tiempo,
mientras que la quercetina sigue reaccionando. Se decide utilizar la solucion de Trolox, que
tras varias pruebas, se establece una recta patron de 500-25 uM (Granato et al., 2015). Se
han hecho pruebas de cinéticas hasta 150 minutos y la diferencia es despreciable, como se
puede ver en la Figura 7.

El tiempo de lectura en la bibliografia varia entre 30-60 minutos, aunque, por lo que se ha
comprobado, todo dependera de la CAO de la muestra. Para los productos del Sambucus
nigra se ha decidido tomar una medida de la absorbancia cada 30 minutos hasta 120 minutos.
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Cinética de patrén de Trolox vs Quercetina Cinética del zumo de baya

( 40
Tiempo (s)

Figura 6. Grafica que representa la absorbancia (nm) del
patrén de TE y QE hasta t=60 minutos en el ensayo FRAP

Figura 7. Grafica que representa la absorbancia (nm) de las
muestras de zumo de baya a lo largo de 60 minutos en el
ensayo FRAP

Tabla 1. Esquema de los diferentes métodos de extraccion utilizados para las muestras de
sauco en el ensayo FRAP.

Unica extraccion

Doble extraccion

Doble extraccion sin
Ultrasonido

Doble extraccion con
Ultrasonido

Solucion 50%
(v/v) etanol:agua
pH 3,6 | 70°C |
30 min

12 Buffer de acetato

60°C, 30 min

12 50% etanol
pH 3,5]60°C | 30 min

12 50% etanol
pH 3,5]60°C | 30 min

22 solucion al 70%
acetona sobre el pellet
60°C, 30 min

22 solucion al 70%
acetona sobre el pellet
60°C, 30 min

22 solucion al 70%
acetona sobre el pellet
60°C, 30 min

Se probaron cuatro métodos de extraccion para las muestras de salco que se especifican en
la Tabla 1. Después de varias pruebas, se establecioé un protocolo para el método FRAP que
consiste en la extraccion de las muestras por: doble extraccion sin ultrasonidos a una
concentracion de 100 mg/ml con una primera fase con una solucién al 50% etanol a pH 3,5
(acidificado con &cido formico) durante 30 minutos a 60°C con agitacion (Dominguez et al.,
2020). Tras la centrifugacion (10 minutos a 3220xg) se retira el sobrenadante, que se uso
para la determinacion de esta fraccidn, con sus diluciones correspondientes. A continuacion,
se afadio el mismo volumen de una solucion al 70% de acetona sobre el pellet, y se agitd
durante 30 minutos a 60°C. Tras la centrifugacion (mismas condiciones) se retiré el
sobrenadante que se utilizo para determinar la fraccion acetonica (para compuestos menos
polares).

El ensayo se llevd a cabo en microplaca de 96 pocillos, siguiendo la adaptacion de Firuzi et
al. (2005), y se leyo a una longitud de onda de 593 nm.

4.1.4. Determinacion de la capacidad de prevenir la osteoporosis

Marco teérico

Para determinar la capacidad de un compuesto de prevenir la osteoporosis se realizaron una
serie de ensayos in vitro que estudian su actividad bioldgica respecto a como estimulan la
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proliferacion y diferenciacion de los preosteoblastos (células de preosteoblastos de ratén no
sexuadas), frente a un control negativo.

La proliferacion celular se midi6 por el ensayo de citotoxicidad con metil tiazoyl terazolium
(MTT), que mide tanto la tasa de proliferacion celular como la reduccién de su viabilidad. El
MTT se reduce y forma cristales de formazan, un compuesto de color azul, por la accion de
la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa (SDH). Tras un tiempo de reposo, los
cristales de formazan se disuelven y se cuantifican mediante espectrofotometria. La cantidad
de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido, por lo que se calcula
el % de viabilidad mediante la ecuacion: % viabilidad= ABScelulas tratadas/ AB Scélulas control X 100.
Este ensayo, siendo el més rapido, se realiz6 en las células MC3T3-E1 como test de
screening, para eliminar del ensayo los tratamientos en concentraciones citotdxicas y
determinar cuéles someter a los ensayos siguientes (Huang et al., 2018).

En caso de que los tratamientos aumenten la proliferacién celular, se midié su capacidad de
estimular la diferenciacion de los preosteoblastos en osteoblastos maduros (Chung et al.,
2016). Este ensayo parece ser el méas informativo sobre el efecto preventivo contra la
osteoporosis en células MC3T3-E1. Para ello, se realizo la prueba de la actividad de la
fosfatasa alcalina (ALP), que se considera un marcador temprano e inequivoco de la
diferenciacion de los osteoblastos y una medida directa del grado de actividad celular (Xu et
al., 2011; Huang et al., 2018). Se trata de un marcador especifico de células 6seas que es
expresado por las células durante la fase de maduracion de la matriz. La expresion de la
enzima ALP por parte de las células refleja que éstas se estan diferenciando para realizar la
formacion y mineralizacién del hueso (Mohammad et al., 2016).

Reactivos

Linea celular de pre-osteoblastos de raton (Mus musculus) MC3T3-E1 Subclone 4 (ATCC®
CRL2593), medio de crecimiento (oo Minimum Essential Medium (o MEM) suplementado),
suero fetal bovino (FBS), mix de antibidticos (penicilina y estreptomicina) (Sigma, P4333),
medio de diferenciacion (MD), acido ascorbico (Sigma), B-glicerofosfato, desametasona,
metil tiazoyl terazolium (MTT Cell Proliferation Assay Kit, Cayman chemicals), cristal
disolver (MTT cell proliferation assay kit, Cayman chemicals), PBS (P3813, Sigma), triton
X-100, Trizma® hydrochloride (Sigma), cloruro de sodio (NaCl), Alkaline Phosphatase
Activity Colorimetric Assay kit (K412-500, BioVision), Pierce 660nm Protein Assay
Reagent (22660, Thermo Scientific), albimina bovina (BSA, Sigma).

Preparacion de las muestras

Se prepararon las muestras siguiendo el protocolo utilizado para la determinacién de CFT,
se evaporaron, se resuspendieron en medio de crecimiento y se ajusté el pH a 7,4 £ 0,2 para
poder trabajar con un pH compatible con la fisiologia celular. Posteriormente, se esterilizaron
las muestras con filtros de jeringa (0,2 um), y se prepararon cuatro diluciones seriadas en
condiciones de esterilidad.
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Ensayo de proliferacién de los osteoblastos
Este ensayo se realizd en microplaca de 96 pocillos,
empezando con la adicion de suspension celular a una
concentracion de 1,6x10° células/ml en el medio de
crecimiento, medida mediante citdbmetro (Shrecter,
Millipore), y se dejo incubando durante 96 horas. Pasado
ese tiempo, se afiadieron los tratamientos a estudio
(muestra de piel liofilizada y zumo de baya) mediante
cuatro diluciones seriadas y, tanto el tratamiento y los Figura 8. Imagen del ensayo en
. - . microplaca de  MTT.  Fuente:
controles, se replicaron por cuatriplicado. Se dejaron ejanoracion propia.
incubar 7 dias en Optimas condiciones de crecimiento. Para
evaluar la proliferacion se adiciond el reactivo MTT a la microplaca, como indica en el
protocolo del kit (MTT Cell Proliferation Assay Kit), y se mide la absorbancia (Figura 8) a

570 nm mediante espectrofotometro.

Ensayo de diferenciacion de los osteoblastos

El ensayo de diferenciacion se realizd en microplaca de 24 pocillos, con la adicion de
suspension celular a 1,8x10°, en el medio de diferenciacion sugerido por la literatura, y se
deja incubar durante 24h hasta confirmar visualmente la confluencia de las células MC3T3-
E1 en el pocillo. Pasado ese tiempo, se reemplazaron los pocillos con los tratamientos y los
controles por medio de diferenciacion y de crecimiento. Se dejaron incubar en condiciones
Optimas de crecimiento durante 7 dias, cambiando los tratamientos y controles cada 2/3 dias.
En la bibliografia se encontraron ensayos de 7, 14 a 21 dias (Chung et al., 2016; Fu et al.,
2017; Hong et al., 2010; Mohammad et al., 2016) pero en este caso al séptimo dia se pudo
comprobar la diferenciacion celular por observacion directa de las células al microscopio
invertido. Esto podria ser debido al nimero de pases a los que se ha sometido la linea celular,
factor muy importante en las células MC3T3-E1, por el cual se debe evitar utilizar células
sometidas a un numero de pases mayor a 30 (Yan et al., 2014).

Se retiraron las células de los pocillos segun el protocolo descrito en el trabajo de Liu et al.
(2015):

1. Lavar los pocillos dos veces con tampén fosfato (PBS) (pH 7,4)

2. Afiadir 0,4 ml de la solucion tampon de lisis celular

3. Dejar actuar el tampdn en ligera agitacion y a temperatura ambiente durante 30
minutos

4. Retirar el contenido de los pocillos en unos tubos Eppendorf no estériles, prestando
atencion en retirar también restos de solidos eventuales

5. Centrifugar las muestras a 13000 g durante 15 minutos a temperatura ambiente
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Medicion de la produccion de fosfatasa alcalina (ALP test)

Para medir la actividad de la fosfatasa alcalina se utilizo el ensayo Alkaline Phosphatase
Activity Colorimetric Assay Kit (K412-500, BioVision) en microplaca de 96 pocillos. Este
kit utiliza p-nitrofenil fosfato (opNPP) como sustrato de fosfatasa, que se vuelve amarillo al
ser convertido en la forma desfosforilada, el p-nitrofenol (pNP) por la enzima ALP. La
cantidad de fosfatasa alcalina puede, por tanto, cuantificarse de forma fiable mediante la
lectura de la cantidad de pNP acumulada tras la reaccion catalitica a 405 nm en un
espectrofotometro.

Determinacion del contenido total de proteinas

Para tratar los resultados del ensayo ALP se normaliz6 el contenido de células entre los
pocillos, segun el nimero de células presentes en cada pocillo. Se normalizé6 mediante la
cuantificacion del contenido total de proteinas con el kit Pierce 660 nm Protein Assay
Reagent. método espectrofotométrico en microplaca de 96 pocillos. El ensayo se basa en la
unién de un complejo de metal-colorante que cambia la absorcion méxima del tinte (de
marron a verde) al unirse a la proteina. EI cambio de color se produce mediante la
desprotonaciéon del colorante a pH bajo, facilitada por interacciones con grupos de
aminoacidos de las proteinas cargados positivamente. El color producido en el ensayo es
estable y aumenta en proporcion a una amplia gama de concentraciones crecientes de
proteina. Como patron se utilizé albumina bovina (BSA) (200-0,0625 mg/ml) y se leyé la
absorbancia a 660 nm.

4.2. Desarrollo de un producto funcional a base de zumo de sauco

El primer paso del proceso de desarrollo de la gominola funcional fue realizar una busqueda
de productos similares que se encuentran actualmente en el mercado, especificamente de
gominolas a base de zumo concentrado de sauco, para tener una idea de porcentaje de salco
e ingredientes adicionales que contienen. Se ha utilizado la base de datos Mintel GNDP, que
estudia el lanzamiento de nuevos productos a nivel mundial. EI zumo de satico no tiene una
ingesta diaria recomendada, por lo que la cantidad que contienen los productos revisados
presenta un rango muy amplio que va desde 8 a 500 mg/unidad de producto. El salco se
incorpora como zumo, concentrado de zumo y zumo en polvo concentrado.

Este tipo de productos se encuentran siempre suplementados con vitamina C, normalmente
cubriendo la ingesta diaria recomendada, vitaminas del grupo B, minerales como el zinc,
magnesio, y habitualmente con extractos de hierbas como la equindcea o la hiedra. El
porcentaje de azlcar suele representar el 40-60% del producto, en forma de azucar blanco o
sirope de glucosa o fructosa, y la cantidad de fibra es despreciable.

Seleccion del alimento base e ingredientes funcionales

Lo que hace a un producto ser funcional es la presencia de ingredientes que van a
proporcionar un efecto beneficioso sobre la salud humana mas alla de su papel nutricional en
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condiciones de uso estandar. Los ingredientes, y la justificacion de su uso, utilizados para el
desarrollo de la gominola funcional son:

ZUMO DE SAUCO. Como matriz y base principal del producto se utilizé el zumo de baya
de salco por su contenido en antocianinas. Esta matriz cumple, ademas, la funcion de aportar
el contenido acuoso, necesario para disolver los agentes gelificantes, edulcorantes y otros
ingredientes funcionales.

GELATINA. La gelatina es uno de los agentes gelificantes mas utilizados, se elabora a partir
de colageno presente en la piel y huesos de animales (en este caso, ganado bovino), por lo
que esta formada fundamentalmente por aminoacidos, pero también por minerales y cenizas
(Harris et al., 2003). Es uno de los agentes gelificantes més utilizados para las gominolas, ya
que proporciona cualidades gelificantes que no se obtienen con otros productos y que
dependen de factores facilmente controlables como la concentracion de gelatina, la fuerza
(Bloom) y el punto de fusion.

Se realizaron pruebas con pectina, para que el producto fuera apto para consumidores
veganos, pero no fue posible por la dificultad para obtener un producto gelificado y que
cumpliera las condiciones establecidas.

SACAROSA (AZUCAR BLANCO DE CANA). Las gominolas, aunque sea un producto
funcional, deben tener una sensacion dulce en boca. En este caso, se decidié utilizar la
sacarosa, no solo por ser uno de los azlcares mas utilizados en estos productos (junto con el
jarabe de glucosa), sino también por las caracteristicas que aporta a la textura, ya que los
azucares simples pueden contribuir a un aumento en la resistencia del gel, propiedad
importante para este producto.

MALTODEXTRINA. La maltodextrina se usa generalmente como espesante 0 para
aumentar el volumen de un alimento procesado y conservante que aumenta la vida util del
producto. En este caso, se utilizé para sustituir la funcién de retencion de humedad y la
texturizacion que aporta la sacarosa. Ademas, la maltodextrina en presencia de inulina
produce un efecto sinérgico que mejora la textura de los productos (Barazandegan et al.,
2013).

INULINA. Para el aporte de fibra se utilizé inulina de achicoria, ingrediente habitual en los
productos funcionales para reemplazar azlcares, como edulcorante de contenido calorico
reducido, y grasas, como agente de relleno, por su capacidad de retencion de agua, de formar
gel o por su capacidad para modificar la textura (llievska et al., 2018). Se suele utilizar tanto
por sus propiedades tecnoldgicas, como por sus ventajas nutricionales de alimento prebidtico
(Handa et al., 2012). La fibra no es degradada por los enzimas del estomago y del intestino
delgado, influyendo en la absorcion de nutrientes, aumenta la viscosidad del contenido
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gastrico retrasando el vaciado del estobmago y prolongando la sensacion de saciedad
(Escudero Alvarez & Gonzalez Sanchez, 2006).

ACIDO L-ASCORBICO. Es un compuesto con actividad vitaminica, eliminadora de
radicales libres y es capaz de proteger el cuerpo humano contra el estrés oxidativo y los
procesos de peroxidacion lipidica (Lutsenko et al., 2002; Taniguchi et al., 2012). Se usa
principalemente como suplemento dietético y como antioxidante, para proteger los alimentos
de la oxidancion y los agentes patdgenos.

ACIDO CITRICO. El 4cido citrico se utiliza en estos productos por dos razones
principalmente: para disminuir el pH a un rango adecuado para la conservacion de las
antocianinas y con el fin de evitar el crecimiento bacteriano, y para aportar sabor.

VITAMINA Be. La piridoxina se utiliza como suplemento vitaminico al producto, por sus
propiedades beneficiosas para la salud y por los estudios recientes que confirman que posee
capacidad antioxidante y que puede aumentar la resistencia de un organismo al estrés
oxidativo (Skortia et al., 2016).

4.2.1. Desarrollo de prototipos del producto funcional a base de salco

Ingredientes

Zumo de baya proporcionado por Veigas de Sabugueiro S.L, gelatina Halal 250 bloom de
origen bovino (Inka foods, Cientisol), sacarosa (Azucarera), maltodextrina (Cientisol),
inulina de achicoria (Orafti® GR, Beneo-Orafti, Bélgica), acido ascérbico (E-300, Panreac
ITW companies, food grade), acido citrico (E-330, Scharlau) y vitamina Be (Scharlau).

Formulaciones

Antes de comenzar con las formulaciones funcionales, se utilizé una formulacién control
para ajustar los métodos de elaboracion con la tecnologia disponible en la planta piloto. Se
estudiaron diferentes variables de temperatura, tiempo, velocidad de agitacion, orden de
adicion de ingredientes y condiciones de secado.

Se realizaron varias formulaciones en las que se probaron diferentes ingredientes y
porcentajes de cada uno de ellos para conseguir la formulacion final. Como criterio de
exclusion de cada formulacion se utilizaron las respuestas del analisis organoléptico que se
Ilevd a cabo entre el personal de 1+D de ANFACO-CECOPESCA.

Dado que la formulacion de la gominola funcional es confidencial, se representara mediante
simbolos la inclusion o exclusion y aumento o disminucién de los ingredientes seleccionados
(Tabla 2). Todas las formulaciones se hicieron siguiendo el mismo proceso de elaboracion
descrito a continuacion.
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Tabla 2. Composicion de ingredientes de las formulaciones estudiadas en las pruebas de
gominolas funcionales

Ingredientes Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3

1A 1B 2A 2B 3A 3B
Zumo de baya de sauco ° ) ° ° ° °
Gelatina ) ° ° ° ° °
Azucar ° ° ° ° ° °
Maltodextrina o o o o o °
Inulina o o ° ° ° °
Acido ascorbico o o ° ° o .
Acido citrico ° o ° ° o .
Vitamina Be o o o o ° °

Representacion de los ingredientes que conforman las distintas formulaciones: el simbolo ®
representa la presencia del ingrediente y el simbolo o representa su ausencia.

Proceso de elaboracion

Los productos funcionales se elaboraron a escala laboratorio en las instalaciones de la planta
piloto del Centro de Tecnologias Avanzadas de Investigacion para la Industria Marina y
Alimentaria (CYTMA), siguiendo un procedimiento adaptado de la elaboracion industrial
(que se detalla en la Tabla 2). A continuacién, se describen las etapas del proceso de
fabricacion.

PREPARACION PREVIA. Tras la descongelacion de la materia prima, se trata el zumo a
temperatura cercana a 100°C, durante 35 minutos, con agitacion a 3220xg. Este paso lo
introducimos para eliminar la carga microbioldgica que pueda tener el zumo y eliminar
cualquier resto de &cido cianhidrico que pudiese quedar. La baya verde del salco es
ligeramente toxica debido a la presencia de glucdsidos cianogénicos, sambunigrina en el caso
del sauco, que actian como defensa de la planta frente a depredadores y que al ingerirse
liberan acido cianhidrico (cianuro). Los glucosidos cianogénicos se reducen durante la
maduracion y el cianuro se destruye con el proceso térmico. La baya puede contener 3 mg de
acido cianhidrico HCN/100 g de baya fresca (Ciocoiu et al., 2016) y que se puede reducir en
un 44% en el zumo de saudco con el tratamiento térmico (Senica et al., 2016). Por lo tanto, un
extracto obtenido a partir de bayas maduras y sometido a tratamiento térmico es poco
probable que exceda la dosis de cianhidrico que resulta potencialmente toxica (20 pug/Kg de
peso). Se embotell6 en porciones de 500 ml y se congel6 a -19,0°C.

ACONDICIONAMIENTO. Previo a la adicion del resto de ingredientes, se atempero el
zumo de baya en el robot de cocina Companion XL (Moulinex), hasta 50°C (que es la
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temperatura minima para disolver la inulina) y se afiadio la cantidad elegida de sacarosa. Una
vez disuelto el azlcar, se afiadio la maltodextrina y se agitd a velocidad 2 durante 4 minutos,
manteniendo la temperatura.

GELATINIZACION. Se afiadio la gelatina en dos partes, para evitar apelmazamiento. Se
agitd a velocidad 4, durante 5 minutos, manteniendo la temperatura.

AGITACION. Los factores que influyen en la formacion del gel de inulina son: la velocidad
de agitacion, la temperatura, el pH, la concentracion de inulina y el tiempo. Segun la
bibliografia, la inulina comienza a disolverse a partir de 50°C (1.2% (m/v)), y la temperatura
mas favorable para ello seria 90°C (logrando disolver el 34% (m/v)) durante 5 minutos.
Llegar a esta temperatura no es beneficioso para este producto, porque se ha comprobado que
a temperaturas mayores a 70°C la presencia de azlcares (glucosa, sacarosa y fructosa)
aumenta la degradacién de antocianinas (Cao et al., 2009), por lo que se opta por aumentar
la velocidad de agitacién hasta la maxima disponible robot de cocina Companion XL
(Moulinex). Bajo estas condiciones (50°C, velocidad méxima, a la concentracion que
contiene el producto, a pH<4), se lograria formar el gel de inulina al 100% (Kim et al., 2001).

Por tanto, para la formacion del gel de inulina en este producto, se aumentd la agitacion hasta
el maximo nivel disponible (velocidad 10) durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se redujo
la velocidad de agitacion (300 rpm) para estabilizar la formacién del gel y que la capa de
burbujas que se forma se elimine.

ADICION DE VITAMINAS. Una vez esté estable la solucion, se reduce la temperatura a
20°C, momento en el que se afiade el acido ascorbico, la vitamina Be y el &cido citrico. El
procesamiento y la coccion provocan la degradacion de vitaminas, siendo la vitamina C
(&cido ascorbico) la méas termolabil y la que mas interesa preservar. Su degradacion aumenta
entre los 20°C y los 50°C (Bauernfeind & Pinkert, 1970), pero la gelatina se gelifica a
temperaturas en torno a los 15°C, por lo que se establece que disminuir a 20°C es la mejor
opcidn. Segun Akyildiz et al. (2021) el uso de una temperatura relativamente suave (75 °C)
para el tratamiento térmico y una temperatura de almacenamiento inferior a 25 °C es dptimo
para mantener el contenido de 4cido ascérbico del producto.

MOLDEADO. Para el moldeado de las gominolas funcionales se utilizaron cuatro moldes
antiadherentes de silicona de grado A con forma de cilindros de 2x2. Se afiadid el producto
liquido decantando la jarra del robot en todos los recipientes y se nivela el contenido con un
cuchillo de carnicero de acero inoxidable. En la industria, el moldeado se lleva a cabo en
moldes impresos de harina de maiz previamente acondicionada para provocar un secado
superficial.

ENFRIADO. Se mantuvieron los bordes en una superficie plana a temperatura ambiente
hasta que se solidifico, aproximadamente tres horas. Se conservaron en un refrigerador a 4°C
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durante 24 horas sin ventilacion. En la industria, durante el enfriado se someten a un secado
en camaras climaticas con aire circulante (30%H.R. y 25°C).

DESMOLDADO. Pasado ese tiempo, las gominolas se desmoldaron mediante el volteo de
cada recipiente individual y estirando los moldes, con especial cuidado de que no se rompan.
Se prob6 a afadir harina de maiz (maicena) para que se produjera un secado superficial
previo, pero no dio los resultados esperados. Complico el desmoldado de las gominolas.

SECADO. En la planta piloto no se disponia de las herramientas necesarias para producir un
secado controlado de las gominolas funcionales. Esta fase es fundamental para estos
productos, ya que, segun las condiciones de humedad relativa, temperatura, ventilacion y
tiempo se puede modificar la textura final. Lewis (1993) concluye que las gominolas
elaboradas con los mismos ingredientes, pero distintas condiciones de fabricacion dieron
resultados de textura diferentes.

Para estas elaboraciones se probaron dos métodos de secado en frio. El primero en camara
de refrigeracion a 4°C sin control de humedad relativa durante 72 horas. EIl segundo, en un
desecador (Inpromar) a la temperatura ambiente de la planta industrial, 17°C, sin control de
humedad relativa. EI mejor resultado se dio con la cdmara de refrigeracion.

l Mezclador
— [fooooe
L |
J U vt Linea de Camara Linea Bombo Envasadora
Cocedor Tanque de Moldeade Secado Deasiinds giratorio

emulsion

Figura 9. Esquema del proceso industrial de fabricacion de gominolas. Fuente: Delgado Estrella (2017).
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4.2.2. Evaluacion del disefio
4.2.2.1. Analisis fisico-quimico

Determinacion del pH

Para la determinacion del pH de las gominolas funcionales se trituraron en agua destilada en
proporcion 1:1 con un homogeneizador Ultra-Turrax® y se midié mediante pHmetro
(SenslON™ PH3, Cienytech) previamente calibrado con solucién tampén pH 4,01 y pH
7,00.

Determinacion de la humedad

El contenido de humedad se determind mediante un analizador de humedad (Denver
instrument, Cienytech), que recoge la sustancia seca que queda tras un proceso de secado con
energia infrarroja de la sustancia previamente pesada (2,0g). Calcula por diferencia de pesada
la disminucion del contenido de humedad y devuelve el valor en porcentaje (%humedad).

Determinacion del color

El color se midié empleando un colorimetro (PCE instrument,
Cienytec) que funciona mediante espectrofotometria, es decir,
se encarga de medir las propiedades de reflexion de un color
mediante funciones de longitud de onda de la luz. Recoge las
medidas en funcion de los valores CIEL*a*b* (Commission
Internationale de L'Eclairage), que es un modelo cromatico
usado usualmente para describir los colores que percibe el ojo
humano. Los parametros que representa este modelo son: Figura 10. Diagrama del espacio de
Luminosidad (L*) (0-negro a 100-blanco), a* para su posicién color CIEL*a*h.  Fuente:
entre rojo y verde (-a indica verde, +a indica rojo) y b* que o veonels weior el 0800205
indica la posicion entre amarillo y azul (-b para azul y +b para

amarillo). Las medidas se tomaron directamente de la superficie superior de la gominola
funcional y se realizaron tres repeticiones por muestra en cinco muestras de la misma
formulacion.

4.2.2.2. Analisis de perfil de textura (TPA) ‘@ 2 3 4 5 &

1200

Para realizar el analisis de perfil de textura se utilizO un .
texturometro modelo Taxt plus, texture analyser (Aname). El
TPA se basa en el reconocimiento de la textura como un atributo
multiparamétrico. La prueba consiste en comprimir dos veces la \
gominola del tamafio de un bocado, en este caso los cilindros de L Y . \ .

2x2 cm, con un movimiento de vaivén o doble compresion, que Figura 11, Grafica de perfil

imita la accion de la mandibula y extraer de la curva fuerza- sensorial — (TPA). Fuente:
elaboracion propia.
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tiempo resultante segin el método descrito por Mochizuki (2001), y se obtuvieron una serie
de pardmetros de textura que se correlacionan con la evaluacion sensorial de esos parametros:

Dureza (N). Es la fuerza méxima durante el primer ciclo de compresion, es decir la primera
mordida. Se expresa en unidades de fuerza (g) y se denomina también firmeza. En la Figura
11, la fuerza se sefiala con el punto 2.

Adhesividad (gxseg). Es el trabajo necesario para vencer las fuerzas atractivas entre la
superficie del alimento y la superficie de otro material, en este caso la sonda del equipo,
cuando cede la compresion. Se corresponde con el area negativa del primer ciclo de
compresion. En la Figura 11 es el &rea sobre la curva entre los puntos 3 y 4. En el caso de
matrices con alta adhesividad y baja cohesividad, es probable que parte de la muestra se
adhiera a la sonda cuando retrocede.

Resiliencia. Es la capacidad de recuperacion en términos de velocidad y fuerza. En la Figura
11 se corresponde con el cociente entre el area bajo la curva entre 2y 3y el &rea bajo la curva
entrely 2.

Cohesividad (adimensional). Es el cociente entre el area positiva bajo la curva de fuerza de
la segunda compresion y el area bajo la curva de la primera compresion. Representa la fuerza
con la que estan unidas las particulas, limite hasta el cual se puede deformar antes de
romperse. En la Figura 11 corresponde al cociente entre el area bajo la curvaentre 5y 6y el
area bajo la curva entre 1 a 3. Si la adhesividad es baja en comparacion con la cohesividad,
es probable que la sonda permanezca limpia, ya que el producto tiene la capacidad de
mantenerse unido.

Elasticidad (mm). La elasticidad se refiere a la altura que recupera el alimento durante el
tiempo que transcurre entre el final del primer bocado y el inicio del segundo. En la Figura
11 corresponde al cociente entre la diferencia de tiempo de 4 a 5y la diferencia de tiempo de
1 a 2. La elasticidad se refiere a la altura que recupera el alimento durante el tiempo que
transcurre entre el final del primer bocado y el inicio del segundo.

Masticabilidad (N.mm). Es el producto de la dureza por la cohesividad y por la elasticidad.
Representa el trabajo necesario para desintegrar un alimento solido hasta que esté listo para
ser deglutido.

El TPA se puede utilizar como una herramienta de control de calidad para ajustar el tiempo
de secado de las gominolas (Delgado & Bafidn, 2015).
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4.2.2.3. Evaluacion sensorial

La evaluacion sensorial de las gominolas funcionales se realizd mediante un andlisis
organoléptico que se realiza a traves de una escala heddnica. Los atributos analizados fueron:
color, textura, sabor y olor, y para su valoracion se empled una escala de 5 puntos que va de
1 (no me gusta nada/muy desagradable) a 5 (me gusta
mucho/muy agradable).

La prueba se llevo a cabo en la Sala de Cata de ANFACO-
CECOPESCA, equipada con 6 cabinas individuales y que
cumple los requisitos de la Norma UNE-EN 1SO 8589:2010.
Se llevd a cabo por un panel de consumidores voluntarios,
formado por 32 participantes del personal de ANFACO-
CECOPESCA que estaban familiarizados con productos Figura 12. Grafico del porcentaje de
elaborados con salco. La representacion del panel de (rcopeech porgemero
consumidores fue de 24 mujeres y 8 hombres. Esta
proporcion (Figura 12) es representativa del personal de la empresa, que es mayoritariamente

femenino.

PORCENTAJE DE VOLUNTARIOS POR GENERO

Las muestras se conservaron en camara de refrigeracion con el fin de mantener intactas las
propiedades organolépticas a valorar hasta la realizacion de los oportunos analisis. Los
diversos juegos de muestras se presentaron de manera idéntica y con la misma disposicion
en platos, como aparece en la Figura 13.

33{%

Figura 13. Fotografia de disposicién de las gominolas
funcionales en la cata.

4.3. Validacion de la funcionalidad del prototipo seleccionado

Determinacion de compuestos fenolicos

Tras comprobar mediante bibliografica que existen posibles interferentes entre los
ingredientes utilizados y los compuestos del reactivo de Folin-Ciocaltau, se encontro que los
azucares reductores (glucosa y fructosa), acido dehidroascorbico (DHA) y el acido ascérbico
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(AA) son considerados interferentes (Sanchez-Rangel et al., 2013). Estos compuestos
reaccionan con el reactivo y generan pigmentacion, detectable a nivel espectrofotométrico,
que da lugar a una sobreestimacion del contenido en compuestos fenolicos y flavonoides.
Las formulaciones probadas contienen &cido ascorbico en cantidad conocida; sin embargo,
no se dispone de forma para cuantificar la cantidad de sacarosa, maltosa e inulina que se
transforma en azlcares reductores por hidrélisis de estos compuestos. Esto impide que se
hayan podido utilizar formulas tedricas que establecen una ratio entre &cido ascorbico y acido
galico (Ramaiya et al., 2013). Por tanto, dado que la fuente de antioxidantes es el zumo de
baya, se decide eliminar las interferencias elaborando una formulacién que mantenga la
misma cantidad de zumo, pero sustituya los posibles interferentes por agua. El azucar
utilizado para esta formulacién sin interferentes es sacarosa, un disacarido que no tiene poder
reductor, pero el proceso de elaboracion puede haber provocado su hidrolisis en glucosa y
fructosa.

Por lo tanto, para cuantificar los CFT, flavonoides y antocianinas presentes en las gominolas
se utilizo una formulacion control sin aditivos y se aplicd el método detallado en el apartado
1.2.

Determinacion de la actividad antioxidante

Para las determinaciones de actividad antioxidante de las formulaciones de gominola
funcional se utilizaron los protocolos de los métodos descritos anteriormente en el apartado
1.3, TEAC, FRAP y ORAC-FI, sin modificaciones.

Determinacion de la capacidad de prevenir osteoporosis

Para las determinaciones de la capacidad anti-osteoporética de las formulaciones de
gominola funcional se utiliz6 el protocolo descrito anteriormente en el apartado 1.4, sin
modificaciones.

4.4. Estudio de etiquetado, alegaciones nutricionales y de salud

El analisis proximal y de minerales fue realizado de acuerdo a las metodologias oficiales de
la AOAC en el departamento de andlisis fisico-quimico de ANFACO-CECOPESCA.

Las siguientes normativas recogen la legislacion vigente para establecer el etiquetado
nutricional, alegaciones nutricionales y de salud para los alimentos funcionales y las
normativas consultadas para establecer las caracteristicas del producto:

— Reglamento (CE) 1924/2006, de 20 de diciembre de 2006, relativo a las declaraciones
nutricionales y de propiedades saludables en los alimentos y su modificacion.

— Reglamento (UE) n°® 1169/2011 del Parlamento Europeo y del Consejo de 25 de octubre
de 2011 sobre la informacion alimentaria facilitada al consumidor.

— Reglamento (UE) No 432/2012 de la comision de 16 de mayo de 2012 por el que se
establece una lista de declaraciones autorizadas de propiedades saludables de los
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alimentos distintas de las relativas a la reduccion del riesgo de enfermedad y al desarrollo
y la salud de los nifios.

— Reglamento (CE) No 1925/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo de 20 de
diciembre de 2006 sobre la adicion de vitaminas, minerales y otras sustancias
determinadas a los alimentos.

— Real Decreto 1487/2009, del 26 de septiembre, relativo a los complementos alimenticios.

— Real Decreto 1334/1999, de 31 de julio, por el que se aprueba la Norma general de
etiquetado, presentacion y publicidad de los productos alimenticios.

Sobre este producto se pueden establecer declaraciones nutricionales, relativas a la presencia
0 ausencia de un macro o micronutriente incluido en el alimento, y declaraciones de
propiedades saludables (Health claims) que deben ser comprendidas por el consumidor y sin
mensajes engafiosos. Los productos funcionales han de cumplir una serie de requisitos en
cuanto al contenido de dosis minimas de ingredientes funcionales, garantizar su
biodisponibilidad, demostrar con evidencias cientificas acreditadas y con probada solvencia
que poseen las propiedades declaradas en el producto final desarrollado y que la cantidad de
consumo para aportar el efecto publicitado sea razonable. En el articulo 4 del Reglamento
(CE) 1924/2006, de 20 de diciembre de 2006, relativo a las declaraciones nutricionales y de
propiedades saludables en los alimentos y su modificacion, se indica que: ““Se entendera por
«declaracién nutricional» cualquier declaracion que afirme, sugiera o dé a entender que un
alimento posee propiedades nutricionales benéficas especificas con motivo de: a) el aporte
energético (valor calorico): i) que proporciona, ii) que proporciona en un grado reducido o
incrementado, o iii) que no proporciona, y/o de b) los nutrientes u otras sustancias: i) que
contiene, ii) que contiene en proporciones reducidas o incrementadas, o iii) que no contiene ”
y “Para garantizar la veracidad de las declaraciones efectuadas, es necesario que la
sustancia objeto de la declaracion esté presente en el producto final en cantidades que sean
suficientes, o que la sustancia esté ausente o presente en las cantidades reducidas adecuadas,
para producir el efecto nutricional o fisiolégico declarado. La sustancia también debe ser
asimilable por el organismo. Ademas, y cuando proceda, una cantidad de alimento que sea
razonable esperar que se consuma debe proporcionar una cantidad significativa de la
sustancia que produce el efecto nutricional o fisioldgico declarado .

La informacidn nutricional obligatoria en el etiquetado debe incluir, por este orden: Valor
energético (expresado en Kilojulios -kJ- y Kilocalorias -kcal-), cantidad de grasa,
especificando grasas saturadas, hidratos de carbono, especificando la cantidad de azlcares,
proteinas y sal. También puede completarse con la indicacion de la cantidad de una o varias
de las siguientes sustancias: grasas monoinsaturadas, grasas poliinsaturadas, polialcoholes,
almidon, fibra alimentaria, vitaminas y minerales (presentes en cantidades significativas).
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4.5. Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron, como minimo, por triplicado, y los datos se analizaron con
el programa Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO (version 2205 compilacion
16.0.15225.20028) de 32 bits. En concreto, se calcularon los promedios y su desviacion
estandar, y, cuando fue necesario, se identificaron diferencias estadisticamente significativas
a través del test “T de Student”, mediante el complemento de analisis de datos del mismo
programa.
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5. RESULTADOS E DISCUSION

5.1. Caracterizacion de las capacidades funcionales del satco

5.1.1. Compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante

Los resultados de la cuantificacion de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y
antocianinas se presentan en la Tabla 3 junto con su desviacion estandar. Los primeros se
calculan mediante ajuste lineal enfrentando la concentracion de la recta patron con su
absorbancia. Mediante la ecuacion de la recta (R? de 0,99) se despejaron los valores de las
muestras en mg equivalentes de compuesto patrén por 100 g de muestra (acido galico y
quercetina, respectivamente). Para el calculo de antocianinas se utilizo la ecuacion detallada
en la metodologia.

Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos en las bayas de salco

Muestra Compuestos fenolicos totales Fli\é?QIZLdes Antocianinas
Baya seca 58954617 2598+138 148+20
Baya fresca 1221+30 754190 337+£35
Piel liofilizada 3000+124 15524216 516+33
Zumo de baya 1213447 472459 208+1

Datos expresados como resultados promedio + desviacion estandar del contenido en CFT (en mg
eq. AG/100 g muestra), en flavonoides totales (expresados en mg eq. QE/100 g muestra) y en
antocianinas (en mg eq. cyanidin 3-glucoside/100 g muestra).

Los resultados obtenidos se compararon con los valores encontrados en la bibliografia
cientifica. En concreto, los compuestos fendlicos totales de las bayas frescas superan los
encontrados en la bibliografia, que Ferreira et al. (2020a) reporta entre 515+52 mg eq.
AG/100 g y Martis et al. (2021) de 679 mg eq. AG/100 g, al igual que los datos de baya seca
obtenidos en Viapiana & Wesolowski (2017) (1981 y 2390 mg AG/100g). También superan
los datos bibliograficos relativos al zumo de baya de satco publicados por Vujanovic et al.
(2020) que indicaron valores de 194,5 mg/100 ml eq. AG.

Por otro lado, los valores de flavonoides totales de este estudio se encuentran por encima de
los indicados en Martis et al. (2021) para la baya fresca (635 mg eq. QE/100 g), de los
indicados en Viapiana & Wesolowski (2017) para la baya seca (207-948 mg eq. QE/100 g)
y de los indicados en Granato et al. (2015) para el zumo de baya, 6 a 119 mg QE/100 ml.

En cuanto a las antocianinas, la familia de compuestos de mayor interés, se obtienen valores
superiores a los indicados en Gongalves et al. (2021) (317,51 mg CGE/100 g muestra fresca),
pero inferiores en el caso de las bayas secas (409-1067 mg CGE/100 g de muestra seca). En
da Silva et al. (2019) se indica un valor inferior de antocianinas totales, de 109,0 mg/100 ml
en el zumo de baya, con respecto a los datos de este estudio. No se pudieron comparar los
valores de la piel de salco liofilizada con datos bibliograficos porque, segin nuestro
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conocimiento, no existen estudios de este tipo. Este es el primero que indaga en este tipo de
subproducto.

Para poner en valor los resultados de la baya de salco se realiz6 una comparativa con otras
frutas que también son fuente de antioxidantes, donde podemos ver que las bayas y el zumo
de Veigas de Sabugueiro (Figura 14 y Figura 15) es la fruta que mayor contenido de CFT
contiene por mg eq. AG/ 100 g de muestra.

Te verde
Baya Veigas de...
Remolacha
Mirtilo i
Pifia
Mora
Ciruela
Cereza (P. avium)
Grosella negra
Fresa
Uva roja
Arandano

Arandano
Cereza (P. cerasus)

Zumo de... I

Meldn

o

500 1000 1500

200 500 800 1300 mg eq. AG/100g muestra

mg eq. AG/100g muestra

Figura 14. Comparacion del contenido en CFT de las bayas  Figura 15. Comparacion del contenido en CFT del zumo de
de Veigas de sabugueiro, S.L con el contenido de CFT de baya con el contenido de CFT de bebidas a base de vegetales
fruta (Rimpapa et al., 2007; Zapata et al., 2014). (Lugasi & Hovarie, 2003; Horszwald & Andlauer, 2011).

Una vez obtenidos estos resultados, se decide continuar con las determinaciones de capacidad
antioxidante solamente en el zumo y su subproducto (piel liofilizada). Esto se hace, no solo
por su mayor interés para la industria alimentaria y de cara a su utilizacion en el desarrollo
del producto funcional, sino por la dificultad afiadida de obtener una muestra homogénea en
la baya entera (que estan formadas por piel, semillas y zumo).

Para poder validar los resultados de CAO se realiza una busqueda bibliografica en productos
de salico y una comparativa con otros frutos rojos, que ponen en valor los resultados de estas
muestras y que confirman las sospechas de que las bayas de salico estan entre los alimentos
con mayor capacidad antioxidante (Tabla 4. Datos de capacidad antioxidante (CAO)
obtenidos de los subproductos de satico).

Tabla 4. Datos de capacidad antioxidante (CAQO) obtenidos de los subproductos de
sauco

Muestra TEAC ORAC-FI FRAP
Piel liofilizada 487+58 561+64 704459
Zumo de salco 68+5 173+18 60+8

Datos expresados como promedio de los resultados de los ensayos de TEAC, ORAC y FRAP para
la piel liofilizada (expresados en umoles TE/g muestra) y para el zumo de sadco (en umoles TE/ml
muestra)
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Para poder comparar los datos obtenidos con referencias bibliograficas, se utilizaron valores
de muestra seca de Imensek et al. (2021), dado que, en nuestro conocimiento, no hay valores
de CAO en piel de sauco liofilizada. Los valores de TEAC, desde 57+8,8 a 137+11 pmol
TE/g en peso seco, los valores del FRAP, desde 9948 a 221+24 umol TE/g p.s, y los valores
del ensayo ORAC-FI, desde 279+18 a 588+48 umol TE/g p.s, son menores a los obtenidos
con las muestras de satco de Veigas de Sabugueiro, por lo que la CAO de las muestras de
este estudio presentan mayor capacidad antioxidante por los tres méetodos de analisis.

Para comparar los valores del zumo
de sauco, se utilizaron los datos del
estudio de Flores et al. (2017) que
obtuvieron un valor de TEAC 3
veces inferior (20 pmoles eq. TE/ml
de muestra). Para los valores de
FRAP se utiliz6 el estudio Granato et
al. (2015) de donde se extraen valores
de 2,12-41,10 umoles eq. TE/ml,
también inferiores a las muestras de
este estudio. No se han encontrado

Capacidad antioxidante por el método ORAC-FI

Elderberry juice

Raspberry Juice

Grape Juice

Bilberry Juice

.

Blue berry Juice

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

pmol egv. Trolox/ ml muestra

Figura 16. Comparacion de los valores de CAO obtenidos en el zumo
de salco con valores de otros zumos de frutas (en pmol eq. TE/ml
muestra) por el método ORAC-FL, con datos de Ou et al. (2001).

referencias de datos para zumo de salco con ensayos ORAC-FI, por lo que en la Figura 16
se han puesto en valor los resultados de este estudio respecto a otros zumos de frutas
antioxidantes (Ou et al., 2001) donde se puede ver que el valor del zumo de salco de Veigas

de Sabugueiro, S.L es mucho mayor.

5.1.2. Capacidad de prevenir la osteoporosis

Los resultados del ensayo de proliferacion
celular se muestran en la Figura 17, donde
se puede observar que las dos muestras a
estudio, en diferentes concentraciones,
presentan un aumento en la proliferacion
celular (modelo de preosteoblastos de ratdn,
MC3T3), frente al control negativo (con
solo medio de cultivo). En las muestras mas
concentradas aumento en un 149% en la piel
liofilizada y un 118% en el zumo de baya,
datos estadisticamente significativos (Test T
de Student, P<0,05). Los valores estan
expresados como promedio de dos ensayos
distintos, realizados en dias diferentes (por
cuatriplicado), para reducir la variabilidad

Proliferacion celular

160,0
1400
1200
100,0

80,0

% de proliferacion vs control

40,0

20,0

Piel liofilizada

Extracto de baya

m50mg/ml ®10mg/ml m2mg/ml 0,4 mg/ml

Figura 17. Resultados del ensayo de determinacion de la
capacidad de prevencion de la osteoporosis. Los datos estan
expresados en porcentaje de proliferacion. La linea roja indica
el 100% de proliferacion.

debida a la variacion intrinseca del ensayo celular (como el nimero de pases celulares, por
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ejemplo). En general, el ensayo mostro una excelente repetibilidad (CV<12%) entre las dos
repeticiones.

Dado que las muestras de piel liofilizada y zumo de baya presentaron resultados positivos en
la promocion de la proliferacion celular de los pre-osteoblastos, se realiz6 la prueba de
diferenciacion celular con las dos concentraciones mas altas (50 mg/ml y 10 mg/ml).

A continuacién, en la Figura 18 y la Figura 19, se puede apreciar visualmente como ha
cambiado la disposicion celular y la aparicion de depdsitos tras 7 dias.

48 horas

Baya 50 mg/ml

Figura 18. Ensayo de diferenciacion celular de 7 dias de duracion en muestras de piel liofilizada en
comparacion con un control

48 vh_;xras‘ g ? ¢

Zomo Sdmg/-ml

4

Figura 19. Ensayo de diferenciacion celular de 7 dias de duracion en muestras de zumo de baya en
comparacion con un control.
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En la Figura 20 se puede ver el
resultado  del ensayo de 200
diferenciacion celular, del que se
concluye que el zumo de baya de
salico de Veigas de Sabugueiro,
S.L, en la dilucion 10 mg/ml,
presenta capacidad de prevenir la
osteoporosis, empleando el ensayo
de proliferacion y de diferenciacion
celular en modelo de Piel liofilizada Zumo de baya
preosteoblastos de raton (MC3T3). B 50 mg/ml m 10 mg/ml

Las muestras de piel de baya de _ o )
. . ] Figura 20. Resultados del ensayo diferenciacion celular. Los datos estan
sauco solo proporcionaron UN expresados en porcentaje de UM pNp/g muestra vs el control. La linea roja

aumento en la proliferacion de los ndica el 100% de proliferacion.
preosteoblastos, pero no de su diferenciacion.

Diferenciacion celular

=
(%)
o

=
o
o

% uM pNp/g vs CTRL
(9]
o

Se requieren mas estudios para aclarar si las deposiciones extracelulares que se identificaron
al final del ensayo se refieren a una posible actividad biologica referida a una capacidad de
prevencion de las osteoporosis de las células estimuladas por las muestras.

5.2. Evaluacién del prototipo de la gominola funcional
5.2.1. Analisis fisico-quimico

Se presentan en la Tabla 5 los resultados de pH, humedad y color de la formulacion de
gominola funcional a estudio. Estas caracteristicas, junto con otras como la temperatura, la
presencia de oxigeno, el tiempo de tratamiento y el almacenamiento, influyen en el grado de
degradacion de las vitaminas y compuestos antioxidantes (Leskova et al., 2006).

El pH de las muestras esta en el rango habitual de este tipo de productos y, al ser pH bajo,
favorece la conservacion de antocianinas (Giusti et al., 2003). Seria interesante disminuirlo
hasta que se encuentre en el rango de 1-3. Respecto al contenido de humedad, es mucho
mayor que el que habitualmente se encuentra en este tipo de productos (8-22%). Esto afecta
a la conservacion y a la aparicion de moho, como se pudo comprobar en la planta piloto. Al
no tener capacidad para imitar el proceso industrial de doble secado con humedad controlada
que se aplica en las fabricas especializadas, el contenido de humedad queda entre 10 y 20
puntos por encima del rango aceptable para este producto, por lo que su vida util es mucho
menor. En cuanto al color, se mantiene en valores similares entre todas las formulaciones,
dato esperable dado que la pigmentacion del saico en la gominola adquiere un tono muy
intenso y opaco que dificilmente se verd modificado por factores externos, cualidad
interesante para la aceptacion del consumidor.
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Tabla 5. Presentacién de resultados del andlisis fisico-quimico

Humedad Color (CIELab)

Muestras pH (%) L* a* b* Color (RGB)
FOL%'%‘;'O” 3,61+0,01 33,1%0,05 14,87+4,14 1,08+0,41  0,2040,91 39:37:37

Los resultados obtenidos se presentan en promedio de cinco mediciones.

5.2.2. Andlisis de perfil de textura

En la Tabla 6 se presentan los datos, resultado del analisis de perfil de textura de las
formulaciones estudiadas. Se comparan los resultados mediante el “test de Student” para
comprobar si hay diferencia estadisticamente significativa (P<0,05) entre los valores (n=5)
de las diferentes formulaciones (los ingredientes estan reflejados en la Tabla 2).

Tabla 6. Resultados del analisis de perfil de textura (TPA) de las gominolas funcionales

Dureza (g) Adhesividad Resiliencia Cohesion  Elasticidad Masticabilidad

g-sec % %
F1A 422+12 -19+3 92+1 0,97+0,04 98+0 404+11
F1B 373+38 -19+6 88+3 0,97+0,03 98+1 357+38
F2A 476+53 -98+138 857 0,95+0,02 957 436+82
F2B 398+54 -21+4 80+2 0,94+0,01 98+1 36650
F3A 437+15 -24+4 82+1 0,95+0,06 98+1 404+10
F3B 44647 -30+10 79+3 0,93+0,01 98+0 408+42

Se representan los valores promedio de 5 mediciones junto con su desviacion estandar

En las formulaciones F1A y F1B se analiza la diferencia en la textura al afiadir &cido
ascorbico, y se observa que no hay diferencias significativas en la adhesividad, cohesion y
elasticidad. En cambio, influye significativamente en la dureza, la resiliencia y
masticabilidad. Al afadirle a la formulacion F1B inulina (F2A), con su correspondiente
reduccién de zumo de salico, gelatina y azucar, se concluye que la diferencia en la dureza es
estadisticamente significativa. La dureza es el principal factor que afecta a la masticabilidad,
y es la primera caracteristica de textura que los consumidores perciben, lo que determina su
aceptacion por parte de los consumidores (Zhou et al., 2021).

Sobre la formulacion F2A se quiso aumentar el contenido en inulina mediante la reduccién
de azucar, resultando en la formulacion F2B que presenta, respecto a su homdloga,
diferencias significativas en dureza, pero no en las demas caracteristicas. En la siguiente
formulacién (F3A), se aumento ligeramente el contenido en gelatina y se redujo el &cido
citrico, porque los catadores declaraban un aumento en la sensacién de acidez tras la adicion
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de inulina. Harian falta méas pruebas para confirmar si es la reduccion de azucar o la adicion
de inulina lo que influye en la percepcion del sabor &cido. Solo la resiliencia presenta

diferencias significativas entre la F2B y la F3A.

La formulacion elegida es la F3B, que se diferencia de la F3A en el contenido en azlcar,
particialmente sustituido por maltodextrina, y con la adicién de vitamina Be. Ningun
parametro presenta diferencias significativas, siendo la dureza la que mas aumenta. Son
resultados muy positivos porque permiten obtener un producto con bajo contenido en azdcar

(<5 ¢/100 g producto) sin que afecte a la textura.

5.2.3. Evaluacion sensorial

La puntuacion de aceptabilidad sensorial de la
formulacién elegida (F3B) obtuvo méas de 3,5 en una
escala heddnica de 5 puntos, muy buena aceptacion
teniendo en cuenta que es una gominola sin un proceso de
secado industrial. En la Figura 21 se pueden observar los
resultados para cada atributo sensorial. Las respuestas de
los 32 cuestionarios cubiertos por los voluntarios se
procesaron manualmente.

A continuacion, se citan algunos de los comentarios
indicados por el panel de consumidores en relacion con
los distintos atributos evaluados durante la cata:

SABOR 3,5 OLOR

a2
TEXTURA

Figura 21. Diagrama de puntuaciones de
atributos sensoriales de la gominola funcional.

De forma general en relacién con la apariencia o el color de la muestra, el panel de
consumidores ha indicado que es caracteristico para el tipo de producto evaluado.

De forma general el panel de consumidores ha definido el olor de la muestra como
caracteristico del producto, aunque cabe destacar que buena parte de los miembros del
panel de consumidores ha descrito el olor como suave o poco intenso.

La textura de la muestra ha sido descrita como ligeramente consistente, no adherente ni
pegajosa.

El sabor de la muestra ha sido definido como natural, afrutado con sabor caracteristico
de las bayas de salco. La muestra presentaba un toque acido agradable. Algunos
miembros del panel a pesar de describir la muestra como agradable indicaron que
mejoraria si tuviera mayor dulzor.

5.3. Validacion de la funcionalidad del prototipo seleccionado

5.3.1. Compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante

A continuacion, en la Tabla 7 se presentan los resultados de compuestos fendlicos y de la
capacidad antioxidante:
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Tabla 7. Contenido en compuestos fendlicos en mg/100 g de gominola funcional

Compuestos  Flavonoides Antocia

Muestra e . TEAC ORAC-FI FRAP
fenolicos totales totales ninas
Formulacion
elegida 750490 296+14 93+0 5103+611 4095+315 765+ 38

Datos expresados como resultado promedio * desviacion estandar del contenido en CFT (en mg eq. AG por
100 g de muestra), en flavonoides totales (expresados en mg eq. QE por 100 g de muestra) y en antocianinas
(en mg eq. cyanidin 3-glucosido por 100 g muestra) y los resultados de CAO como promedio de los resultados
de TEAC, ORAC y FRAP (expresados en pmoles TE/100 g muestra).

Obtenidos los resultados, se establece una comparacién con productos similares encontrados
en la bibliografia. En Carle et al. (2009) se describe un contenido muy inferior de CFT en
gominolas a base de gelatina suplementadas con antocianinas (24 mg/100 g muestra). En
Vergara et al. (2021), las gominolas de pitanga desarrolladas presentan 44 + 1 mg de
cyanidine-3-glycoside cada 100 g muestra de gominola baja en calorias, también inferior a
los valores de este trabajo.

En Séenz et al. (2019) se estudia una gominola de nopal con una cantidad de CFT de 73+1
mg GA/ 100 g muestra y capacidad antioxidante por el método ORAC-FL de 1795+73 um
eq. TE/100 g de muestra, valores inferiores a los de la formulacion del presente trabajo.

Para este producto, establece la racién diaria recomendada de 4 unidades, con un tamafio de
3-4 g/unidad. Para la eleccion del peso ideal por gominola funcional se consultd a empresas
espafiolas que fabrican este tipo de productos. Esta racién cubriria en torno a un contenido
entre 11-14 mg antocianinas.

La estimacion de ingesta diaria recomendada de antocianinas varia en funcién del pais. En
EE.UU fue de 12,5 mg/dia (Wu et al., 2006), mientras que en Europa la ingesta media para
los hombres varid de 19,8 (Paises Bajos) a 64,9 mg/dia (Italia), y para mujeres, de 18,4
(Espafa) a 44,1 mg/dia (Italia) (Zamora-Ros et al., 2011).

5.3.2. Capacidad protectora contra la osteoporosis

Los datos obtenidos se procesan comparando los promedios de las absorbancias de las dos
repeticiones de cada tratamiento con las de los controles, definiendo el grado de proliferacion
celular como valor porcentual sobre el control. Ademas, se procesan los datos aceptando
CV% <15% y se efectla el “test T de Student” (P<0,05) para determinar si existen diferencias
significativas entre los tratamientos y los controles.
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En la Figura 22 se puede observar que la viabilidad celular a la concentracion mas alta (50
mg de gominola/ml medio de cultivo) resultd ser menor al 70%, por lo que la muestra no se
considera apta para ensayo celular. A menor concentracion (10 mg/ml), las muestras resultan
aptas para el ensayo, aunque los valores de proliferacion se quedan por debajo del 80%. Se
concluye que la formulacion final de gominola funcional no presenta capacidad para prevenir
la osteoporosis en el ensayo de proliferacion en modelo celular de preosteoblastos de ratdn
(MC3T3); por lo tanto, no se procedié a realizar el ensayo de diferenciacion celular.

Proliferaciéon celular

100,0
20,0
80,0

70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

% PROLIFERACION VS CONTROL

50 mg/ml 10 mg/ml 2 mg/ml 0,4 mg/ml

Figura 22. Resultados del ensayo de determinacion de la capacidad de
prevencion de la osteoporosis. Los datos estan expresados en porcentaje de
proliferacién. La linea roja indica el 100% de proliferacion.

5.3.3. Analisis nutricional y estudio de etiquetado

En la Tabla 8 se presentan los resultados del analisis proximal en el que se han determinado
los pardmetros necesarios para el etiquetado de producto: kcal/kJ, hidratos de carbono, de los
cuales azucares, grasas, de las cuales, saturadas, fibra, proteina total, contenido en sodio y en
la Tabla 9 el contenido en minerales y vitaminas de interés y su correspondiente declaracion
nutricional.
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Tabla 8. Resultados del analisis nutricional
nutricional correspondiente

de la gominola funcional y la declaracion

Gominola . -
. Declaracion nutricional
funcional
Valor energético 179+ 6 No hay declaracién nutricional porque el
(kcal/100g) - producto contiene mas de 40 kcal/100 g
" No hay declaracion nutricional porque el
Wl Bregaen (A 761+25 producto contiene mas de 170 kJ/100 g
Bajo contenido en grasa. El producto contiene
Grasa (Soxhlet) <1,00 <3g grasa/100 g
i Sin grasas saturadas. El producto contiene
Saturados <0,10 <0.1g/100 g
No hay declaracién nutricional porque el 45%
- Monoinsaturados 0,08 de los &cidos grasos no provienen de grasas
monoinsaturadas
No hay declaracion nutricional porque el 45%
- Poliinsaturados 0,01 de los &cidos grasos no provienen de grasas
poliinsaturadas
EPA + DHA <0,01 No hay declaracién nutricional
Omega - 3 <0,01 No hay deglaracmn nutr|,C|.onaI porgue no
contiene mas de 0,3g de acido a-linolénico
Omega - 6 0,01 No hay declaracion nutricional
Trans <0,01 No hay declaracién nutricional
Hidratos de carbono g/100g 373 No hay declaracién nutricional
De los cuales aziicares 4,08 £ 0,38 Bajo contenldq en azucares. El producto
contiene <5 g/100 g
- Fructosa 0,76 + 0,08 No hay declaracion nutricional
- Glucosa 0,92+0,10 No hay declaracidn nutricional
- Sacarosa 1,9+0,2 No hay declaracién nutricional
- Maltosa y Lactosa < 0,50 No hay declaracion nutricional
No hay declaracién nutricional porgue no
Fibra alimentaria (g/100g) 1,59+0,18 contiene como minimo 3g fibra/100 g 6 1,5
9/100 kcal
Proteinas (Kjeldahl) 69406 Se considera fuente de proteinas porque >12%
e del valor energético proviene de las proteinas
Sodio (g/100g) 0,028 £ 0,005 Muy bajo contenido en sodio (<0,04 g/100 g)
Cenizas (Gravimetria) <1,00 No hay declaracion nutricional

Los resultados se presentan en valores de g/100 g, excepto el valor energético que se representa

en kcal 0 kJ/100 g
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A nivel nutricional, la gominola funcional se puede considerar un producto saludable que no
provoca el desplazamiento en el consumo de otros alimentos ni perjudica la salud del
individuo. EI contenido caldrico para la racion diaria recomendada es de aprox. 28 kcal, por
lo que no supone un aumento en el consumo calorico diario. Se puede etiquetar como bajo
en azucares, lo cual la diferencia de los productos similares que estdn actualmente en el
mercado. En contraposicion, aunque el reglamento permita declarar el producto como fuente
de proteinas, se debe tener en cuenta que la gelatina no contiene un valor biologico ni un
perfil de aminoacidos equilibrado (proporcion muy elevada de prolina e hidroxiprolina) y por
ello no es posible afirmar que tenga un valor nutricional como proteinas que sea beneficioso.

Por ultimo, cuando un alimento reuna de forma natural la condicion o las condiciones
establecidas para el uso de una declaracion nutricional (el zumo es la fuente del contenido en
antocianinas), podra utilizarse el término «naturalmente/ natural» antepuesto a la declaracion.

Tabla 9. Contenido en minerales y vitaminas en las gominolas funcionales y su
correspondiente declaracion nutricional

Minerales y vitaminas CDR Gominola Declaracion nutricional
funcional
Potasio mg/100 g 2000 mg 144 £ 19 No hay declaracién nutricional
Calcio mg/100 g 800 mg 34+7 No hay declaracion nutricional
Cobre mg/Kg 1mg 0,44 £ 0,10
Manganeso mg/Kg 2mg 2,56
Zinc mg/kg 10 mg 1,61 Fuente de zinc
Magnesio mg/Kg 375 mg 289
Fosforo mg/100 g 700 mg <50 No hay declaracion nutricional
Hierro mg/100 g 14 mg 0,38 £0,10 No hay declaracion nutricional
Vitamina C 80 mg 100
Vitamina Bs 1,4 mg 1,6

Sombreado en verde claro indica alegacion “fuente de ”, en verde oscuro indica la alegacion “alto
contenido en”, en blanco no llega al 15% de la cantidad minima recomendada y no permite
alegacion. El porcentaje es respecto a la Cantidad Diaria recomendada (CDR) establecida en la
legislacion.

La gominola funcional contiene la cantidad suficiente para establecer la declaracion de
minerales de: alto contenido en magnesio (44%CDR), fuente de zinc (16% CDR), alto
contenido en manganeso (128% CDR) y alto contenido en cobre (44% CDR). Respecto a las
declaraciones de vitaminas analizadas: contiene un alto contenido en vitamina C (125%
CDR) y en vitamina Be (114,3% CDR). Se debe tener en cuenta que el contenido en humedad
la gominola es del 33%, un producto secado o concentrado concentraria también los
minerales y permitiria mayor nimero de alegaciones.
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Estos valores hacen de la gominola funcional un producto beneficioso para afiadir como
complemento a la dieta habitual.

Dosis maxima permitida

En el estudio de Senica et al. (2016) declaran que la sambunigrina fue el Gnico glucésido
cianogénico detectado en todos los productos de salico que analizaron. La muestra de interés
para este trabajo es el zumo de salco, donde encontraron 11 mg/kg. Este compuesto podria
tener un efecto cardiotoxico, por lo que es necesario darle un tratamiento previo a su uso
(Laffita & Castillo, 2011), que en este caso se calentd a 110 °C por 35 min como paso previo
al proceso de elaboracion. El satco fresco contiene 3 mg de cianuro de hidrogeno (HCN)
(Ciocoiu et al., 2016) que pueden ser reducidos con tratamiento térmico en un 44% (Senica
et al., 2016). De todas formas, las bayas se recolectan en un estado de maduracién concreto
para evitar la presencia de estos glucosidos cianogénicos. Segun lo dictaminado por la
European Food Safety Authority (2013), el consumo de antocianinas se considera seguro y
no se ha encontrado ningun efecto adverso en relacion con el consumo de antocianinas. No
se han encontrado referencias de dosis maximas de inulina.

En cuanto al nivel de contaminantes, los valores de Cadmio y Plomo se encuentran por
debajo de los niveles maximos permitidos (0,05 mg/Kg de plomo en zumos de frutas y 0,050
mg/Kg de cadmio en frutas) segin REGLAMENTO (CE) No 1881/2006 DE LA COMISION
de 19 de diciembre de 2006 por el que se fija el contenido maximo de determinados
contaminantes en los productos alimenticios. En la Tabla 10 se presentan los minerales
contaminantes analizados:

Tabla 10. Contenido en contaminantes en gominolas funcionales

Contaminantes

Cadmio mg/Kg <0,010

Plomo mg/Kg <0,020
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6. CONCLUSIONES

De este estudio detallado se puede concluir que:

e Las bayas de salco de Veigas de Sabugueiro, S.L son particularmente ricas en
compuestos fenolicos, y, como observacion interesante, es que el proceso de
produccidn del zumo es capaz de concentrar las antocianinas presentes en las bayas
frescas manteniendo el contenido total practicamente inalterado.

e La capacidad antioxidante detectada en el zumo de sauco es mayor por los tres
métodos estudiados que los datos publicados en bibliografia cientifica y también
mayores que otros zumos de frutas con demostrada capacidad antioxidante. Ademas,
el zumo se ha confirmado como bioactivo en prevenir la osteoporosis, mediante el
ensayo celular in vitro en modelo celular de pre-osteoblastos de raton (MC3T3-EL).
Por lo tanto, este estudio ha puesto en valor el zumo de baya de salco de Veigas de
Sabugueiro S.L que lo hacen un buen producto para consumir diariamente por sus
beneficios sobre la salud.

e Las gominolas funcionales pueden ser un buen complemento para aumentar el
consumo de antioxidantes de manera sencilla y agradable, por todos los rangos de
edad. Consiguen un contenido final de antocianinas que cubre el 80% y 100% de la
ingesta recomendada (en Europa y EEUU, respectivamente) sin que suponga un
aumento significativo en el consumo calérico ni de azlcar afiadido.

e A nivel nutricional y, en base a los estudios publicados que asocian el consumo de
antocianinas y su influencia en la salud, seria mas recomendable el consumo de zumo
de sadco sin pasar por el proceso de transformacion a gominola funcional, pero
quizas no contaria con la aprobacion del pablico.

Como conclusidn, se puede decir que estos estudios preliminares indican que la gominola
funcional puede ser una buena fuente de antioxidantes que complementen una dieta saludable
y variada que esté acompafiada de ejercicio fisico diario.
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