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Resumen

Del Angel Cruz José Armando. Maestria en ciencias en alimentos (MCA).
Instituto Tecnolégico de Tepic Nayarit, Diciembre del 2020. “EFECTO DE LA
TERMOSONICACION SOBRE PARAMETROS DE CALIDAD, ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE Y PROPIEDADES ANTIINFLAMATORIAS EN JUGO DE
ARANDANO AZUL (VACCINIUM CORYMBOSUM)” Director de tesis: Dra. Rita
Maria Velazquez Estrada.

El jugo de arandano azul es una bebida con multiples cualidades sensoriales y
nutritivas. Por lo cual, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
termosonicacién sobre la actividad enzimatica, microbiolégica, compuestos
bioactivos, actividad antioxidante y propiedades antiinflamatorias en jugo de
arandano. El jugo de arandano se termosonicé aplicando un disefio central rotatorio,
compuesto por dos variables independientes (amplitud y tiempo), cada una en cinco
niveles, ordenados aleatoriamente utilizando la metodologia de superficie de
respuesta a una temperatura de salida de 50 °C. Se realizaron parametros
fisicoquimicos (pH, indice de turbidez, indice de oscurecimiento, solidos solubles
totales, acidez titulable); analisis microbiolégicos (mesdfilos aerobios totales,
enterobacterias, hongos y levaduras); analisis enzimaticos de polifenoloxidasa y
pectinmetilesteraza (PPO y PME), analisis de compuestos fendlicos totales,
antocianinas, porcentaje de actividad quelante, actividad antioxidante por tres
métodos (DPPH, ABTS y FRAP) y andlisis de las propiedades antiinflamatorias en
células HT-29. Los valores obtenidos de pH (3.17- 3.71) y solidos solubles totales
(11.75-12) del jugo de arandano azul termosonicado se encuentran dentro del
rango reportado para jugo de arandano segun lo establecido por la Norma CODEX
STAN 247-2005. El indice de turbidez en los jugos termosonicados mostré un
incremento comparados con el jugo control. En hongos y levaduras se logré una
inactivacion total en los 2 de los tratamientos, ademas de no detectar presencia de
enterobacterias en los diversos tratamientos. La actividad residual de la PME y PPO
fue <1% y <10%, respectivamente. Se obtuvo un incremento en el contenido de
fenoles solubles de los tratamientos. Asi mismo se observd un incremento en la
actividad antioxidante por ABTS, DPPH y FRAP para todos los tratamientos
comparados con la muestra control, En cuanto a la reproducibilidad, 5 de las
variables analizadas en este estudio se ajustaron al modelo matematico, teniendo
reproducibilidad las variables (indice de turbidez, fenoles solubles totales, actividad
antioxidante por ABTS y FRAP). En cuanto al potencial antiinflamatorio, los
resultados de la prueba de citotoxicidad por MTT muestran que no hay diferencias
significativas entre las concentraciones de liofilizados de jugo administrados a las
células, por lo cual se tomaron las concentraciones de 20 ng/ml. Los resultados
obtenidos en el efecto de los liofilizados de jugo de arandano azul sobre los
marcadores de inflamacion, se observa una mayor influencia del tratamiento
optimizado con respecto al tratamiento control.

Como conclusioén la termosonicacion redujo hasta de 3 Log UFC/mI para mesdéfilos
aerobios y hongos y levaduras. Se redujo la actividad de la PME y PPO. Ademas,
la actividad antioxidante no se vid comprometida con los tratamientos de
termosonicacion.
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Abstract

Del Angel Cruz José Armando. Master of Science in Food (MCA). Instituto
Tecnolégico de Tepic Nayarit, December 2020. "EFFECT OF
THERMOSONICATION ON QUALITY PARAMETERS, ANTIOXIDANT ACTIVITY
AND ANTI-INFLAMMATORY PROPERTIES IN BLUE BLUEBERRY JUICE
(VACCINIUM CORYMBOSUM)" Thesis Director: Dra. Rita Maria Velazquez
Estrada.

Blueberry juice is a drink with multiple sensory and nutritional qualities. Therefore,
the objective of the present study was to evaluate the effect of thermosonication on
the enzymatic and microbiological activity, bioactive compounds, antioxidant activity
and anti-inflammatory properties in cranberry juice. The cranberry juice was
thermosonic applying a central rotary design, composed of two independent
variables (amplitude and time), each one in five levels, randomly ordered using the
response surface methodology at an outlet temperature of 50 °C. Physicochemical
parameters were carried out (pH, turbidity index, darkening index, total soluble
solids, titratable acidity); microbiological analysis (total aerobic mesophiles,
enterobacteria, fungi and yeasts); Enzymatic analysis of polyphenoloxidase and
pectinmethyl ester (PPO and PME), analysis of total phenolic compounds,
anthocyanins, percentage of chelating activity, antioxidant activity by three methods
(DPPH, ABTS and FRAP) and analysis of anti-inflammatory properties in HT-29
cells. The values obtained for pH (3.17- 3.71) and total soluble solids (11.75-12) of
the thermosonicated blueberry juice are within the range reported for cranberry juice
as established by the CODEX STAN 247-2005 Standard. The cloudiness index in
the thermosonicated juices showed an increase compared to the juice control. In
fungi and yeasts, a total inactivation was achieved in the 2 of the treatments, in
addition to not detecting the presence of enterobacteria in the various treatments.
The residual activity of PME and PPO was <1% and <10%, respectively. An increase
in the content of soluble phenols of the treatments was increased. Likewise, an
increase in antioxidant activity is increased by ABTS, DPPH and FRAP for all
treatments compared with the control sample. Regarding reproducibility, 5 of the
variables analyzed in this study were adjusted to the mathematical model, the
variables having reproducibility (turbidity index, total soluble phenols, antioxidant
activity by ABTS and FRAP). Regarding the anti-inflammatory potential, the results
of the MTT cytotoxicity test show that there are no significant differences between
the concentrations of juice lyophilisates administered to the cells, for which the
concentrations of 20 ng / ml were taken. The results obtained in the effect of the
blueberry juice lyophilisates on the inflammation markers, a greater influence of the
optimized treatment with respect to the control treatment is observed.

In conclusion, the thermosonication reduced up to 3 Log CFU / ml for aerobic
mesophiles and fungi and yeasts. PME and PPO activity was reduced. Furthermore,
the antioxidant activity was not compromised with the thermosonication treatments.
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Capitulo 1 Introduccion

Capitulo 1 Introduccioén

El arandano azul (Vaccinium corymbosum) es una baya esférica de color azul, con
un alto nivel de durabilidad poscosecha en comparacion con otras bayas
(SAGARPA, 2017). En México la produccion de arandanos se encuentra en el rango
de las 300 toneladas, siendo el 2.7% de la produccién nacional de bayas que se
exportan a paises como Canada y Estados Unidos. El estado con mayor produccion
de arandano es el estado de Jalisco el cual contribuye con 20.3 % de la produccién

de este fruto a nivel nacional (FIRA, 2016).

Por otra parte, la transformacién de las bayas de arandano a jugo, ademas de ser
una opcidén para un mayor aprovechamiento del fruto; también proporciona los
compuestos bioactivos presentes en el fruto y que promueven la salud debido a sus
distintas  propiedades biolégicas  (antioxidantes, antiinflamatorias vy
anticancerigenas) (Barba y cols., 2013), los diversos compuestos bioactivos que
generan estas actividades han sido ampliamente estudiados debido a sus
propiedades antiinflamatorias ( Altobelli y cols., 2014). Datos reportados por la OMS
(Organizaciéon Mundial de la Salud) indican que el cancer es una de las principales
causas de muerte en todo el mundo, siendo el cancer de colon una de las neoplasias
malignas mas comunes en el mundo occidental, ademas de ser el primero en

incidencia y el segundo en mortalidad en el mundo. (Snyder y cols., 2020)

A través de los afos; se ha buscado la implementacion de técnicas de
procesamiento, las cuales puedan conservar e incluso potencializar compuestos
bioactivos de tanto interés en la promocion de la salud. Las tecnologias emergentes
(alta presion hidrostatica, pulsos eléctricos, ultrasonido, pulsos luminicos, entre
otras) son una alternativa de conservacion eficiente para la obtencion de alimentos
seguros, nutritivos y con calidad sensorial, avanzando en el desarrollo de una serie

de innovaciones y tendencias.

En este sentido, el ultrasonido en combinacidon con temperaturas moderadas
(denominada termosonicacion) ha demostrado buenos resultados como método
alternativo de procesamiento de alimentos, sustituyendo a las tecnologias

convencionales como la pasteurizacion, y otras que involucran el uso de

16



Capitulo 1 Introduccion

temperaturas elevadas que pueden generar la pérdida de los compuestos bioactivos

de interés presentes en el arandano (Saeeduddin y cols., 2015).

Con base a lo anterior, la aplicacion de termosonicacion en un jugo de arandanos,
se presenta como una opcidn para aprovechar el fruto de arandano, para asi
obtener un jugo de caracteristicas sensoriales Optimas y seguro
microbiologicamente. Ademas, este estudio contempla evaluar los efectos de esta
tecnologia sobre los compuestos de interés en el arandano y sus propiedades

antioxidantes y antiinflamatorias.
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Capitulo 2 Antecedentes

Capitulo 2 Antecedentes

2.1 Generalidades del arandano

El arandano azul (Vaccinium corymbosum) es una baya (Berry, en inglés) de forma
esférica la cual tiene un diametro promedio de 3 cm, este fruto tiene una coloracion
azul intenso a suave; de alli la denominacion como blueberry (Figura 2.1). Su
epidermis se encuentra cubierta por una serosidad caracteristica de este fruto, ya
que, en conjunto con la consistencia propia del fruto, genera una durabilidad

poscosecha mayor a la de otras berries, como la frambuesa. (SAGARPA, 2017).

Las plantaciones de este fruto generalmente son en lineas separadas de 2.5a3 m
entre si. La separacién existente entre dichas plantas puede variar de 0.75a 1.5 m,
con lo cual se puede generar una densidad 2,200 a 4,400 plantas por Ha sembrada
de arandano azul. De igual forma se puede realizar una multiplicacién de las plantas
por estacas o mediante micropropagacion, es decir vegetativamente, a partir de una

planta original de caracteristicas idoneas. (Undurraga Diaz, 2017).

N

Figura 2.1 Planta de arandano

La planta de arandano requiere de un periodo de frio acumulado durante el invierno,
esto con la finalidad de que la planta se sobreponga al receso invernal, de esta
forma se obtiene una floracién pareja y abundante. En cuestion de temperatura, este
tipo de planta requiere de temperaturas inferiores a los 7°C, y prefiere suelos acidos

con un pH entre 4 - 5, estos suelos también deben de ser livianos, arenosos con
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Capitulo 2 Antecedentes

abundante materia organica, bien drenados y con adecuado abastecimiento de
agua durante la temporada de crecimiento para garantizar la mayor calidad en el
fruto (Undurraga Diaz, 2017).

El arandano azul suele ser consumido en fresco, aunque de igual forma puede ser
utilizado como insumo para una gran cantidad de productos, sus usos van desde la
elaboracién de mermeladas, purés, jugos, vinos e ingredientes para pasteleria y
cereales, otra de las formas mas recurridas para la venta de este fruto es
congelado, la mayor parte de la produccién nacional de arandano se exporta a
mercados del extranjero (SAGARPA, 2017).

2.2 Produccién y exportaciéon de arandano

2.2.1 Produccioén nacional de arandano

En México la produccién de bayas tiene gran importancia en materia de exportacion,
la produccién de arandano en el pais se da entre los meses de agosto hasta el mes
de abiril, siendo en diciembre y enero los meses de mayor produccion de este fruto.
En México se producen anualmente 36,699.7 Ton de arandano las cuales tienen
un valor de produccién en pesos de $ 2,150,199.07, siendo el principal productor el
estado de Jalisco (Cuadro 2.1) (SIAP, 2018). Por su parte el estado de Nayarit, al
encontrarse en las etapas iniciales de la producciéon de arandano, aun no figura
dentro de los estados productores de este fruto, sin embargo, se tienen datos
obtenidos de los productores locales, los cuales reportan que en el municipio de

San Luis de Lozada se tienen sembradas 4 Ha de arandano.
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Cuadro 2.1 Produccién nacional de arandano azul

. L Valor
Superficie Rendimiento .
Produccién
Entidad .
_ (Millones de
federativa (Ha) (udm/ha)
Pesos)
Produccién Cosechada
Jalisco 14,563 1577 15.4 856
Michoacan 8,861 682 13.7 524
Sinaloa 6,149 450 13 448
Baja California 3,380 235 11.3 154
Colima 2,638 220 9.7 145
Puebla 885 142 9.2 14
México 146 15 6.2 6
Sonora 72 12 6 4
Guanajuato 6 2 2.9 0
Total 36,700 3,335 87 2,151

Fuente: Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) udm (Unidades
de medida. 2018)

2.2.2 Exportaciéon de arandano

El principal productor de arandano a nivel mundial es Estados Unidos, seguido por
Canada. En Europa los principales productores de arandano son Polonia, Alemania
y Espafia. En el continente americano los productores mas importantes son Chile,
Argentina, Uruguay y México. En el resto del mundo otros productores de este fruto
son China (la cual no cuenta con excedente exportable), Sudafrica, Nueva Zelanda

y Australia (Internacional, 2018).

El arandano azul es la frutilla con mayor relevancia en los mercados internacionales

debido a sus caracteristicas y propiedades. Entre los afios 2003 y 2012, el volumen
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de las exportaciones mundiales de arandanos presenté una tasa de crecimiento
promedio anual de 10 %. Mientras tanto, durante el mismo periodo de tiempo, los
arandanos rojos registraron un aumento en las exportaciones de 9.7 % y las fresas
de 5.6 %, en promedio anual. Por otra parte, el volumen de las importaciones de
arandanos crecio en promedio 10.7 % anual; los arandanos rojos incrementaron sus

exportaciones 10.3 por ciento anual y las fresas en 6.8 por ciento anual (FIRA, 2016)

Cabe mencionar que en México el valor comercial del arandano ha tenido un
importante crecimiento a lo largo de los afios, viéndose el mayor crecimiento de este
a partir del afio 2009 al 2014, entre los cuales el precio por kg pasé de $9.00 pesos

por kilogramo a mas de $50.00 pesos por kg (FIRA, 2016).

2.3 Composicién quimica y nutricional del arandano

El valor nutricional del arandano, segun la estandarizacion de la Administracién de
Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés), lo
resume como un fruto libre de grasas y sodio, libre de colesterol y rico en fibra,
refrescante, tonico, astringente, diurético y poseedor de vitamina C y vitamina K
(Cuadro 2.2). El color de los arandanos es causado por un grupo de flavonoides
llamados antocianinas, que tienen un poderoso poder antioxidante (IDEXCAM,
2017)
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Cuadro 2.2 Informacion nutrimental del arandano

Nutrientes (Unidad) Valor por 100 g de porcién
comestible
Calorias 57
Sodio 0
Carbohidratos (g) 14
Fibra dietética (g) 24
Azucar (g) 10
Proteina (g) 0.7
Vitamina A (mg) 54.00
Vitamina C (mg) 9.7
Vitamina E (mg) 0.57
Hierro (mg) 0.28
Calcio (mg) 6.00
Sodio (mg) 1

Fuente:(USDA-Ed Connection, 2018)

2.4 Compuestos bioactivos en arandano

Diversos alimentos de origen vegetal como lo son las frutas, hortalizas, cereales y
derivados son alimentos que ademas de aportar macronutrientes y micronutrientes
(hidratos de carbono, minerales, acidos grasos y vitaminas), contienen sustancias
que pueden tener un impacto significativo en el curso de alguna enfermedad y ser
indispensables a largo plazo para la salud (Mart y cols., 2018) .Los compuestos
bioactivos mas estudiados en la actualidad son los compuestos fendlicos, los cuales
se encuentran presentes fundamentalmente en las frutas rojas o moradas como los
arandanos, estos compuestos se pueden clasificar en flavonoides (antocianinas,
flavonoles y flavonas), fenilpropanoides (derivados de acidos hidroxicinamicos,
como el cafeico, ferulico sinapico y p-cumarico), estilbenoides (resveratrol y
piceatanol) y derivados del acido benzoico (acidos galico y elagico). De todas estas
sustancias bioactivas, el grupo mayoritario es el de los flavonoides, del que se

conocen mas de 5.000 compuestos diferentes (Martinez y cols. 2008).
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2.4.1 Compuestos fendlicos presentes en el arandano azul

Los compuestos fendlicos estan relacionados principalmente con la calidad
sensorial de los alimentos de origen vegetal, fresco y procesado. Ademas de que
estos compuestos pueden actuar como antioxidantes de forma natural en este tipo
de alimentos, los cuales pueden proveer de un efecto protector en enfermedades

cardiovasculares y cancer (Porras y cols. 2009).

Los compuestos fendlicos presentes en el arandano azul pueden englobarse dentro
de cuatro familias distintas, incluyendo fenoles simples, como el acido clorogénico
y diversos grupos de polifenoles, como antocianos, flavonoles y proantocianidinas
(Figura 2.2). En el caso de los antocianos, se han identificado glicosidos
procedentes de 4 agliconas distintas: malvidina, delfinidina, cianidina, petunidina, y
peonidina, siendo los derivados de malvidina los mayoritarios (46% del total de
antocianos). El perfil de flavonoides consiste en tres grupos de glicosidos de
flavonoles, derivados de las agliconas quercetina, miricetina y kaempferol,
correspondiendo el mayor porcentaje a los glicdsidos de quercetina (72% del total
de flavonoides). En lo que a &acidos fendlicos se refiere, el unico presente en
cantidades significativas es el acido clorogénico. Otros acidos fendlicos
pertenecientes a la familia de los acidos cindamicos, como el ferulico y p-cumarico
también han sido detectados en algunas de las variedades estudiadas (Vazquez-
Castilla y cols., 2005). De igual forma se destaca la presencia de acido elagico, del
cual se tienen reportes que tiene propiedades antioxidantes y antitumorales
demostradas en numerosos estudios en animales, tanto "jn vitro" como "in vivo". Las
procianidinas presentes en el arandano son del tipo proantocianidinas (oligdémeros
de catequina) y constan de dimeros, trimeros, tetrameros y oligébmeros (5-11
unidades) de catequina, siendo los oligdmeros de mas de 4 unidades los

mayoritarios (Almaguer y cols., 2009)
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Figura 2.2 Estructura de las agliconas mayoritarias correspondientes a cada una de
las familias de compuestos fendlicos presentes en los frutos de

arandano.(Cervantes y cols., 2020)

Sin embargo, diversos estudios han demostrado que el contenido de fenoles
presentes en el arandano azul sufre modificacion en su contenido con base a la
etapa de madurez del fruto. Ribera y cols., (2006) reportaron que en la etapa de
madurez inicial del fruto el contenido de fenoles totales es mayor que en su etapa
de madurez 6ptima, contrastando con el contenido total de antocianinas el cual tiene

su concentracién mas elevada en la etapa de madurez 6ptima del fruto.
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2.5 Propiedades funcionales del arandano azul

El efecto de los antioxidantes en los productos alimenticios, se ha reportado que
proporciona diversos beneficios sobre la salud del consumidor, el mayor efecto de
la actividad antioxidante se genera debido al contenido de flavonoides y otros
compuestos fendlicos, los cuales van a tener un efecto sinérgico con otros
compuestos con propiedades antioxidantes como algunas vitaminas (Patras y cols.,
2009).

Sin embargo, no existen en la actualidad estandares de consumo de antioxidantes
para el organismo, en especial para los sectores mas vulnerables de la poblacion
(nifos y ancianos), por ello se han realizado estimaciones de dietas equilibradas las
cuales implicar ingerir durante el dia 5 raciones de frutas, hortalizas y verduras en
estado fresco. La Asociacion de Ciencia y Tecnoldgica de los Alimentos de Euskadi
(ACTAE) establece los siguientes 10 alimentos como los mas ricos en antioxidantes;
aguacates, bayas (moras, fresas, arandano, frambuesas, etc.), brdocoli, repollo,

zanahorias, citricos, uvas, cebollas, espinacas, tomates. (Vilaplana, 2007)

Por su parte las células cancerosas poseen una alta inestabilidad, esto debido a las
mutaciones generadas por los efectos secundarios de los radicales libres, como lo
son el peréxido de hidrégeno y los perdxidos organicos (Laishram & Devi, 2015), de
esta forma asociado a la funcion antioxidante se considera el proceso de 6xido-
reduccion que remite a dos momentos basicos : 1) oxidacion que implica pérdida de
electrones de hidrégeno con la ganancia de oxigeno en la molécula, 2) reduccion
que significa ganancia de electrones de hidrogeno con la pérdida de oxigeno (Figura
2.3). Asi el oxidante se reduce al reaccionar con aquella molécula que oxida. Este
proceso se genera de manera cotidiana en el organismo humano y representa el

conocido par 6xido-reductor o balance redox (Coronado y cols., 2015)
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Figura 2.3 Interaccion entre antioxidante y radicales libres. (Fuente: Coronado y
cols., 2015)

2.6 Actividad antiinflamatoria de los compuestos bioactivos

La actividad antiinflamatoria de los diversos compuestos bioactivos, presentes en
los frutos ha tomado gran relevancia entre los investigadores hoy en dia, existen
diversos compuestos bioactivos presentes en frutos, los cuales pueden llegar a
ejercer propiedades antiinflamatorias como algunos alcaloides, acidos fendlicos y
flavonoides, los cuales se han aplicado en diversos ensayos clinicos para la

prevencion de cancer (Liu y cols., 2020; Shivanagoudra y cols., 2019).

De igual forma, se han realizado diversos estudios in vitro utilizando estos
compuestos bioactivos; los cuales fueron obtenidos de diversas fuentes vegetales
con el objetivo de evaluar su posible efecto antiinflamatorio, asi mismo se han
utilizado diversas tecnologias para la extracciéon de estos compuestos para la
realizacion de las pruebas en modelos in vitro (Bansaly cols., 2018). Quagliarielloy
cols., (2016) utilizaron campos eléctricos pulsados para la extraccion de
compuestos bioactivos de arroz negro, posteriormente evaluaron su efecto
antiinflamatorio en la linea celular HT-29; las cuales son células que proceden de

un adenocarcinoma de colon humano, demostrando asi que los extractos de
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compuestos bioactivos de arroz negro pueden inducir una cantidad sustancial
inhibicion de la expresion génica de interleucinas y secrecion de MMP2
(Metaloproteinasa-2 de matriz) por lo cual puede explotarse como una alternativa y
estrategia natural contra el cancer de colon, ademas de generar un proceso
antiinflamatorio y antimetastasico. Para el analisis de las propiedades
antiinflamatorias en primera instancia se realiza una evaluacion de citotoxicidad
celular, esto permite obtener informacion acerca de la toxicidad de los compuestos
a evaluar a nivel celular, posteriormente se realiza una extraccion y una
cuantificacion de la proteina celular, que es obtenida de la incubacion de las células
con los tratamientos propuestos y finalmente se realiza la deteccién de proteinas
especificas en una muestra mediante Western Blotting (Jasso de Rodriguez y cols.,
2017).

2.7 Procesamiento de jugos

El procesamiento de frutos es de suma importancia para poder proveer alimentos
sanos y de buena calidad a |la poblacién, utilizar diferentes métodos de conservacién
para jugos y néctares permite aprovechar al maximo, las cosechas de frutas y
hortalizas que, de no procesarse, alcanzarian niveles altos de pérdida para los
productores (Nance y cols. 2006). EI método de conservacién mas utilizado en la
industria de jugos y bebidas es la pasteurizacion térmica; la cual es un proceso
térmico que es realizado en liquidos (generalmente alimentos) con la intencién de
reducir la presencia de agentes patégenos (como por ejemplo
ciertas bacterias, protozoos, mohos, levaduras, etc.) que puedan contener. Debido
a las altas temperaturas (80-100 °C) la gran mayoria de los agentes bacterianos
mueren. Sin embargo, el uso de temperaturas elevadas genera la degradacién de
diversos compuestos de interés en bebidas de frutas, ocasionando una pérdida del

valor nutrimental de la misma. (Xiang y cols., 2020; Nanoglu y cols., 2021).

Aunado a lo anterior diversos reportes indican que la aplicacién de tratamientos
térmicos, tanto para el procesamiento como para la comercializacion de multiples
productos, puede generar alteraciones y degradacion de compuestos en los

productos, como lo reportado por (Dewanto y cols., 2002) al aplicar tratamientos
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térmicos de procesamiento en maiz dulce se generé un aumento en la actividad
antioxidante del mismo, al igual que un incremento en el contenido fendlico y un
aumento del 550% en acido ferulico, este aumento se obtuvo a pesar de una pérdida
significativa en el contenido de vitamina C. Este tipo de efectos evidencia que si bien
los tratamientos térmicos pueden generar una disminucion de compuestos
bioactivos, también propicia la liberacion de otros compuestos benéficos a causa de

los incrementos de temperatura.

2.7.1 Parametros de calidad en jugos

Con base en la Norma CODEX STAN 247-2005, se puede definir como jugo al
liquido sin fermentacién, el cual puede obtenerse de la parte comestible de frutas
en estado 6ptimo de maduracion (CODEX STAN 247-2005, 2005), este jugo podra
elaborarse mediante procedimientos que mantengan las caracteristicas fisicas,
quimicas, organolépticas (color, aroma, sabor y textura) y nutricionales esenciales

de la fruta de procedencia.

Dentro de los aditivos permitidos en la elaboracion de jugos podran anadirse los
azucares soOlidos cristalinos, segun se definen en la Norma del Codex
(CODEXSTAN 212-1999, Enm. 1-2001): sacarosa 3, dextrosa anhidra, glucosa 4 y
fructosa a todos los productos definidos como jugos y néctares, solo los jugos recién

exprimidos (Economia & Comercio, 2005)

En la NORMA Oficial Mexicana NOM-218-SSA1-2011 se delimitan los parametros
microbiolégicos para jugos y néctares, en los cuales se establece los limites

maximos permisibles para microorganismos (Cuadro 2.3).
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Cuadro 2.3 Parametros microbiolégicos para jugos

Microorganismos Limite maximo
Mesofilos aerobios 50 UFC/goml
Coliformes totales 10 NMP/ml o g
Coliformes fecales n.a. NMP/ml o g
Salmonella spp ausente *en25mlog
E. Coli n.a. NMP/g o ml
V. cholerae O1 ausente *en 50 g o ml
Enterotoxina estafilococcica negativa*

En el caso de los arandanos azules su principal forma de consumo es en fresco, sin
embargo, un porcentaje de la produccién mundial es destinado principalmente a la
elaboracién de jugos, combinados normalmente con jugo de manzana y con altas
concentraciones de azucares, las cuales en conjunto con los métodos
convencionales de procesamiento causan una reduccidn de las propiedades

fisicoquimicas y sensoriales propias del fruto (Carmen y cols., 2013).

2.8 Uso de tecnologias emergentes en el procesamiento de alimentos

Los consumidores en la actualidad tienen una mayor inclinacion por los alimentos
procesados con alto valor nutritivo y propiedades organolépticas propias del
alimento, esta tendencia es a productos con la menor cantidad de procesos o bien,
que posean un bajo contenido de aditivos. Por lo anterior, es que la industria de
alimentos se ha enfocado en la implementacion de nuevas tecnologias de
procesamiento de alimentos. Dentro de los nuevos métodos de procesamiento de

alimentos se encuentra el uso de tratamientos no térmicos. Algunos de estos
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procesos no térmicos empleados a fin de extender la vida de anaquel son el uso de
alta presién hidrostatica, pulsos de alta intensidad de campo eléctrico, pulsos de
alta intensidad de campo magnético, pulsos de luz, irradiacion, termosonicacion y
ultrasonido (Calderon y cols., 1998). Gran variedad de estudios se han realizado
utilizando diversas tecnologias emergentes, como la implementacion de altas
presiones hidrostaticas para la inactivacion de microorganismos presentes en jugo
de naranja (Bulut & Karatzas 2020), la utilizacion de termosonicacion para la
inactivacion de enzimas como la polifenoloxidasa en smoothie de frutos (Amador-
Espejo y cols., 2019) y a su vez se ha utilizado la sonicacién para potencializar las

propiedades antioxidantes en jugos de frutos. (Bhat & Ming 2017)

2.9 Ultrasonido

El ultrasonido se ha implementado como una tecnologia emergente, es decir, de
reciente aplicacién a nivel industrial en el procesamiento de alimentos, esta
tecnologia ha sido ampliamente utilizada para maximizar la calidad y garantizar la
seguridad de productos alimentarios (Huang y cols., 2017). El ultrasonido puede
definirse como ondas de sonido que tienen una frecuencia superior al umbral de
audiciéon humana (> 16 kHz). En funcién del rango de frecuencia, la aplicacién de
ultrasonido se puede dividir en baja y alta energia. El ultrasonido de baja energia
(baja potencia, baja intensidad) tiene frecuencias superiores a 100 kHz a
intensidades por debajo de 1 W - cm?. El ultrasonido de baja potencia es una técnica
no destructiva que proporciona informacién sobre las propiedades fisicoquimicas,
como la composicion, la estructura, el estado fisico y la velocidad de flujo. El
ultrasonido de alta energia (alta potencia, alta intensidad) utiliza intensidades
superiores a 1 W - cm? en frecuencias entre 20 y 500 kHz. El ultrasonido de alta
energia se utiliza para alterar e inducir efectos en las propiedades fisicas,
mecanicas o0 quimicas/bioquimicas de los alimentos, por ejemplo, para generar
emulsiones, lisar las células, promover reacciones quimicas, inhibir las enzimas,
ablandar la carne y modificar los procesos de cristalizacion (McClements D. J 1995;
Awad y cols. 2012).
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La tecnologia ultrasénica ha tenido un alto interés en la industria de los alimentos
debido a sus diversas aplicaciones, desde la extraccion de compuesto bioactivos,
hasta la inactivacion de microorganismos patdégenos presentes en los alimentos,
este proceso de ultrasonido al requerir menor cantidad de energia que los métodos
convencionales, se vuelve una alternativa mas rentable econdémica vy
ambientalmente amigable para el procesamiento de frutos poscosecha (Lépez-Malo
y cols., 2005). La eficiencia del proceso de ultrasonido puede verse afectada por
diversos factores como el nivel de potencia, el tiempo de tratamiento y la
temperatura (Pinheiro y cols., 2015). La inactivacion de los microorganismos
patégenos y enzimas presentes en los frutos, utilizando ultrasonido se logra por el
fendmeno de cavitacion (Figura 2.4), el cual genera microburbujas de gas que
implosionan a temperaturas cercanas a 5000 °k generando ondas de choque con

distintos niveles de presion (Guerrero y cols., 2005).
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Figura 2.4 Fendmeno de cavitacion. (Fuente: Salazar y cols., (2010)

2.9.1 Termosonicacioén en el procesamiento de bebidas de frutas

La aplicacion del ultrasonido en conjunto con temperaturas moderadas (hasta
60°C), denominado termosonicacion, ha resultado ser ampliamente efectivo ya que
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se reduce la intensidad y el tiempo de procesamiento (Demirdoven & Baysal 2009).

Estudios realizados utilizando la termosonicacidon sobre diferentes alimentos,

demuestran la efectividad de este tipo de tecnologias contra los métodos de

procesamiento convencionales (pasteurizacion) (Saeeduddin y cols., 2015), donde

no solo se logrd la inactivacion de microorganismos patdégenos sino que se logro

una mayor retencion de los compuestos bioactivos. Ademas de la inactivacion

microbiana se ha visto un notable efecto de los tratamientos con termosonicacion

sobre la accion de algunas enzimas como la polifenoloxidasa, pectinmetilesterasa y

la peroxidasa, todas estas analizadas en jugo de manzana (Abid y cols., 2014).

Ademas, se han atribuido diversos atributos a jugos tratados con esta tecnologia

como los que se presentan en el Cuadro 2.4.

Cuadro 2.4 Efecto de la termosonicacion en los atributos de jugos

Bebidas

Parametros del

proceso

Resultados

Referencia

Guanabana

Frambuesa

Pifa

Tiempo:2-10
min

Energia de
densidad
acustica 1.1,
1.2y 1.4 W/ml

Frecuencia de
ultrasonido:
20, 490 y 986
kHz

Tiempo: 0, 10,
20, 30 min

Amplitud: 40%-
80%
Tiempo:2-6
min

Se conservd el 90% de acido
ascorbico y solo hubo ligeros cambios
en la calidad fisicoquimica del néctar
termosonicado.

La termosonicacién fue efectiva para
lograr la inactivacion de PPO

La sonicacion a 20 y 490 kHz afecto
significativamente la actividad
antioxidante total (AOA), el contenido
total de fendlicos (TPC) y el contenido
total de antocianinas monomeéricas
(ACY) del puré de frambuesa roja

A 986 kHz no tuvo un efecto
significativo en ACY y AOA

La sonicacién tuvo un efecto
significativo y positivo en al menos uno
de los parametros medidos hasta 30
min.

La sonicacién a mas de 10 minutos (y
hasta 30 minutos) con 20 kHz no tuvo
ningin cambio o disminuy6 el
contenido de AOA y ACY

A 986 y 20 kHz, el TPC aumento6 un
10% y un 9,5%, respectivamente,
después de 30 min.

El efecto de esta combinacion también
fue significativo dentro del
almacenamiento y causo la
inactivacion de la levadura por debajo

(Anaya-Esparza y
cols., 2017)

(Golmohamadi y
cols., 2013)

(Bevilacqua y cols.,
2015)
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Pera

Mango

Moras

Pulso: 2-6 s

Temperatura:
25°c45°C y
65°C

Tiempo: 10 min
Frecuencia: 20
kHz

Tiempo: 15, 30
y 60 min
Temperatura:
25°C
Frecuencia 40
kHz

Potencia 130
W

Amplitud: 40%
- 100%
Tiempo: 0-10
min
Frecuencia
constante: 20
kHz

Duracién  del
pulso: 5's

del limite de deteccion después de 4
dias

No se observaron cambios
significativos en solidos solubles
totales (°Brix), pH y acidez

Aumento significativo en el contenido
de acido ascorbico, fenoles totales y
flavonoides

Se encontré una inactivacién completa
de los m.o en los tratamientos a 65 °C.
La muestra de 60 min registré la mayor
reduccién del recuento de microbios
(26%) en comparacion con otras
muestras sometidas a ultrasonido por
30 min (17%) y 25 min (8%)

Se observé un aumento significativo
en la capacidad de extraccion de
carotenoides (4% -9%) y polifenoles
(30% -35%) para jugo sometido a
tratamiento ultrasénico durante 15y 30
minutos.

Se observd un cambio significativo
solo en los valores de color y la
retencion de antocianinas.

Se observo una disminucion del 5% en
las  condiciones maximas de
tratamiento de 100% de amplitud
durante 10 min.

(Saeeduddin y
cols., 2015)

(Santhirasegaram, y

cols., 2013)

(Tiwari y cols.,
2009)

2.9.2 Efecto de la termosonicacion en enzimas y microorganismos

La utilizacion del ultrasonido como tecnologia de procesamiento tiene su
fundamento en su capacidad de retener compuestos de interés bioldgico, inactivar
enzimas que alteren la calidad del producto final y microorganismos patégenos
(Zinoviadou y cols., 2015). ElI pardeamiento de las frutas y algunos jugos
procesados es causado por la enzima endoégena polifenoloxidasa (PPO),
dependiendo de la fruta, el pH 6ptimo de la PPO esta entre 5y 8 y la temperatura
Optima de activacion esta entre 20 y 40°C (Anaya-Esparza y cols., 2017). Existen
diversos estudios en los cuales se ha aplicado el ultrasonido como método de
inactivacion de microorganismos, por ejemplo, en jugo de meldén durante 10 minutos
para inactivar la PPO (14% inactivacion a 19 kHz, 0,6 W / ml, T <23 °C) y en pulpa
de pifia (inactivacion 16% a 19 kHz, 0,6 W/ ml, T <23 °C) (Sulaiman y cols., 2015).
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Otro de los estudios aplicando la tecnologia de termosonicacion, es el presentado
por Anaya-Esparza y cols., 2017 en el cual se logré una inactivacion completa de la
enzima polifenoloxidasa en néctar de guanabana, esto sin generar alteraciones de
los parametros sensoriales del néctar. Otra de las enzimas de importancia sobre la
calidad de jugos y néctares es la pectinmetilesterasa (PME). Esta enzima ataca a la
cadena de pectina dejando residuos de acido galacturéonico. Esto provoca la
liberacién de metanol, pectinas de bajo metoxilo y formacion de acido péctico que
afectan el pH. A su vez mejora la actividad de otras enzimas hidroliticas, como la
poligalacturonasa y ademas da lugar a una disminucion de la solubilidad de la
pectina, siendo la principal consecuencia de la separacion de fases o decoloracion
causando pérdida de turbidez, gelificacién, formacién de flavores desagradables,
modificacién de textura y reduccion en la viscosidad o pérdida de consistencia
(Mari¢ y cols., 2018).

Diversos estudios se han realizado para la inactivacion de la PME, por ejemplo,
Raviyan y cols., (2005) evaluaron el efecto del ultrasonido para la inactivacion de
esta enzima en frutos de tomate, en el cual demostraron que el tratamiento con
ultrasonido aumenté efectivamente la inactivacion de PME de tomate en
comparacién con un tratamiento térmico a la misma temperatura (50 °C),
manteniendo asi las caracteristicas fisicoquimicas y de firmeza del fruto. En
estudios realizados por Amador-Espejo y cols., (2019) en un smoothie de frutas,
demostraron que existe una reduccion en la actividad enzimatica de PFO y PME,
esto debido a la influencia de diversos factores durante su procesamiento como la

potencia de ultrasonido, el tiempo de aplicacidon del tratamiento y temperatura.

Por su parte en jugos y bebidas se ha evaluado la tecnologia de ultrasonido como
una alternativa para la inactivacion de microorganismos, Ferrario y cols., (2014)
realizaron un estudio en el cual evalué el efecto del ultrasonido en la inactivacién de
Alicyclobacillus acidoterrestris ATCC 49025 esporas y Saccharomyces cerevisiae
KE162 esto en jugo de manzana, asi mismo lograron observar que la inactivacion

de estos microorganismos dependia del tratamiento, tiempo, temperatura y del
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microorganismo mismo, logrando una reduccion de hasta 6.4 y 5.8 Log,

prolongando la vida de anaquel de jugo de manzana hasta 15 dias mas.

2.9.3 Efecto de la termosonicacion en compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos se definen como aquellos componentes de los alimentos
que influyen en las actividades celulares y fisioldgicas obteniendo, tras su ingesta,
un efecto beneficioso para la salud. Estos compuestos bioactivos no son nutrientes
y por tanto no son esenciales para la vida (Nadeem y cols., 2018). Generalmente,
la mayoria de estos compuestos bioactivos se encuentran en cantidades muy
pequefas en los alimentos que consumimos y normalmente se encuentran en los
vegetales y frutas. Desde el punto de vista quimico estos compuestos son de origen
diverso y actuan a través de mecanismos de accion diferentes. Asi, existen
carotenoides polifenoles, terpenos, lignanos, compuestos organosulfurados,
glucosilonatos, saponinas, etc. En general sus efectos saludables se centran en la
prevencion de las enfermedades no transmisibles. La tecnologia de ultrasonido
ayuda en la preservacion de las propiedades fisicoquimicas y compuestos
bioactivos presentes en los frutos (Rahaman y cols., 2019). Diversos estudios han
demostrado; que la tecnologia de ultrasonido resulta beneficiosa para la extracciéon
y conservacion de compuestos bioactivos (por ejemplo, contenido total de fenoles,
vitamina c) y la actividad antioxidante de jugos y zumos de frutas después de un
tratamiento de ultrasonido de 30 minutos, en jugo de grosella se logré obtener hasta
un 15% mas de contenido fendlico total en comparacion con una muestra control
(Wang y cols., 2019). Ademas, Nadeem y cols., (2018) informaron que la tecnologia
de ultrasonido puede mantener los atributos nutritivos de los jugos de frutas por
hasta 90 dias en comparacién con aquellos a los cuales no se les aplicd ninguna

tecnologia para su conservacion.
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Capitulo 3 Justificaciéon

El mercado de bebidas a base de frutas se ha incrementado en los ultimos afos
debido a la demanda de alimentos naturales y saludables. La industrializacién del
arandano fresco a jugo es una opcion para el aprovechamiento de este fruto rico en
propiedades funcionales. México cuenta con una produccién cercana a las 37 mil
toneladas, ubicandose como el cuarto pais con mayor produccién de arandano en

América.

Por otra parte, convencionalmente la industria de alimentos aplica tratamientos
térmicos para garantizar la estabilidad y seguridad de las bebidas a base de frutas.
Aunque la pasteurizacién es un proceso eficaz, afecta drasticamente a los
compuestos termolabiles (vitaminas, color, aroma, antioxidantes) presentes en las

bebidas y que son apreciados por los consumidores.

El jugo de arandano por sus propiedades nutricionales y funcionales es un
candidato, para el procesamiento por nuevas tecnologias de conservacion las
cuales minimizan las pérdidas de compuestos bioactivos, prolongan la vida util y

garantizan la seguridad del consumidor.

Dentro de estas tecnologias se encuentra la termosonicacién, que ha demostrado
ser eficaz inactivando microorganismos patégenos y de alteracion, asi como
enzimas, manteniendo las caracteristicas de calidad nutricional y sensorial propias
del alimento. Adicionalmente se ha visto que los compuestos bioactivos son
extraidos con esta tecnologia encontrandose asi concentraciones mayores de estos

compuestos en los alimentos.

Por ello, en el presente estudio se buscoé obtener las condiciones 6ptimas de
procesamiento del jugo de arandano azul, para una menor pérdida de compuestos
bioactivos y que a su vez permitieran obtener un producto inocuo y de alta calidad.
En conjunto con la conservaciéon de las propiedades del alimento, también se

evaluaron las propiedades antiinflamatorias del jugo de arandano termosonicado.
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Capitulo 4 Objetivos
4.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de la tecnologia de termosonicacién sobre parametros de calidad,
la actividad antioxidante y las propiedades antiinflamatorias en jugo de arandano

azul optimizado.

4.2 Objetivos especificos

e Obtener el jugo de arandano tratado por termosonicacién y determinar sus
propiedades fisicoquimicas (pH, solidos solubles totales, indice de
oscurecimiento e indice de turbidez).

e Realizar el recuento de microorganismos (coliformes totales, mesofilos
aerobios, hongos y levaduras) y determinar la actividad enzimatica
(pectinmetilesterasa y polifenoloxidasa) del jugo de arandano.

e Determinar el contenido de compuestos bioactivos (fenoles solubles totales
y antocianinas) y evaluar la actividad antioxidante del jugo de arandano por
los métodos de FRAP, ABTS y DPPH y actividad quelante.

e Obtener la condicién del tratamiento 6ptimo por medio del diseio de
superficie de respuesta.

e Comprobar la reproducibilidad del estudio mediante la comparacion de los
valores predichos por el modelo con los datos experimentales.

e Realizar una comparacion entre el jugo tratado con las condiciones 6ptimas
y un jugo pasteurizado.

e Identificar y cuantificar los componentes fendlicos presentes en el jugo de
arandano termosonicado en la muestra control, pasteurizada y optimizada.

e Evaluar las propiedades antiinflamatorias in vitro en células HT-29 con las

muestras de jugo de arandano termosonicado con las condiciones 6ptimas.
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Capitulo 5 Materiales y métodos

5.1 Etapas del estudio

En el cuadro 5.1 se describen las etapas experimentales basadas en los objetivos

especificos de este proyecto.

Cuadro 5.1 Etapas del proceso experimental

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Obtencion del jugo de  Obtencidonlas  Comprobacion Evaluacion del
arandano azul y condiciones del de la efecto
determinacién de sus  tratamiento reproducibilidad  antiinflamatorio
propiedades 6ptimo por del estudio del jugo de
fisicoquimicas, medio del arandano
antioxidantes, disefo de optimizado, perfil
enzimaticas y superficie de de fenoles y
microbiolégicas respuesta. prueba sensorial

Cabe mencionar, que los analisis de Identificacion de compuestos fendlicos por
UPLC (ultra performance liquid chromatography) y la evaluacion del efecto
antiinflamatorio (Etapa 4) se llevaron a cabo solamente para el jugo control y el jugo
optimizado segun las condiciones obtenidas en la etapa 2 y a un jugo pasteurizado

térmicamente (90°c por 15 seg.)

5.2 Obtencion de los frutos y preparacion del jugo de arandano

Para la elaboracion del jugo, los arandanos se obtuvieron en el municipio de San
Luis de Lozada, Nayarit, se trasladaron al Laboratorio de Biotecnologia del Instituto
Tecnoldgico de Tepic. Los arandanos se limpiaron, lavaron con agua potable para
eliminar impurezas, posteriormente se desinfectaron sumergiéndolos en una
solucioén de hipoclorito de sodio (200 ppm) por 10 min, y se enjuagaron con agua
corriente para luego almacenarlos en congelacion a -20°C hasta su uso.
Posteriormente para la elaboracion del jugo, los arandanos pasaron de -20°C a 10°C

durante minimo 8 horas antes de su procesamiento. Los arandanos fueron triturados
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en una licuadora comercial (Oster 006859-126/013 000, México). La mezcla se filtro
con un colador convencional con la finalidad de separar el jugo de la pulpa y piel. El
jugo obtenido se filtr6 nuevamente mediante un embudo buchner con papel filtro
whatman N°1 y un matraz kitasato de 1000 ml de capacidad, esto con la finalidad
de eliminar la mayor cantidad posible de particulas del jugo. Se distribuy6 el jugo en

frascos de vidrio estériles con capacidad de 200 ml.

5.3 Procesamiento del jugo de arandano por termosonicacion

Los tratamientos de termosonicaciéon se realizaron con un equipo de ultrasonido
(Hielscher UP400S, USA), utilizando el sonotrodo H7 (Tip 7 Acustic power density
300 W/cm?). Se utilizd un baiio de agua (Kasalab, SKU: TE-0541/1, Colombia) con
capacidad de 4 L para controlar la temperatura de salida de las muestras (50°C +
5°C).

5.4. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas

5.4.1 pH y sélidos solubles totales

Para la medicion de pH se utiliz6 un potencidmetro (Hach senslION,
LPV2000.98.0002, Espana) previamente calibrado con soluciones buffer de pH 4, 7
y 10. Las muestras de cada tratamiento (5 ml) fueron colocadas en tubos falcon de
15 ml y se inserto el electrodo. Los sélidos solubles totales se determinaron con la
ayuda de un refractometro (Hanna HI, 96801. México) a temperatura ambiente. El

refractometro fue limpiado antes de cada medicion con agua destilada y algodén.
5.4.2 indice de turbidez

Se centrifugaron 5 ml de muestra (Sigma 2-16KL, Alemania) a 3,400 rpm durante
10 minutos. Posteriormente se leyo la absorbancia del sobrenadante a 600 nm en
un espectrofotometro (Jenway, 6305.Espana), utilizando agua destilada como

blanco.
5.4.3 indice de oscurecimiento

El indice de oscurecimiento se determind mediante la metodologia descrita por

(Meydav vy cols., 1977), se centrifugaron (Sigma, 2-16KL, Alemania) 15 ml de
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muestra durante 10 minutos a 3,400 rpm. En un tubo, se adicionaron 5 ml del
sobrenadante y 5 ml de etanol (95 %) y se volvid a centrifugar a las mismas
condiciones. La absorbancia del sobrenadante fue medida a 420 nm en un

espectrofotometro (Jenway, 6305.Espana).

5.4.4 Acidez titulable

La acidez titulable se determiné mediante la metodologia descrita (Garcia Martinez,
2014) con modificaciones en la cual se llen6 una bureta con una solucion de
hidréxido de sodio valorada al 0.1 N, posteriormente se tomaron 10 ml de la muestra
y 10 ml de agua destilada, se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 200 ml y se
adicionaron 5 gotas de fenolftaleina al 1% como indicador. Se adicioné gota por
gota la solucion de hidréxido de sodio, al tiempo que se homogenizd con la muestra.
Al presentarse el color rosa se cerrd la llave de la bureta y se siguié girando el
matraz durante 15 segundos para ver si el color permanecia. Se expresdé como el
porcentaje del acido predominante en la muestra, en este caso se utilizé acido citrico

como acido predominante. Para el calculo de la acidez se utilizo la formula N°1:
% Acidez = (V x N x Meq) x 100 g o ml de muestra [1]

V = Volumen de NaOH consumido

N = Normalidad del NaOH

Meq = peso miliequivalente del acido predominante en la muestra

5.5. Analisis microbioldgicos

Los analisis microbioldgicos se efectuaron mediante la técnica de vaciado en placa,
mediante diluciones seriadas (107! a 1073) en agua peptonada al 0.1%
previamente esterilizada. El recuento total de mesofilos (MT) se realizé en el agar
para métodos estandar (PCA) incubando a 30°C por 48 h (NOM-092-SSA1-1994);
enterobacterias (EB) en agar bilis rojo violeta glucosado (VRBG) incubando a 37°C
por 48 h (NOM-113-SSA1-1994); y levaduras y hongos (HL) en agar papa dextrosa
(PDA) acidificado con acido tartarico al 10 % incubando por 5 dias a 25 °C (NOM-
111-SSA1-1994). Los recuentos se expresaron en Log UFC/ml.
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5.6 Determinacion de la actividad enzimatica

5.6.1 Pectinmetilesterasa (PME)

La determinacién de la actividad residual de la enzima PME se realizé mediante la
titulacidon del grupo carboxil, de acuerdo a Askar & Treptow, (1993). Se afiadieron
20 ml de jugo a 40 ml de solucion de pectina citrica al 1%, en una solucion de NaCl
2N. La mezcla se ajustdé a pH 7.0 con NaOH 1N. Una vez alcanzado el pH de 7.0,
se agregd 1 ml de NaOH 0.05 N y se midié el tiempo requerido para que la muestra
regresara al pH 7.0. Una unidad de PME (UPME) fue definida como la liberacién de
1 umol del grupo carboxil por minuto a pH 7.0 a 30°C para el célculo de la actividad

enzimatica se utilizé la féormula N°2:

UPME __ (mlde NaOH)*(normalidad del NaOH),.‘1 000
ml (Minutos)*(ml de muestra)

[2]

Los valores fueron convertidos a % de actividad residual con respecto a la muestra

control, la cual representé el 100 % de la actividad de PME.

5.6.2 Polifenoloxidasa (PPO)

La actividad de la PPO se midié por espectrometria a 420 nm en un
espectrofotometro (Jenway, 6305.Espafia) de acuerdo a la metodologia de Cano y
cols., (1997). El extracto de la enzima se obtuvo mezclando 5 ml de muestra con 5
ml de buffer Mcllevaine (pH 6.6). Esta mezcla fue centrifugada (Sigma, 2-16KL,
Alemania) a 4°C, a 10000 rpm por 40 min y posteriormente se filtré con papel
whatman N°1. Una vez obtenido el extracto, se tomaron 0.25 ml y se afadié 1 ml
de buffer Mcllevaine (pH 6.6) y 0.5 ml de catecol (0.175 M). La absorbancia se midio
cada 15 seg por 3 min y la porcion lineal de la curva se utilizé para calcular las
unidades de actividad enzimatica (UAE). Una UAE es definida como 0.001 AAs20
/min/ml. Los valores fueron convertidos a % de actividad residual con respecto a la

muestra control, la cual representa el 100% de actividad de PPO.
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5.7 Contenido de compuestos fendlicos solubles totales

El contenido de compuestos fendlicos solubles totales se analiz6 segun Stintzing,
(2005), el cual utiliza el reactivo Folin Ciocalteu. Este reactivo es una mezcla de
acido fosfotungstico y fosfomolibdico, la cual es reducida a oxidos azules de
tungsteno y molibdeno durante la oxidacién fendlica que ocurre en condiciones
alcalinas. La coloracion azul refleja la cantidad total de polifenoles. Se tomaron 100
pl de muestra (dilucién 1:10) y se mezclaron con 500 pl de Folin-Ciocalteu diluido
(1:10 en agua desionizada). Se agregaron 400 pl de carbonato de sodio al 7.5 % y
se mantuvo en reposo durante 30 min a temperatura ambiente. La absorbancia fue
medida a 765 nm utilizando un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek,
software KC Junior, USA).

La concentracion de compuestos fendlicos solubles totales se obtuvo a partir de una
curva estandar de acido galico a las siguientes concentraciones: 0, 100, 200, 300
mg/L. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por litro
de jugo (mg EAGIL).

5.8 Contenido de antocianinas

Para la determinacién de antocianinas totales se utilizd el método reportado por
Giustiy cols., (2001), el cual es un método colorimétrico que se basa en el diferencial

de color emitido por las antocianinas en distintos pH.

Se colocaron 0.5 ml de muestra y se diluyd usando 4.5 ml de buffer de cloruro de
potasio al 0.025 M, ajustado a pH de 1.0. En otro vial, se diluy6 la misma cantidad
de muestra con 4.5 ml de solucién de acetato de sodio 0.4 M y se ajusté a pH de
4.5 con HCI 0.1 M. Las muestras se dejaron reposar durante 15 min en la oscuridad,
para posteriormente realizar la lectura a 510 y 700 nm, en un lector de microplacas
(Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). El contenido de

antocianinas fue calculado por la ecuacién N°3:

Contenido de antocianinas (mg Cy3gl/L) = (A*PM *FD * 1000) / (E * Tc) [3]
Dénde:
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A = Resta de la absorbancia los valores con cloruro de potasio (510 nm - 700 nm)
menos la resta de la absorbancia de los valores con acetato de sodio (510 nm — 700

nm).
PM = Peso molecular de cyanidin-3-glucésido (449.2 g/mol)
FD = Factor de dilucién

E = Absorcion molar (26900 L/ mol *cm)

5.9 Determinacion de actividad antioxidante

5.9.1 Determinacion de actividad antioxidante por el método del radical

acido 2,2' azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS)

La determinacion de la actividad antioxidante por medio del atrapamiento del radical
ABTS, se realizé de acuerdo a Kuskoski y cols., (2005). EI ABTS es un radical con
un nitrégeno central que presenta un color caracteristico azul-verde, cuando este
cation es reducido por un antioxidante a la forma no radical, presenta una pérdida

de color.

Se prepardé una solucion de ABTS al 7 mM/L con persulfato de potasio al 2.45 mMJ/L,
se incubd durante 16 h a temperatura ambiente en la oscuridad para dar lugar a la
formacion del radical libre ABTS, posteriormente se realizé una dilucion 1:15 en
agua desionizada para obtener una absorbancia de 0.7+£0.1 a 754 nm. Se tomaron
980 pl de dicha dilucidon y 20 yl de muestra, se mezclaron y se dejoé reposar durante
7 min. Posteriormente se realizo la lectura espectrofotométrica a 754 nm en el lector
de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). Se utilizd
una curva estandar de acido ascérbico a las concentraciones: 0, 10, 20, 30,40 y
50 mg/L. La capacidad antioxidante se expresé como mg equivalentes de acido

ascorbico por litro de jugo (mg EAA/L).

5.9.2 Determinacion de actividad antioxidante por captacion del radical
2,2- difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

La determinacion antirradical por el método con DPPH se realiz6 segun la

metodologia reportada por Morales y cols., (2001). El reactivo DPPH es un radical
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libre estable, que en solucion etandlica presenta una coloracién violeta. Si se
adiciona a este medio una sustancia susceptible de atrapar radicales libres, el
electrén no apareado del DPPH se aparea e inmediatamente se presenta una
decoloracion de la solucion que puede ir hasta amarillo en razén del numero de

electrones apareados.

Se prepard el radical DPPH en solucion etandlica. A 100 uyl de muestra se le
agregaron 500 pl de solucion de DPPH, se dej6 reposar durante 1h a temperatura
ambiente y posteriormente se centrifugd a 3,000 rpm durante 10 min (C1200/DW41,
Labnet, Korea). La absorbancia fue medida a 520 nm utilizando un lector de

microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA).

Se realiz6 una curva de calibracion, utilizando trolox como antioxidante de
referencia, a concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 300 pmol/L. La actividad
antioxidante se expres6 como pmol de equivalentes de trolox por litro de jugo (umol
ET/L).

5.9.3 Determinacion de actividad antioxidante por el método Poder

Antioxidante por Reduccion Férrica (FRAP)

Este método evalua la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo a su
capacidad para reducir el Fe*3 presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe'?), que presenta un maximo de
absorbancia a una longitud de onda entre 590-595 nm. Para la realizacion de la
técnica se sigui6 la metodologia descrita por Mesa y cols. (2010) modificada en la
cual se tomaron 30 ul de la muestra, 900 pl de la solucion FRAP y 90 ul de agua
destilada, se adicionaron dentro de un vial y se incubaron durante 10 min a 37°C.
Posteriormente se leyd la absorbancia a 593 nm en el lector de microplacas (Power
Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA).La actividad antioxidante se expresé

como Mmol Fe+2/L muestra.

5.10 Porcentaje de actividad quelante

La actividad quelante se determiné segun Ilhami Gulcin, (2003) el cual se basa en

la reaccion de la molécula quelante de referencia con el ion ferroso (Fe+2),
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posteriormente el ion ferroso que no fue quelado reacciona con la ferrozina
generando color. A 100 pl de muestra se le agregaron 50 pl de solucion de cloruro
férrico Il tetrahidratado 2 mM. Se afiadieron 450 pl de metanol y se mantuvo en
reposo durante 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 400 pl de solucion de
ferrozina al 5 mM y se dejo reposar durante 10 min a temperatura ambiente. La
absorbancia fue medida a 562 nm utilizando un lector de microplacas (Power Wave
XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). Como agente quelante de referencia se
utiliz6 EDTA a 0.1 M y como muestras control se utilizé agua desionizada bajo las

mismas condiciones.

Para el calculo de la actividad quelante (% AQ) se aplicé la ecuacion N°4:

% AQ = [(Ao—A1) /Ac]*100 [4]
Doénde: Ao = absorbancia de la muestra control. A1= absorbancia de la muestra.

La curva patrén se realizé utilizando FeSO4 y agua a las siguientes concentraciones

0, 10, 20, 30, 40 y 50 pmol/L. Los resultados fueron expresados en (Mmol Fe+2/L)

5.11 Identificacion de compuestos fendlicos por UPLC

La identificacion de compuestos fendlicos se llevd a cabo por principios
cromatograficos utilizando un equipo UPLC (Waters Corporation, Milford, MA)
acoplado a masas con detector de triple cuadruplo (Xevo TQ-S en tandem). Los
acidos fendlicos se determinaron con un Acquity UPLC BEH Columna C8 (100 mm
x 21 mm x 1,7 ym; Waters) operada a 30 °C. El perfil de elucion incluia dos
disolventes, agua acidificada con acido féormico (A) 7,5 mM y acetonitrilo (B), para
la identificacion de algunos compuestos presentes se utilizaron los siguientes
estandares: acido sinaptico, acido cafeico, acido galico, acido cumarico, acido
rosmarinico, acido vanilico, acido clorogénico, acido ferulico, acido elagico,
Galocatequina galato, epicatequina, rutina, Luteolina, histiridina, resveratrol,
naringerina y quercetina. La identificacion de picos se bas6 en una comparacion de
sus tiempos de retencion y transiciones con los de los estandares puros. Las
determinaciones cuantitativas de acidos fendlicos se llevaron a cabo utilizando

curvas de calibracién estandar de los estandares disponibles. Se realizaron las
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suspensiones de 20 mg/ul de liofilizados en una solucién de metanol agua (1:1)
acidificado con HCI, ajustado a un pH de 2. Posteriormente cada suspension fue
filtrada y colocada en viales para su congelacion hasta utilizarse para el analisis de
compuestos fendlicos en el equipo de UPLC, donde se inyectaron 2 pl de la muestra

en el equipo (Figura 5.1).

- —{ Acoumy UPLC Cotumn

Figura 5.1 Equipo de UPLC (ultra performance liquid chromatography)

5.12 Ensayo de propiedades antiinflamatorias

5.12.1 Determinacion de citotoxicidad celular por MTT (bromuro de 3-(4
5-dimetiltiazol-2-il)-2 5-difeniltetrazolio)

Se emplearon células HT-29 en fase exponencial de crecimiento que se depositaron
en placas de 96 pocillos en una densidad de 9.6x103 células en 200 ul por pozos de
medio, con un medio base (Roswell Park Memorial Institute Medium [RPMI-1640]),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), y una mezcla de antibiéticos
(penicilina [100 U/ml]/ estreptomicina [100 ug/ml]). Los cultivos fueron incubados a
37°C, en atmosfera humidificada con el 5% de CO2 para posteriormente ser tratadas

como se muestra en el Cuadro 5.2.
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Cuadro 5.2 Diseno experimental de prueba de citotoxicidad celular

Vehiculo Concentracién
Experimento Tratamiento
A B (ng pL™)

Ctrilo1 =~ + 0
Ctrlo-2 + + 0

Cn10 Control 10 + + 10

Cn20 Control 20 + + 20

Cn50 Control 50 + + 50
Cn100 Control 100 + + 100
Cn200 Control 200 + + 200

Op10 Optimizado 10 + + 10

Op20 Optimizado 20 + + 20

Op50 Optimizado 50 + + 50
Op100 Optimizado 100 + + 100
Op200 Optimizado 200 + + 200
Past10 Pasteurizado 10 + + 10
Past20 Pasteurizado 20 + + 20
Past50 Pasteurizado 50 + + 50
Past100 Pasteurizado 100 + + 100
Past200 Pasteurizado 200 + + 200

Siendo Ctrl0-1 y Ctrl0-2 los controles negativos, Cn la muestra control (10, 20,
50,100 y 200 ng/ml), OP la muestra optimizada (10, 20, 50,100 y 200 ng/ml) y Past
la muestra pasteurizada (10, 20, 50,100 y 200 ng/ml).

5.12.2 Evaluacion de propiedades antiinflamatorias in vitro en células
HT-29

Una vez identificada la concentracién adecuada con base a la evaluacién de
citotoxicidad, para llevar a cabo la extraccion de la extraccion de proteina total se
utilizaron placas sembradas con células HT-29 a las cuales se les adicioné el
tratamiento de 20 pg/ul de la prueba de citotoxicidad, para posteriormente incubar

por 24 horas en atmésfera de €O, al 5%.
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La cuantificacion de proteina se llevd a cabo mediante el método
espectrofotomeétrico (Biotek, Synergy™ HTXa, Reino Unido) una longitud de onda
de 340 nm utilizando 1 pl de muestra, las concentraciones se expresan en ug/ml. El
fin de llevar a cabo la cuantificacion de proteinas es para saber la concentracién de
carga para llevar a cabo la técnica western Blotting (Turbo blot). En la Figura 5.2 se
muestra la metodologia para llevar a cabo la extraccidn de proteina total en células.

Agregar 3 ml de

Lavar con 10 ml de verseno 0.02%y 1

Retirar medio de PBS 1X estéril a

Incubar por 5 min

cultivo " ml de tripsina
37% 0.15%
Agregar 6 ml de Después despegar
Desechar el Centrifugar a 300 PBS 1x, céluﬁ:s obs%rsar
sobrenadante rpm por 5 min resuspender y Y

colectar un tuvo

en el microscopio

Lavar la pastilla . Romper con .
celular con 200 i Transferg arfun tubo ultraturrax a méx. Centnfugirsa 3500
de PBS con eppenf by dt pre- velocidad por 30 fpm por 15 min a
inhibidor de eniriado seg. 4
Congelar el Recolectar el
sobrenadante a - sobrenadante y
80°c desechar el residuo

Figura 5.2 Metodologia de extraccion de proteina total en células

5.12.3 Cuantificacion de proteina total mediante espectrofotometria

Se implementé la técnica de Western Blotting, por o que se detectaron proteinas
especificas por electroforesis en gel (SDS-PAGE), una vez realizada la
electroforesis se realizd una transferencia de proteinas a una membrana de
nitrocelulosa para detectar la unién antigeno-anticuerpo en el cual se utilizaron dos
anticuerpos: primario y secundario, el anticuerpo primario es el que se va a unir

directamente a la proteina en especifico y el secundario reconoce de forma
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especifica la region del anticuerpo primario y estos son detectados a través de una

sefial ya sea colorimétrica o quimioluminiscente (Burnette, 1981).

Posteriormente, se efectud la técnica descrita por Towbin y cols., (1979) con los
anticuerpos primarios: Factor Nuclear Kappa B (NFkB, P65 (C-20)): sc-372,
Ciclooxigenasa-1 (COX-1, C-20): SC-1752, Ciclooxigenasa-2 (COX-2, C-20): sc-
1745, Interleucina (IL-8, H60): sc-7922, Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a): sc-
52746 y se usé GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) como control de
carga y anticuerpos secundario: cabra-IgG-AP: sc-2355, conejo IgG-AP: sc-2358.

A partir de los resultados obtenidos se prepararon las muestras de proteina total a
una concentracion de 80 ug/ul, se elaboraron geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
de acuerdo al peso molecular, al 15.5% para NFkB, TNK-a, GAPDH, COX-1y COX-
2 y al 15% para IL-8; posteriormente se cargaron los geles para realizar la

electroforesis con un buffer de corrida a 100-150 Volts.

La transferencia de proteinas se realiz6 del gel a la membrana de nitrocelulosa en
buffer de transferencia mediante el método Trans-Blot Turbo Transfer System, el
cual es un sistema de transferencia Western de alto rendimiento, disefado para
proporcionar transferencias rapidas con alta eficiencia. Posteriormente se retir6 el
gel de poliacrilamida y se coloco la membrana de nitrocelulosa en un recipiente, se
cubrid la membrana con una solucion de leche svelty con TBS sin tween, para llevar
a cabo el bloqueo de las membranas de 2-3 horas, con el fin de sellar los poros de
la membrana para prevenir inespecificidades de los anticuerpos. Se realizaron 3
lavados con una solucién TBS sin tween, después se incubaron los anticuerpos en
las membranas toda la noche en agitacion a 4°C. Una vez transcurrido el tiempo se
realizaron 3 lavados con TBS con tween, se agregé el 2do anticuerpo a las
membranas y se dejo incubar por 3 horas en agitacion a 4°C. Posteriormente se
lavo 2 veces la membrana con TBS-tween, una vez realizado, se tifnd la membrana
y se revelaron. Finalmente, las proteinas se cuantificaron a partir de un analisis
densitometro usando de referencia el control con DMSO como un 100%

dependiendo de la intensidad de la banda.
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5.13 Analisis sensorial

Para conocer la tendencia preferencial por el jugo de arandano azul tratado por
termosonicacién y evaluar su aceptabilidad contra un producto con procesamiento
convencional, se realizé una prueba sensorial afectiva (O’Sullivan, 2017) a 40
catadores no entrenados, a los cuales se les dio a degustar dos muestras la muestra
pasteurizada y la muestra control, a los cuales se les entregd un cuestionario (Anexo
1) y contestaron con base a su preferencia en términos de color, olor, sabor y textura
para cada una de las dos muestras, siendo JAO1P la muestra tratada bajo
condiciones de pasteurizacion (90°c/ 15 seg) y FR190 la muestra tratada bajo las

condiciones de optimizacién de termosonicacion.
5.14 Diseno experimental

El disefio experimental que se empled fue un disefio central rotatorio, compuesto
por dos variables independientes (amplitud y tiempo), cada una en cinco niveles,
ordenados aleatoriamente utilizando la metodologia de superficie de respuesta

(RSM, por sus siglas en inglés: Response Surface Methodology).

Las dos variables independientes fueron el porcentaje de amplitud de 70-90% (X1,
%) y tiempo de 2-14 min (X2, min) que fueron seleccionados en base a los valores
obtenidos en experimentos preliminares. Los valores codificados de las variables
independientes fueron -a, -1, 0, +1, +a. Las variables fueron introducidas en el
programa RSM y este arroj6é 13 tratamientos (Cuadro 5.3), de los cuales 5 fueron
puntos centrales, 4 puntos factoriales y 4 puntos axiales, a una distancia de 1.414

de cada diseno central.
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Cuadro 5.3 Diseno experimental para analisis de ultrasonido

Tratamiento Tiempo Amplitud

(min)
1 2.34 80
2 14 80
3 4 70
4 12 70
5 8 80
6 8 94.1
7 8 80
8 8 65
9 12 90
10 8 80
11 8 80
12 4 90
13 8 80

El analisis de regresion se realizé sobre los datos de las variables dependientes
obtenidos por triplicado como observaciones efectuadas por las condiciones de
extraccion y el valor medio de cada atributo se tom6 como la respuesta (Y). Los
datos experimentales se sometieron a analisis de regresion lineal multiple utilizando
JMP® 5.1 software estadistico (SAS Institute, Cary, NC, USA) y se ajustaron a un

modelo polinominal de segundo orden, dado en la ecuacién N°5:
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Yi=Bo +B1X1+ B2Xo + B12 X1Xz + B11 X12 + B2 X22  [5]

Donde Yi es la respuesta prevista, B0 es el coeficiente constante, 1 y 2 son los
coeficientes de regresion en sus términos lineales, 11 y 22 son coeficientes de

regresion cuadraticos y 12 es el coeficiente de interaccion.

Las variables de respuesta son:

Y1=pH Yo = Pectinmetilesterasa

Y2 = Solidos solubles totales Y10 = Polifenoloxidasa

Y3 = indice de oscurecimiento Y11= Compuestos fendlicos totales

Y4 = Indice de turbidez Y12 = Contenido de Antocianinas

Y5 = Acidez titulable Y13 = Actividad Quelante

Ye = Enterobacterias Y14 = Actividad antioxidante por ABTS
Y7 = Hongos y levaduras Y15 = Actividad antioxidante por DPPH
Y = Mesofilos aerobios Y16 = Actividad antioxidante por FRAP

Las variables de respuesta (determinaciones) que se ajustaron al modelo
matematico alcanzando R220.90 se interpretaron tras la elaboracion de figuras
tridimensionales y de contorno, estas ultimas utilizadas para visualizarla condicion
Optima de proceso mediante un traslape, ambas figuras fueron realizadas a partir

del programa SigmaPlot 12.3 (Systat Software Inc.).
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Capitulo 6 Resultados y discusiéon

6.1 Efecto de la termosonicacidn en el pH, sélidos solubles (°Brix), turbidez,

oscurecimiento y acidez titulable en jugo de arandano azul

Los valores obtenidos de pH y solidos solubles totales del jugo de arandano azul
termosonicado se muestran en el Cuadro 6.1, donde se puede observar que el pH
se encontro entre un rango de 3.17- 3.71 y los sdlidos solubles totales entre 11.75 -
12 °Brix. Estos dos parametros no se ajustaron al modelo matematico, ya que
presentaron una R? de 0.76 para pH y 0.65 para solidos solubles totales (Anexo 2);
sin embargo, cumplieron con los criterios de calidad establecidos para jugos y
néctares de frutas, donde se indica que el pH no debe ser inferior a 2.5 y los sdlidos
solubles totales deberan de estar entre 9-11.1 °Brix (CODEX, 2005). Con respecto
al efecto de la termosonicacion sobre estos dos parametros en jugos de frutas, se
ha reportado anteriormente que esta tecnologia no ejerce cambios significativos
(Tiwari y cols., 2009b; Abid y cols., 2014; Amador-Espejo y cols., 2019)

Otro parametro de calidad en los jugos y néctares de frutas es el indice de turbidez,
el cual estd relacionado con las proteinas, lipidos, celulosa, pectina y otros
polisacaridos presentes en los jugos (Croak & Corredig, 2006). Los cambios en los
indices de turbidez son atribuidos a la cavitacion, ya que provoca dispersion de
agregados o rompimiento de particulas susceptibles, como enzimas vy
microorganismos (Tiwari y cols., 2008a; Tiwari y cols., 2008b). En el Cuadro 6.1 se
observa que los jugos tratados por termosonicacion presentaron un mayor indice de
turbidez al compararlos con el jugo control. Con respeto al coeficiente de regresion,
la interaccion de las variables tiempo y amplitud (a12), p < 0.001 (Cuadro 6.2) mostro
efecto significativo sobre la turbidez. Esto se ve reflejado en la Figura 6.1 A, donde
a mayor tiempo y mayor amplitud, mayor es el indice de turbidez, tendencia similar
observada por Oladunjoye y cols., (2021) en jugo de ciruela, por su parte Tiwari y
cols., (2010); Mason y cols., (2016) reporta que la turbidez disminuye, conforme
se aumenta la amplitud y el tiempo de ultrasonido en jugo de naranja, esto debido

a que se tiene una dispersion de particulas menos homogénea debido a que la
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cavitacion no logra romper las particulas. Sin embargo, los resultados de un estudio

realizado por Abid y cols., (2015) demuestran un efecto contrario, ya que los valores

de turbidez en el jugo de manzana tratado por ultrasonido, tienden a aumentar

debido a la dispersion y rompimiento de macromoléculas, causados por el gradiente

de alta presion durante la sonicacion.

Cuadro 6.1 Efecto de la amplitud y tiempo de termosonicacion sobre el pH,

sélidos solubles totales, turbidez, oscurecimiento y acidez titulable del jugo de

arandano azul.

Tratamiento pH Sélidos  Indice de Indice de Acidez
solubles turbidez oscurecimiento titulable

totales (a 420 nm) (g ac.

citrico/100

ml jugo)
Control 3.38+0.03 11.75+0.05 0.31+0.03 1.15+0.07 1.23+0.04
US 2.34 min/f80 A 3.71+0.01 12.00+0.00 0.30+0.02 1.28+0.08 1.06+0.03
US 14 min/ 80 A 3.70£0.00 11.75+0.05 0.34+0.03 1.09+0.06 1.17+0.02
US4 min/ 70 A 3.68+0.02 11.85+0.07 0.29+0.01 1.19+0.09 1.23+0.02
US12min/70 A 3.59+0.00 11.95+0.04 0.42+0.07 1.33+£0.09 1.11+£0.04
US 8 min/80 A 3.56+0.00 11.92+0.04 0.29+0.02 1.28+0.02 1.18+0.02
US8min/941 A 3.21+0.00 11.85+0.05 0.29+0.02 1.24+0.12 1.09+0.03
US 8min/80 A 3.17+0.00 11.82+0.04 0.32+0.02 1.21+£0.03 1.50+0.32
US8min/65A 3.42+0.00 11.90+0.00 0.33+0.01 1.29+0.04 1.23+0.06
US 12 min/90 A 3.41+0.01 11.92+0.04 0.26+0.03 0.92+0.13 1.07+0.02
US 8min/80 A 3.42+0.00 11.85+0.05 0.30+0.03 1.28+0.12 1.12+0.00
US 8 min/80 A 3.44+0.00 11.92+0.04 0.31x0.04 1.26+0.03 1.13+0.07
US4 min/90 A 3.43+0.00 12.00+0.00 0.35+0.12 1.43+0.12 1.19+0.01
US 8 min/80 A 3.41+0.00 12.00+0.00 0.29+0.01 1.35+0.15 1.09+0.03
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Cuadro 6.2. Coeficientes de regresion del modelo y significancia para las
variables de respuesta indice de turbidez e indice de oscurecimiento del jugo de

arandano termosonicado

Coeficiente Indice indice de
de oscurecimiento
turbidez

ao 0.302 1.275
a1 0.011 -0.076°
az -0.018¢ -0.029¢
a2 -0.055° -0.162°
an 0.011 -0.043¢
ax 0.006 -0.008

R? Adj 0.92 0.93

Niveles de significancia: a, p < 0.0001; b, p <0.001; ¢, p<0.01yd, p <0.05. En
los coeficientes (a) el subindice 1= Tiempo; 2= Amplitud
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Figura 6.1 Efecto de la amplitud y tiempo de termosonicacion sobre el indice de
turbidez (A) e indice de oscurecimiento (B) del jugo de arandano azul.

En cuanto al indice de oscurecimiento, se obtuvieron valores mas elevados en los
jugos sometidos a tratamientos de termosonicacion con respecto a la muestra
control. Como se puede analizar en el Cuadro 6.1, este valor fue influenciado por la
interaccion entre el tiempo y la amplitud (a2, p < 0.007) Cuadro 6.2. El
comportamiento grafico se puede apreciar en la Figura 6.1 B, en donde se percibe
un aumento del indice de oscurecimiento a tiempos de exposicion cortos y
amplitudes elevadas. Tendencia similar fue encontrada por Cordeiro y cols., (2014),
donde al aplicar tratamientos con termosonicacion con temperaturas < 50°c y
amplitudes superiores al 80 % se genera un efecto sobre los productos de la
reaccion de Maillard, obteniendo un aumento en el indice de oscurecimiento en
jugos. A su vez Valdramidis y cols., (2010); Vaikousi y cols., (2008) en jugo de
naranja y manzana, respectivamente, establecieron que el incremento en la

temperatura generado por la cavitaciéon es el parametro principal que afecta la
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calidad de los alimentos procesados, y se da por caramelizacion, formacién de
productos de la reaccion de Maillard o por degradacion de los carotenoides y del

acido ascorbico.

Por su parte en la acidez titulable, se observa que a tiempos de exposicidon
superiores a los 10 min se tiene un reduccién en la acidez (Cuadro 6.1), Waheeda
y cols., (2015) en un estudio aplicando ultrasonido continuo en jugo de arandano
azul, establecieron que la aplicacion de esta tecnologia no genera alteraciones en
los niveles de acidez titulable con respecto a la muestra control, efecto similar al
obtenido en este trabajo donde podemos constatar en el Cuadro 6.1 que no existe
variacion en los niveles de acidez de los tratamientos con termosonicacion en
comparacién con la muestra control. Esta variable no se ajusté al modelo

matematico con una R2de 0.16 (Anexo 2).

6.2 Efecto de la termosonicacién en los recuentos microbiolégicos

Lograr una reduccién de microorganismos en los alimentos, implica que sera inocuo
para su consumo y que tendra una vida util mayor en comparacion a su contraparte
fresca. El Cuadro 6.3 muestra los recuentos de los mesdfilos totales y hongos y
levaduras en el jugo de arandano control y los jugos termosonicados. En el caso de
las enterobacterias, no se detectd su presencia en el jugo control ni en los jugos
termosonicados. En cuanto al recuento total de mesdfilos se presentd una carga
microbiana inicial de 3.84 Log UFC/ml, mientras que el menor recuento se produjo
en el jugo tratado a 80 % de amplitud por 8 min (0.49 Log UFC/ml). Estos resultados
pueden corroborarse con lo reportado por Gabriel y cols., (2012) en donde se aplicé
la tecnologia de ultrasonido en jugo de manzana teniendo una reduccion de hasta
3 log en la carga microbiana presente en el jugo. Es importante destacar que la
NORMA Oficial Mexicana NOM-218-SSA1-2011 para bebidas y jugos procesados
establece como limites permisibles 2 Log UFC/ml para mesofilos aerobios y no
detectado para enterobacterias. Por lo cual se puede establecer que el tratamiento
con termosonicacion, nos permite obtener un jugo de arandano azul dentro de los

limites permisibles por la normativa mexicana .En el recuento de hongos y
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levaduras, se registr6 una carga microbiana inicial de 3.65 Log UFC/ml, logrando
obtener su reduccién total con los tratamientos de 70 % amplitud por 12 min y 80 %
amplitud por 14 min, lo cual nos indica que independientemente de la amplitud
utilizada, a mayores tiempos de exposicion del jugo al proceso de ultrasonido, se
logra una mayor inactivacion de hongos y levaduras, sin embargo estas variables
no se ajustaron al modelo matematico con una R? de 0.50 para mesofilos aerobios
y 0.65 para hongos y levaduras (Anexo 3). En un estudio realizado por Wong y cols.,
(2010) en jugo de blackberry, se reporté que la concentracion inicial de hongos,
levaduras y bacterias acido lacticas es de 3.2 log 10 UFC/ml. Mismos que fueron
inactivados después de 15 minutos mediante osmosonicacion, mientras que las
bacterias acido lacticas fueron mas resistentes, logrando la reduccion de solo 2 log
10 UFC/ml

Se ha reportado la inactivacion de microorganismos en diversos jugos de fruta como
pifia, uva y manzana por termosonicacion, ya que se incrementa la sensibilidad de
los microorganismos al calor y altas presiones provocadas por la cavitacion que se
genera con las ondas de ultrasonido, ocasionando cambios en la permeabilidad de
la membrana celular, pérdida de homeostasis y muerte celular (Earnshaw y cols.,
1995; Piyasena y cols., 2003; Bermudez-Aguirre y cols., 2012; Anaya-Esparza y
cols., 2017).
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Cuadro 6.3 Efecto de la amplitud y tiempo de termosonicacidn sobre el recuento de

microorganismos del jugo de arandano azul

Tratamiento Mesofilos Hongos y
aerobios levaduras
(Log (Log
UFC/ml) UFC/ml)
Control 3.84+0.06 3.65+0.05
US 2.34 min/ 80 A 1.54+0.06 1.00£0.00
US 14 min/ 80 A 0.88+0.78 ND
US4 min/70 A 1.39+0.09 1.16+0.15
US12min/70 A 1.70+0.00 ND
US8min/80 A 1.69+0.09 0.77+0.68
US8min/941 A 1.26+0.24 1.78+0.00
US8min/80 A 1.97+0.07 1.44+0.40
US8min/65A 2.36+0.06 2.41+0.04
US 12 min/90 A 2.13+0.02 2.45+0.09
US8min/80 A 1.77+0.07 1.33£0.31
US 8 min/ 80 A 1.69+0.09 1.89+0.37
US4 min/90 A 0.57+0.51 1.48+0.00
US 8 min/ 80 A 0.49+0.15 1.69+£0.09

6.3 Efecto de la termosonicaciéon en la actividad enzimatica

Para lograr un producto de calidad, enzimas como la polifenoloxidasa y la
pectinmetilesterasa deben ser inactivadas en las bebidas de frutas. En el Cuadro
6.4 se muestran los porcentajes de actividad residual de las enzimas
pectinmetilesterasa (PME) y polifenoloxidasa (PFO), estas variables no se ajustaron
al modelo matematico con una R? de 0.33 para PME y de 0.15 para PFO (Anexo 4).
Se puede constatar en el cuadro 6.4 que los tratamientos de termosonicacion fueron
efectivos para reducir la actividad de la PME, logrando un minimo de actividad
residual (AR) de 0.49%. En estudios realizados por Amador-Espejo y cols., (2019)
en un smoothie de frutas, demostraron que existe una reduccién en la actividad
enzimatica de PFO y PME, esto debido a la influencia de diversos factores durante
su procesamiento como la potencia de ultrasonido, el tiempo de aplicacién del

tratamiento y temperatura. Asi mismo, Zhu y cols., (2017), demostraron que a mayor
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incremento en la potencia de ultrasonido se tiene una menor actividad residual de
PME, siendo la potencia de ultrasonido la variable con una mayor significancia para

la obtencidn de una menor actividad residual de PME.

Cuadro 6.4 Efecto de la amplitud y tiempo de termosonicacion sobre el porcentaje

de actividad residual enzimatica del jugo de arandano azul.

Tratamiento %AR PME %AR PFO
US 2.34 min/ 80 A 100+0.0 100+0.0
US 14 min/ 80 A 0.49+0.00 15.68+4.98
US4 min/ 70 A 0.49+0.00 8.39+0.46
US12min/70 A 0.62+0.14 38.07+4.52
US 8 min/80 A 0.49+0.00 32.06+2.06
US8min/94.1 A 0.49+0.00 67.18+2.69
US 8 min/80 A 0.60+0.11 14.11+9.13
US 8 min/65A 0.57+0.09 17.14+4 47
US12min/90 A 0.55+0.06 17.67+2.47
US 8 min/80 A 0.49+0.00 50.26+3.70
US 8 min/80 A 0.70+0.06 31.66+6.66
US4 min/90 A 0.67+0.20 20.93+0.99
US 8 min/80 A 0.49+0.00 24.67+1.86
US 2.34 min/ 80 A 0.49+0.00 25.02+1.54

Respecto a la actividad residual de la PFO, se presentd la menor actividad residual
con un valor de 14.11% en el tratamiento a 80 % de amplitud por 8 min (Cuadro
6.4). La reduccion de la actividad de PFO resulta de gran importancia, ya que esta
enzima es la responsable de las coloraciones pardas obscuras en los alimentos,
siendo un parametro de calidad esencial para este tipo de productos. Cheng y cols.,
(2007) establecié que la temperatura ideal para la inactivacién de PPO es de 70-
90°C, temperaturas superiores a las empleadas en este estudio. Por otro lado, en
estudios realizados en jugo de naranja y tomate, se ha demostrado que la
temperatura aplicada en el tratamiento de termosonicacién es la variable que mas
influye en la inactivacién de enzimas, y que ésta es mucho mas efectiva que el

tratamiento térmico por si solo (Raviyan y cols., 2005; Koshani y cols., 2014).
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El efecto que ejerce el ultrasonido en las enzimas es debido a los procesos quimicos
y mecanicos inducidos por la cavitacion, ya que éstos provocan danos en la
integridad de las estructuras de las enzimas, disminuyendo su actividad (Seshadri
y cols., 2003). Asi, el gradiente de altas presiones ocasionado durante la cavitacion
causa fragmentacion de las moléculas de proteina, mientras que la temperatura
generada provoca inactivacién por pirolisis es decir la descomposicion quimica de
materia organica y todo tipo de materiales, excepto metales y vidrios, causada por
el calentamiento a altas temperaturas (Foong y cols., 2020) y desnaturalizacién
proteica (Morel y cols., 2000). Aunado a esto, las ondas de ultrasonido rompen la
estructura lineal de la pectina, reduciendo asi su peso molecular y debilitando las
redes que estas forman, haciendo que estas sean menos accesibles como sustrato
para la PME (O’Donnell y cols., 2010: Fonteles y cols., 2012).

En cuanto a la resistencia de las enzimas a tratamientos de termosonicacién, Abid
y cols., (2014) observaron que la PFO mostré mayor inactivacion, con respecto a la
PME, en jugo de manzana termosonicado a 60 °C, logrando una inactivacién de

hasta 6.15y 7.10 % respectivamente.

6.4 Efecto de la termosonicacion en el contenido de compuestos fendlicos

totales y antocianinas

Los compuestos fendlicos han demostrado gran potencial antioxidante y beneficios
a la salud humana (Lee y cols., 2012; Bhat y cols., 2011). En el arandano azul se
han identificado diversos compuestos fendlicos como acidos fendlicos, taninos,
estilbenos, lignanos y flavonoides, incluidas antocianinas, flavonoles y flavanoles
(Guiné, y cols., 2018).

En este estudio el mayor contenido de fenoles se encontré en el tratamiento a 80
% de amplitud por 4 min (Cuadro 6.5), siendo la variable de tiempo en su término
lineal (a1) la cual presentd una influencia significativa p < 0.01 en el contenido de
fenoles Cuadro 6.7, este comportamiento se puede visualizar en la Figura 6.2 A en
el cual se indica que al incrementar los tiempos de exposicidn, se obtiene una mayor
extraccidon de estos compuestos. En estudios anteriores realizados por Lieu y cols.,

(2010) en muestras tratadas por sonicacion, reportaron un aumento en la
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concentracion de fenoles solubles totales (hasta 93 %) con respecto a la muestra
fresca. Este fendmeno esta asociado a la alta liberacidén de los compuestos fendlicos
durante el tratamiento de ultrasonido, ya que durante la cavitacion hay una ruptura
en los enlaces que forman los acidos fendlicos con otros compuestos como
polisacaridos (Soria & Villamiel, 2010). Otros estudios revelan un aumento de estos
compuestos en jugo de tuna y de lima ultrasonicados con respecto al jugo fresco
(Zafra-rojas y cols. 2013, Bhat y cols., 2011;)

En la determinaciéon de antocianinas, su estabilidad esta influenciada por su
estructura y los factores de la matriz en que se encuentran (pH, temperatura,
enzimas, luz, oxigeno y otros compuestos). El contenido de antocianinas,
expresadas como cianidin-3-glucésido (Cy-3-Gl), se vio reducido hasta 9.28+0.39
mg/l muestra en el tratamiento a 90 % amplitud por 4 min comparado con la muestra
control que tuvo 26.05 mg/l. De acuerdo al coeficiente de regresién (Cuadro 6.7), el
tiempo (a1) fue la variable que influyé significativamente (p < 0.01), y al contrastar
con su grafico (Figura 6.2 B) se puede observar que la mayor cuantificacion de las
antocianinas se obtiene a tiempos superiores de 12 min de exposicion. La
disminucién de antocianinas en los jugos sometidos a los tratamientos de
ultrasonido podria estar asociada al fenbmeno de cavitacion, generado por la
sonicacion, en el cual se producen radicales libres, induciendo asi la oxidacién de
compuestos antioxidantes (Tiwari y cols., 2009; Dubrovic y cols., 2011; Rawson y
cols., 2011). Se ha reportado que los radicales libres provocan la degradacion de
las antocianinas al modificar los anillos de la estructura convirtiéndolas en chalconas
(Sadilova y cols., 2007) ademas de una hidrdlisis en la fraccion glucosidica (Adams
& Ongley, 1973). Estudios similares reportaron una variacion del 5 % en el
contenido de antocianinas durante la sonicacion del jugo de zarzamora y fresa, a 25
y 40°C respectivamente, influenciado tanto por el tiempo de sonicacion como la

energia aplicada (Tiwari y cols., 2010;Tiwari & Cullen 2008).
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Cuadro 6.5 Efecto de la amplitud y tiempo de termosonicacion sobre compuestos
fendlicos y antocianinas del jugo de arandano azul.

Tratamiento

Compuestos Antocianinas (mg/L

Fendlicos (EAG/L

muestra)
muestra)
Control 169.676+61.150 26.05+0.78
US 2.34 min/ 80 A 211.590+19.664 25.11+1.59
US 14 min/ 80 A 197.778+12.447 17.00+0.41
US 4 min/ 70 A 265.000+20.232 19.27+0.28
US12min/70 A 177.619+10.469 24.71+£3.37
US8min/80 A 198.000+2.146 21.70+0.43
US8min/94.1 A 196.389+10.531 19.84+1.62
US8min/80 A 193.069+7.865 17.84+1.23
US8 min/65A 202.006+18.055 16.84+0.85
US12 min/90 A 210.509+16.928 13.37+0.99
US8min/80 A 187.937+8.890 11.08+0.19
US8min/80 A 185.55616.807 11.46+0.03
US4 min/90 A 177.978+17.103 9.28+0.39
US 8 min/80 A 187.662+11.585 12.24+0.93
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Figura 6.2 Efecto de la termosonicacién sobre los compuestos fendlicos solubles
totales (EAG/L de muestra) (A) y antocianinas (mg/L muestra) (B).
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6.5 Efecto de la termosonicacién en la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante se determin6 por los métodos de ABTS, DPPH, FRAP y
actividad quelante y los resultados se muestran en el Cuadro 6.5. Los resultados
expresados como equivalentes de trolox para DPPH (umol ET/L), muestran que el
jugo tratado a 80 % de amplitud por 2.34 min, asi como 70 % de amplitud por 4 min,
presentaron la mayor actividad antioxidante comparado con las demas muestras
sometidas a termosonicacion y con el control. Estos resultados pueden contrastarse
con los obtenidos por Khandpur y Gogate, (2015), los cuales evaluaron la actividad
antioxidante de jugo de diferentes frutos y vegetales tratados por termosonicacion
observando un decremento en la actividad antioxidante por DPPH en jugos de
naranja, espinaca y zanahoria. Esto se debe principalmente a que los radicales
DPPH tienden a ser eliminados por la presencia de antioxidantes que se encuentran
en diversos frutos, este efecto de eliminacién de los radicales DPPH se atribuye
principalmente a la presencia de diversos acidos fendlicos (Klimczak y cols., 2007).
Este comportamiento puede observarse en el Cuadro 6.6, donde en algunos de los
tratamientos se tuvo una disminuciéon de la capacidad antioxidante por DPPH, sin
embargo existen tratamientos en los cuales se obtuvo un incremento de este valor,
siendo los tratamientos con una porcentaje de amplitud de 90%, en los cuales se
obtienen estos valores elevados, ante esto Wang y cols., (2019) establece que a
niveles elevados de amplitud, se puede obtener una mayor extraccion de
compuestos antioxidantes. Se ha reportado que la técnica con DPPH es mejor que
la de ABTS para medir la actividad antioxidante, ya que es un radical libre el cual
puede obtenerse sin necesidad de realizar una preparacion previa a pesar de que
la técnica de DPPH no reacciona con los flavonoides que no tengan en su anillo B
al menos un grupo -OH, como es el caso de las flavonas e isoflavonas (Kuskoski y
cols., 2005). Sin embargo, la cianidina 3-glucésido y otras antocianinas tienen en su

anillo B de 2 a mas grupos -OH (Roginsky & Lissi, 2005).

Los resultados de la actividad antioxidante evaluada por el método ABTS presenté

una R? de 0.90, ajustandose al modelo matematico, siendo el término lineal de
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tiempo (a1) la que tuvo efecto significativo (p < 0.001) en la actividad antioxidante
(Cuadro 6.7), y esto se ve reflejado en la Figura 6.3 A; donde a menores tiempos de
exposicidn se obtuvo una mayor respuesta antioxidante. Radziejewska-Kubzdela y
cols., (2020) en un estudio realizado a jugo de Berberis amurensis Rupr. Sefialan
que una vez realizado el procesamiento con termosonicacién se genera una
disminucién de la capacidad antioxidante, lo cual lo atribuyen a la generacion de
radicales libres por el fendmeno de cavitacion, resultados que difieren con los
presentados en este estudio, ya que una vez realizado el tratamiento de
termosonicacién se observo un incremento de la capacidad antioxidante por ABTS.
Este incremento de la capacidad antioxidante puede deberse a la ruptura de las
estructuras de la matriz alimenticia empleada por la cavitacion, ya que produce la
liberacién y una mayor extraccion de estos compuestos en un medios liquidos
(Gomes y cols., 2017). El incremento de la capacidad antioxidante medida por el
método con ABTS en los tratamientos, podria estar asociado al aumento que
registran estas muestras en el contenido de fenoles, ya que existe una relacion entre
la actividad antioxidante medida por esta técnica y los compuestos fendlicos totales
determinados con el reactivo Folin-Ciocalteu (Hasperué y cols., 2016; Roginsky &
Lissi, 2005; Kuti, 2004)

En cuanto a los resultados obtenidos por método FRAP, se muestra que algunos de
los tratamientos de termosonicacion incrementaron la actividad antioxidante del jugo
de arandano azul con respecto a la muestra control, el tratamiento a 80 % de
amplitud por 2.34 minutos mostré la mayor actividad antioxidante (258.35 Mmol Fe
+2/100 ml de muestra). Siendo el cuadratico del tiempo (a41) a una p < 0.001 la
variable que presentd una influencia significativa en la actividad antioxidante por
este método (Cuadro 6.7). Gomes y cols., (2016) determinaron una tendencia
similar al aplicar ultrasonido en jugo de arandano, en donde observaron que el
tiempo es un factor importante en la determinaciéon de antioxidantes y a su vez
concluyeron que el incrementar la potencia de ultrasonido genera una reduccion en
la capacidad antioxidante. Este comportamiento podemos encontrarlo en la Figura
6.3 B. En estudios realizados por Silva y cols., (2020) en jugo de naranja observaron

una disminucion en los valores de FRAP en cuanto se incrementaba la potencia de
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ultrasonido, asi mismo establecieron que la actividad antioxidante del jugo de fruta
esta asociada con el contenido de 13 compuestos fitoquimicos como el acido
ascorbico y compuestos fendlicos como el cumarico, acido ferulico y cafeico, por lo
cual la intensificacién del proceso reduce la capacidad antioxidante del jugo de

naranja.

Con respecto al efecto del ultrasonido sobre la capacidad antioxidante, se ha
demostrado que durante la sonicacion, se generan radicales libres y la cantidad de
estos aumenta conforme aumenta el tiempo de tratamiento y esto ocurre por la
hidroxilacién de los compuestos fendlicos (Ashokkumar y cols., 2008). Por otro lado,
la hidroxilacién generada durante el ultrasonido, también se ha utilizado en la
industria para favorecer la capacidad antioxidante de los flavonoides, ya que la
introduccion de un grupo OH en la posicidbn orto incrementa su actividad
antioxidante, asi, la 0-dihidroxilacion en el anillo B de los flavonoides brinda mayor

potencial antioxidante a las moléculas (Shahidi, 2011).
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Cuadro 6.6 Efecto de la amplitud y tiempo de termosonicacion sobre la actividad

antioxidante del jugo de arandano azul.

Tratamiento ABTS (mgac. DPPH FRAP Actividad
ascorbicol/L (vmol ET/L  (Mmol Fe*)L Quelante
muestra) muestra) muestra) (%)

Control 54.5843.72 58.7842.82  194.11+28.57 82.2441.75
US 2.34 min/ 80 A 76.94124.63 17.6315.43  258.35+2.88  43.84+2.85
US 14 min/ 80 A 59.1044.00 17.19+4.82  209.12+4.46  72.23+3.12
US 4 min/ 70 A 71.90+£18.13 294746.24  219.16+2.37  71.43+3.29
US12min/70 A 60.1442.36 16.3246.24 195.77+14.82 67.78+4.55
US 8 min/80 A 52.60+1.43 42.63+2.34  196.79+7.40  68.07+1.29
US8min/94.1 A 60.64120.54 13.68+0.74 174.87+15.31 69.71+2.55
US 8 min/80 A 56.69+3.21 12.37+0.74  190.8814.95 82.3+2.34
US 8 min/65A 60.30+4.59 5.79+0.16  201.81+22.27 82.07+2.11
US 12 min/90 A 56.61+23.80 199.21+34.75 199.38+17.75 81.18+2.45
US 8 min/80 A 60.48+16.61 63.68+3.96  190.58+8.87  83.47%4.39
US 8 min/80 A 56.5245.69 91.32+9.60 197.35+14.11 82.8+1.70
US4 min/90 A 64.49+2.64 154.47+6.49 202.67+7.74  78.16+1.58
US 8 min/80 A 56.98+3.58 68.95+3.97 195.25423.45 80.52+3.39

El porcentaje de actividad quelante (% AQ) de los jugos termosonicados respecto
al control se mantuvieron en valores cercanos (82.1-83.5 %) (Cuadro 6.6), lo cual
indica que los tratamientos por termosonicacion no afectan la actividad quelante del
jugo de arandanos. La poca variabilidad del % AQ de las muestras termosonicadas,
con respecto al jugo control, podria estar relacionada, por un lado con la estabilidad
que presenta su pH, ya que este factor afecta negativamente la capacidad quelante
(Thurnham, 2002), y por otro lado con su alto contenido en compuestos bioactivos,
como antocianos y polifenoles, entre otros, los cuales presentan la capacidad de
quelar metales como el hierro (Ebrahimzadeh y cols., 2008). Con respecto al efecto

del ultrasonido sobre esta caracteristica, Zafra-rojas y cols., (2013) reporté una
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disminucion en jugo de tuna tratado por ultrasonido, sin embargo, a mayor amplitud
(80 %) y mayor tiempo (25 min) no se observaron variaciones con respecto al jugo

fresco.

Cuadro 6.7 Coeficientes de regresion del modelo y significancia para las variables

de respuesta de actividad antioxidante del jugo de arandano termosonicado

Coeficiente Fenoles Antocianinas ABTS FRAP
ao 142.475 15.6120 68.721 149.110
a, 45.841°¢ 0.6519¢ -5.760P -12.656°
az 3.018 -0.2982 -1.200 -6.543
a2 0.430 0.7775 0.97 5.025
ai 3.996¢ 3.2239 5.276° 17.303P
az -0.0004 0.4742 1.560 -4.099

R? Adj 0.90 0.80 0.90 0.90

Niveles de significancia: a, p < 0.0001; b, p <0.001; ¢, p<0.01yd, p <0.05. En
los coeficientes (a) el subindice 1= Tiempo; 2= Amplitud
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Figura 6.3 Efecto de la termosonicacion sobre la actividad antioxidante por el

método ABTS (mg ac. ascorbico/L) (A) y FRAP (Mmol Fe+2/L) (B).
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6.6 Condiciones optimas de termosonicacién

La optimizacién fue obtenida por los valores predichos de acuerdo al modelo
matematico y para apreciarlo se realizd la superposicidén de figuras de contorno.
Las variables de respuesta que se ajustaron al modelo matematico fueron: el indice
de oscurecimiento, el indice de turbidez, el contenido de fenoles solubles totales y
actividad antioxidante por el método FRAP y ABTS ya que presentaron una R? 2
0.90. Como se puede observar en la Figura 6.4, las condiciones Optimas de
termosonicacién para el jugo de arandano se encuentran a 801 % de amplitud y
8+1 min, teniendo como valores predichos por el modelo para cada una de las
variables analizadas; 0.302 para el indice de turbidez, 1.275 para el indice de
oscurecimiento, 142.475 (mg EAG/L de muestra) para compuestos fendlicos
solubles totales, 56.721 (mg ac. ascérbico/L) para ABTS y 194.11 (Mmol Fe+2/L)
para FRAP
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\ 275 e /
80 - — 200 - ,Y 0302 194.11
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Figura 6.4 Diagrama de superposicion de las variables de respuesta (indice de
oscurecimiento, la indice turbidez, actividad antioxidante por el método FRAP y
ABTS y el contenido de fenoles solubles totales) para la obtencién de las

condiciones optimas de termosonicacion
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Una vez determinado el tratamiento optimo se comprobd su reproducibilidad
mediante pruebas experimentales y se comparé con los valores predichos, respecto
a los andlisis de indice de oscurecimiento, el indice turbidez, actividad antioxidante
por el método FRAP y ABTS y el contenido de fenoles solubles totales. Ademas se
incluyé una comparacién con un jugo tratado por pasteurizacion térmica y un jugo

fresco (control).

6.7 Reproducibilidad del estudio

En el Cuadro 6.8 se muestran los valores predichos por el modelo de Superficie de
Respuesta (RSM) y los obtenidos mediante el analisis experimental, y se puede
observar que los valores de indice de turbidez, contenido de fenoles solubles totales
y actividad antioxidante por el método FRAP y ABTS no mostraron diferencias
significativas con respecto a los valores predichos (p > 0.05), por lo que la condicidon
Optima de proceso de termosonicacion es reproducible sobre estas
determinaciones. En cuanto a los valores del indice de oscurecimiento se
encontraron diferencias significativas entre el valor predicho y el valor experimental
lo que infiere que el oscurecimiento en el jugo de ardndano puede variar en cada

ocasion que sea repetido el procedimiento.

Cuadro 6.8 Comparacion de valores predichos por el modelo matematico y el valor

de prueba experimental

Analisis Valor predicho Valor experimental
Indice de Turbidez 0.302 0.457
indice de Oscurecimiento (a 420 1127 0.830 *
am) : :
Compuestos Fenodlicos (mg 142 475 138.39
EAG/L de muestra) '
ABTS (mg ac. ascérbicoll) 68.721 79 859
FRAP (Mmol Fe+2/L) 149.110 148.880

*

Muestras marcadas con * indican diferencias significativas (p < 0.05) entre
tratamientos de acuerdo a la prueba T de Student para una muestra
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6.8 Comparacién del jugo tratado por termosonicacion con el jugo

pasteurizado y el jugo fresco

En el Cuadro 6.9 se encuentra la comparacion de resultados entre el jugo de
arandano azul termosonicado con las condiciones 6ptimas, el jugo pasteurizado y
el jugo control. EI mayor indice de turbidez lo obtuvo el jugo optimizado (0.625), esto
se puede atribuir a que el ultrasonido fragmenta las particulas de pulpa a particulas
mas pequefias haciendo en consecuencia mas estable su suspension en la matriz
de jugo (Zinoviadou y cols., 2015). En estudios realizados por Atalar y cols., (2019),
establecieron que a medida que se genera un aumento en el tiempo de tratamiento,
la turbidez de los néctares comenzd a aumentar, debido a la ruptura de particulas
presentes en los néctares de frutas, a su vez Bhat & Ming, (2017) evaluando la
turbidez en jugo de fresa reportaron que la termosonicaciéon genera un aumento en

la turbidez en tiempos de exposicion prolongados.

En cuanto al indice de oscurecimiento, no se encontraron diferencias significativas
entre el jugo optimizado y el pasteurizado. Latemperatura aplicada en los procesos
de termosonicacion y pasteurizacion podrian explicar la diferencia significativa que
se observo con el indice de oscurecimiento del jugo control. Santhirasegaram y
cols., (2013), aplicando ultrasonido a jugo de mango informaron que se genera un
aumento en el oscurecimiento del jugo después de los tratamientos con ultrasonido,
esto debido al estrés mecanico generado por el colapso cavitacional de las burbujas,
lo cual conlleva a generar la ruptura de grandes macromoléculas y particulas en el
jugo. Rivas y cols., (2006) informo resultados con el mismo comportamiento en jugo
de manzana y zanahoria tratados por pasteurizacion térmica, teniendo niveles mas

elevados de oscurecimiento respecto a la muestra control.

En el contenido de fenoles solubles totales, los tres jugos tuvieron diferencias
significativas entre las muestras, siendo el jugo pasteurizado el que presento el
mayor contenido de fenoles (p< 0.05), esto puede deberse a diversos factores,
como la temperatura, la cual ejerce un efecto significativo sobre este tipo de
compuestos ayudando a su liberacion en comparacion con el jugo optimizado por

ultrasonido, la cual se mantiene a temperaturas bajas cercanas a los 50 *
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5°C.(Rawson vy cols., 2011) Anteriormente se ha reportado que el tratamiento de
ultrasonido favorece el contenido de compuestos fendlicos al romper los enlaces
que estos forman con algunos polisacaridos (Soria & Villamiel 2010; Bhat y cols.,
2011; Zafra-rojas y cols., 2013). Aunado a esto, la produccién de radicales libres
como los grupos hidroxilo pueden favorecer el contenido de estos compuestos al
incluir este grupo en el anillo C de las flavonas, y su conservacion puede estar
asociada al contenido de acido ascoérbico que actua como protector de estos
compuestos (Ashokkumar y cols., 2014). Sin embargo, los valores entre ambas
muestras oscilan en valores cercanos 141.73 mg EAG/L en el jugo optimizado y
145.52 mg EAG/L para la muestra pasteurizada, esto resulta un indicativo de que el
tratamiento de termosonicacion es altamente competitivo con el proceso de

pasteurizacién para la liberacion de este tipo de compuestos.

En el cuadro 6.9 se muestra la actividad antioxidante por ABTS del jugo
termosonicado, pasteurizado y jugo fresco. En este se puede observar que, con
respecto al jugo fresco, el jugo tratado por termosonicacién mostré mayor
diferencias significativas (p < 0.05), al igual que la muestra pasteurizada, este
incremento se debe principalmente al aumento de temperatura generado por la
cavitacion y el proceso de pasteurizacion (Paniagua-Martinez y cols., 2018). Efecto
similar fue encontrado por Monteiro y cols., (2017), en un estudio realizado a una
bebida a base de cacao, tratada con sonicacién y contrastada con una bebida
tratada bajo condiciones de pasteurizacion, visualizaron que se genera un aumento
de la capacidad antioxidante en la bebida tratada con ambos métodos de
procesamiento, este incremento lo atribuyen la cavitacion acustica resultante del
procesamiento sonicacion y al incremento elevado de temperatura en el proceso de
pasteurizacion, el cual tiene algun efecto en la biodisponibilidad de los compuestos
fendlicos (Bhat y cols., 2011). Respecto a la actividad antioxidante, se puede
observar que existe una mayor actividad antioxidante por FRAP en la muestra
optimizada, este método evalua la actividad antioxidante de una muestra de acuerdo
a su capacidad para reducir el hierro férrico (Fe*3) presente en un complejo con la
2,4 ,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?), lo cual puede

indicar una mayor presencia de hierro férrico en la muestra optimizada, este efecto
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puede deberse principalmente a la formacion de radicales libres a causa de la
cavitacion ultrasonica. Para lo cual Patras y cols., (2009) en un estudio realizado
en jugo de naranja, determinaron que la pasteurizacién genera una disminucion

significativa en la capacidad antioxidante.

Cuadro 6.9 Comparacion del jugo termosonicado con el jugo pasteurizado y jugo

fresco

Analisis Control Optimizado Pasteurizado

indice de Turbidez 0.3591+0.04¢  0.6255:0.032  0.41988+0.04>
indice de

Oscurecimiento (a 032861013b 0.49222+0.222 0.49855+0.082
420 nm)

Compuestos
Fenodlicos (mg EAG/L  148.5575+£12.5° 139.5368+7.58° 165.6130+15.82

muestra)

ABTS (mg ac.

ascorbico/L muestra)

58.7246+3.78>  75.46377+6.372  76.8405814.182

FRAP (Mmol Fe+2/L
muestra) 69.88406+2.87"° 101.3333+4.75° 68.36232+2.63°

Se efectud una prueba de Tukey a = 0.05 entre los valores de las muestras control,
optimizadas y pasteurizada donde letras diferentes indican que existen diferencias

significativas entre las muestras.
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6.9 Perfil de compuestos fendlicos de muestras control, optimizada y

pasteurizada de jugo de arandano azul liofilizado

Se identificaron 33 compuestos fendlicos, de los cuales, 16 son acidos fendlicos y
17 flavonoides. En el Cuadré 6.10 se observan los compuestos cuantificados de
diversos acidos fendlicos tanto en la muestra control como en las muestras
optimizadas y pasteurizadas, en cuanto a acidos hidroxibenzoicos podemos
observar que la muestra control y optimizada son las que contienen una mayor
concentracion de estos compuestos en comparacion con la muestra pasteurizada,
resaltando la presencia del acido 4-hidroxibenzoico, del cual se tienen reportes de
su potencial antimicrobiano y antifungicida, ademas de tener potencial antioxidante
(Chandrasekari y cols., 2016). Grace y cols., (2018) destacé la presencia del acido
4- hidroxibenzoico en diversos cultivares de arandano azul. Respecto a los acidos
hidroxicinamicos y taninos hidrolizables es importante recalcar la presencia del
acido quinico (9173.67 ug), el cual se obtiene a partir de la sintesis del acido
clorogénico(Jia y cols., 2020), esté se observo en la muestra pasteurizada, siendo
que no hubo presencia de éste en las muestras control y optimizado, Wibowo y
cols., (2019) sometio jugo de manzana a procesos de pasteurizacion, evidenciando
una liberacion del acido quinico presente en el jugo a causa de los incrementos de
temperatura a los cuales fue sometido. El acido quinico esta de igual forma
implicado en la acidez percibida del café, ademas de ser un constituyente de
los taninos de Caesalpinia spinosa (El-Askary y cols., 2020). Ademas se ha
comprobado que el acido quinico en combinacién con quercetina ejerce un efecto
inhibitorio en la degradacion de tejido de higado, rindn y pancreas en ratas con
diabetes (Arya y cols., 2014). Otro de los acidos hidroxicinamicos a destacar es el
acido clorogénico en la muestra optimizada, el cual es un tipo de polihidroxipolifenol
(acido cafeoilquinico) de la familia del acido hidroxicinamico, que es omnipresente
en los alimentos de origen vegetal (manzana, madreselva) y bebidas (café, té)
(Algamdi, y cols., 2011), ademas de tener efecto protector contra diversos trastornos
metabdlicos, se ha probado que el acido clorogénico alivia la isquemia hepatica y la
reperfusion (Kasai y cols., 2000; Chen y cols., 2019). Asimismo, Grace y cols.,

(2018) enfatizaron la presencia de este compuesto en el fruto de arandano azul
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como uno de los componentes principales. En la cuantificacién de flavanoles
destaca la presencia de rutina (Cuadro 6.10) con una concentracion de 357.43 ug
en la muestra optimizada, la rutina, se tienen reportes que actua regulando el
sistema inmunitario, es capaz de reducir las alergias, asi como también, ofrecer
resistencia contra infecciones bacterianas y viricas (Luo y cols., 2020).
Sus propiedades antioxidantes actuan inhibiendo la angiogénesis (VEGF, factor de
crecimiento endotelial vascular), es decir, que impide que se formen nuevos vasos
sanguineos a partir de otros ya existentes, al tener la funcién antioxidante, en el
organismo humano protege contra los radicales libres, retrasando el envejecimiento
prematuro y las enfermedades asociadas como la demencia (Sharmay cols., 2020).
Los beneficios de la rutina estan relacionados con la trombosis. Al actuar como
inhibidor de la agregacién plaquetaria evita que la sangre se coagule, mejorando la
circulacién de la sangre y protegiendo contra accidentes vasculares. Es un gran
aliado contra las patologias vasculares ya que, hace que la sangre sea menos
espesa (Luo y cols., 2020; Paczkowska y cols., 2020). Cabe mencionar que
Cervantes y cols., (2020) recalco la presencia de rutina en frutos de arandano azul
en comparacion con fresa y frambuesa los cuales tuvieron una menor concentraciéon
de este compuesto. Por otro lado, en la cuantificacion de flavonoles, en las muestras
optimizada y pasteurizada se observa la presencia del kaempferol 3-O-glucésido, el
cual Grace y cols., (2018) logré identificar en diversos cultivares de arandano azul.
Sin embargo Cervantes y cols., (2020) determiné que el Kaempferol 3-O-Glc se
encuentra en concentraciones muy bajas en el arandano, siendo asi que Yang y
cols., (2019) establecié que un aumento en la temperatura de procesamiento genera

una mejor liberacién de compuestos presentes en jugos.
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Cuadro 6.10 Concentracion de acidos fendlicos y flavonoides en jugo de arandano azul control, optimizado y

pasteurizado
Compuesto RT Tiempo de Férmula Control Optimizado  Pasteurizado
(Min) Transicién
Acidos hidroxibenzoicos pg/g
Acido 2,5
5.1 153.15 C,HsO, ND 0.32+0.07° 0.85+0.06 2
dihidroxibenzoico
Acido 4-Hidroxibenzoico  5.46 137.04 C7HeOs3 5.55+1.42°2 1.01+0.01° ND
Acido 2 hidroxibenzoico  8.73 137.04 C7HeO3 0.71+£0.25° 0.34+0.09° ND
Acido Protocatequinico 4.3 153.15 C7HeO4 ND 0.16+0.282 ND
2,4,6-
7.37 153.15 C7HeO4 0.43+0.14° 0.61+0.06° 1.07+0.272
trinidroxibenzaldehido
Total 6.69 ug/g 2.45 pglg 1.92 uglg
Acidos hidroxicinamicos y taninos hidrolizables pg/g
Acido Cumarico 749 163.24 CoHsO3 2.921+2.26 2 0.04+0.01° ND
Acido Fertlico 7.97 193.24 C10H1004 5.57+1.382 1.17+0.01° ND
Acido cafeico 6.22 179.19 CoHsO4 1.9110.12° 0.26+0.46° ND
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Acido Sinapico 7.91 223.24 4.55+1.982 0.20£0.03° ND
Acido quinico 1.5 191.2 C7H1206 ND ND 9173.67+0.002
Acido galico 3.06 169.15 C7H6Os 0.03+0.06 2 ND ND
Acido clorogénico 542 353.34 C16H1809 ND 266.45+0.122 ND
Acido Benzoico 8.81 121.1 C7HsO2 6.29+0.78° ND 9.85+0.512
Acido t-cinamico 10.86 147.17 CoHsO2 1.00£0.362 0.07+0.0° 0.89+0.17
Acido siringico 6.43 197.21 CoH100s5 0.90+0.24° 0.83+0.55° ND
Acido valinico 6.11 167.18 CgHgO4 2.32+1.262 0.63+0.37° ND
Total 25.49 ugl/g 269.65 ug/g 9184.40 ug/g
Total de acidos fendlicos cuantificados 32.12 ugl/g 272.1 uglg 9185.92 ugl/g

Flavanoles ug/g

Rutina 7.56 609.28 C27H30016 357.4+85.312 65.17+16.54°> 68.00+11.59°

Catequina 5,55 289.164 C15H1406 2.67+0.95 @ 2.67+0.95 @ 2.67+0.952

(epi)-Catequina 6.49 289.164 C15H1406 45.74+11.152  0.42+0.03° 0.51+0.06°
Total 405.83 ug/g 68.33 pg/g 71.12 pglg
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Flavan 3- ols pg/g

Procianidina B1 4.99 577.44 C3oH26012 ND 3.89+1.58° 7.134£2.222
Procianidina B2 6.06 577.44 C3oH260412  39.18+7.91°2 ND ND
Galocatequina 4.16 305.3 C15H1407 7.04+2.50° ND ND
Total 46.23 ug/g 3.89 pg/g 7.13 pglg
Flavonoles y Xantonas ug/g
Quercetina glucuronido  7.80 477.26 C15H1007 ND ND ND
Kaempferol 3-O-Glc 8.41 447.3 C21H20011 3.90+0.89°  32.05+8.082  34.83t5.232
Miricetina 9.29 317.21 CisH100s  27.212£11.33 ND ND
Quercetina 10.42 301.2 C1sH1007 ND 0.37+0.20° 1.35+1.092
Kaempferol 11.57 285.22 C15H1006 4.15+0.67 ND ND
Mangiferina 6.16 421.171 C19H18011 0.0410.00° 0.01£0.00° ND
Total 35.31 ug/g 32.43 pglg 36.18 pg/g
Flavonas ug/g
Luteolina 10.30 285.21 C15H1006 1.30+0.782 ND ND
Apigenina 11.34 269.27 C15H1005 5.90+2.67 @ ND ND
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Total 7.20 pglg 0.00 pg/g 0.00 pg/g

Flavanones ug/g

Naringenina 11.27 271.28 C15H120s5 24.3916.37 0.15+0.00° ND
C28H36015
Neohesperidina 8.72 609.4 4.75+1.382 0.44+0.3° 0.19+0.03°
Total 29.14 ugl/g 0.59 pg/g 0.19 pg/g

Flavanonol pg/g

Taxifolina 8.14 303.03 C15H1207 10.39+2.582  0.06+0.00° 0.04+0.01°
Total 10.39 0.06 0.04
Total de flavonoides cuantificados 534.1 pglg 105.3 pg/g 114.66 ug/g

Se efectud una prueba de Tukey a = 0.05 entre los valores de las muestras control, optimizadas y pasteurizada donde

letras diferentes indican que existen diferencias significativas entre las muestras y ND para los compuestos no identificados.
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Finalmente se destaca la presencia de dos antocianinas de interés (Figura 6.4 y
6.5), mismas que no fueron cuantificadas debido a que no se contd con los
estandares correspondientes. La Petunidina 3-o-glucosido de la que se tienen
reportes como metabolito y antioxidante Es un catién antocianina, un beta-D-
glucosido y un éter aromatico. Se deriva de una petunidina, es una antocianina que
se ha encontrado en uvas rojas y vinos tintos con propiedades antiproliferativas,
reduce el crecimiento celular de glioblastoma de una manera dependiente del
tiempo y la concentracion al aumentar la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y los niveles de proteina Bax y reducir las actividades de Bcl-2 y
caspasa-3 (Zimman, 2002; Wang y cols., 2009). La petunidina 3-O-glucdsido
también reduce la absorcién de glucosa, la produccion de acido lactico. La
Peonidina 3-o-glucosido tiene un papel como antioxidante y metabolito vegetal. Es
un cation antocianina, un beta-D-glucésido y un derivado de monosacarido. Se
deriva de una peonidina, ademas de ser la encargada de propiciar coloraciones
rojas oscuras a violetas en diversos frutos como uvas, moras y algunas bayas. (Liao
y cols., 2018; Ho y cols., 2010; Do & Cormier, 1991). Cervantes y cols., (2020),
realizaron una comparacion entre las antocianinas presentes en cultivares de fresa,
frambuesa y arandano azul; resaltando la presencia de peonidina 3-O-glucosido y
malvidina en las muestras de ardndano azul. Estas antocianinas fueron identificadas
por diversos autores en el fruto de arandano azul (Grace y cols., 2018; Sun y cols.,
2020; Yuan y cols., 2020).
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OH

Figura 6.6 Peonidina 3-O-Glucosido

6.10 Resultados de prueba de citotoxicidad

Los valores del porcentaje de viabilidad celular (Cuadro 6.11), demuestran que el
ensayo a una concentracion de 20 ng/uL tuvo la mayor viabilidad celular con un

porcentaje de 99.05%.
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Cuadro 6.11 Resultados de porcentaje de viabilidad celular por prueba MTT

Tratamiento % de
viabilidad

Control normal

Control DNS
Control 10 93.020
Control 20 99.222
Control 50 94.648
Control 100 87.690
Control 200 97.390
Optimizado 10 98.400
Optimizado 20 98.771
Optimizado 0 83.974
Optimizado 100 83.698
Optimizado 200 93.347
Pasteurizado 10 95.921
Pasteurizado 20 99.157
Pasteurizado 50 98.648
Pasteurizado 100 90.482
Pasteurizado 200 80.964

Teniendo la muestra control a las distintas concentraciones (10, 20, 50, 100 y 200
ng/ml), la muestra optimizada a las distintas concentraciones (10, 20, 50, 100 y 200
ng/ml) y la muestra pasteurizada a las distintas concentraciones (10, 20, 50,100 y
200 ng/ml).
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Figura 6.7 Resultados del porcentaje de viabilidad celular en el modelo celular HT -
29 para los diferentes tratamientos. Letras iguales indican que no existe diferencia

significativa estadisticamente (p<0.05).

En la Figura 6.7 y la Cuadro 6.11, se observa que no existen diferencias entre los
resultados del porcentaje de viabilidad celular en el modelo celular HT-29 para los
diferentes tratamientos, por lo cual se selecciond el tratamiento que presenté mayor
viabilidad celular para las muestras Control, Optimizado y Pasteurizado, siendo los
tratamiento de 20 ng/uL. En las figuras 6.8, 6.9, 6.10 y 6.11 de los tratamientos
control, optimizado y pasteurizado respectivamente se puede observar que no hubo
formacion de precipitados, es decir, se tuvo una viabilidad celular éptima en cada
uno de los tratamientos evaluados para su posterior extraccion de proteina celular,

para de esta forma evaluar el efecto antiinflamatorio.

88



Capitulo 6 Resultados y Discusién

Células sin tratamiento Control normal Control DMSO

Figura 6.8 Cultivo después de 72 horas de incubacion (A), antes de los
tratamientos. Control normal (B), células en cultivo sin tratamiento durante el
experimento. Control DMSO, células con DMSO 0.04% vy sin tratamientos con
liofilizados (C).

CN10 10 ng/uL CN20 20 ng/uL CN50 50 ng/pL CN100 100 ng/uL  CN200 200 ng/uL

Figura 6.9 Tratamientos de muestras control a distintas concentraciones de
liofilizados

OP10 10 ng/uL  OP20 10 ng/uL OP50 50 ng/pL OP100 100 ng/uL ~ OP200 200 ng/uL

Figura 6.10 Tratamientos de muestras optimizadas a distintas concentraciones de
liofilizados

89



Capitulo 6 Resultados y Discusion

PAS10 10 ng/uL  PAS20 20 ng/uL  PAS50 50 ng/uL  PAS100 100 ng/uLPAS200 200 ng/uL

Figura 6.11 Tratamientos de muestras pasteurizadas a distintas concentraciones
de liofilizados

El proceso de inflamacidén se encuentra inmerso en muchas enfermedades crénicas,
al igual que en diversos tipos de canceres (Celik y cols., 2019). De acuerdo a los
resultados obtenidos en el efecto de los liofilizados de jugo de arandano azul sobre
los marcadores de inflamaciéon (Figura 6.12), se puede observar una mayor
influencia del tratamiento optimizado con respecto al tratamiento control, siendo
esté el que logrd reprimir en su mayoria la expresion de los marcadores de
inflamacion. Este efecto antiinflamatorio se atribuye principalmente a los
compuestos bioactivos (flavonoides y compuestos fendlicos) presentes en el jugo
optimizado, ya que estos compuestos actian como antioxidantes, a causa de una
alta produccion de radicales libres puede generar que se activen diferentes factores
de transcripcion como el factor nucleas kB (NF-kB), el cual se encarga de
desencadenar cascadas de sefalizacidn que provocan la liberacion de citosinas e
inflamacion (Garcia-Bailo y cols., 2011;Guoy cols. 2014). Diversos autores han
reportado que los compuestos fendlicos son capaces de inhibir la expresion de
dichos marcadores moleculares (Ballesteros-vivas y cols., 2019; Rodriguez y cols.,
2017)
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6.12 Determinacion de marcadores de inflamacion in vitro con células HT-29

Marcadores Turbo blot

Sin Control Optimizado Pasteurizado

Tratamiento

NFIE — T e o e—ea_——
COX-1 t ' 3
GADPH " -

Figura 6.12 Andlisis densitometro de los marcadores de inflamacion obtenidos a
partir de la induccién de las células HT-29 con los diferentes tratamientos utilizando
el jugo de arandano azul optimizado, pasteurizado y control en comparacién con el
100% al control con DMSO

El mecanismo mediante el cual estos compuestos bioactivos pueden generar una
inhibicion o una disminucion en la expresion de los marcadores moleculares es
debido a diversos factores, principalmente interfieren en la cascada de sefalizacion
inflamatoria intracelular en cualquiera de las 3 etapas de cancer (Iniciacion,
propagacion y metastasis) (PAN y cols., 2009). Otro de los mecanismos, es la
induccion de los sistemas de defensa celular incluyendo diversas vias de senales

antiinflamatorias (Incalci y cols., 2014; Mani y cols., 2020).

Por su parte, mientras que COX-1 se expresa constitutivamente en muchos tejidos,
y permanece constante en la mayoria de las condiciones fisioldgicas o patoldgicas,
COX-2 no se detecta en la mayoria de los tejidos normales pero es altamente
inducible en respuesta a las citosinas pro inflamatorias, hormonas y promotores
tumorales (Limami y cols., 2011). Ante esto, la expresion de COX-1 en las muestras

optimizadas ofrece un panorama mas amplio sobre el efecto de los compuestos
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bioactivos presentes en el mismo, ya que COX-1 tiene como funcién principal la
regulacion de la proliferacion de células normales o neoclasicamente formadas, esto
puede funcionar como un indicador de inflamacion a nivel celular (Dubrin, 1998).
Gracey cols., (2019) en bioensayos celulares in vitro para evaluar las actividades
antioxidantes y antiinflamatorias, indicaron que el grupo de las antocianinas son los
principales responsables de la bioactividad. Los ensayos de antioxidantes basados
en células in vitro, indicaron que el arandano a una concentracion de 50 ug/ml, fue
capaz de reducir la produccion de ROS y NO e inhibir la transcripcién de las
citosinas inflamatorias IL-6B3, COX2, iINOS e IL-6, resultados que se pueden
contrastar con los obtenidos en este estudio donde se puede observar una inhibicién

de COX-2 en las muestras optimizadas utilizando una concentracion de 20 ng/ml.

6.13 Analisis sensorial

Realizar una prueba de aceptacién de un producto es de importancia cuando se
esta evaluando una nueva tecnologia. En el cuadro 6.12 se muestran los resultados
del analisis sensorial realizado a 40 catadores no entrenados. Donde se puede
observar que en cuestion de color, olor y textura existe una tendencia marcada por
la muestra de jugo de arandano tratado por pasteurizacion, sin embargo, mas de
50% de los encuestados coincide en que la muestra optimizada tratada con
termosonicacion fue la que tuvo un mejor sabor, cabe mencionar que a ninguna de
las dos muestras se les afadieron conservantes ni edulcorantes, esto nos ofrece un
parametro de aceptacion aceptable para el jugo de arandano tratado con
termosonicacion, ya que si bien en aspectos generales la muestra pasteurizada
tiene una coloracion mas agradable a la vista y una mejor sensacion en paladar, fue
la muestra optimizada la que tuvo una mejor sensacién de sabor en boca. Esta
tendencia de los catadores puede observarse de una mejor manera en la figura 6.13
donde la preferencia en percepcion de sabor tiende a favor de la muestra optimizada
con el 57.50% de preferencia de los catadores evaluados, teniendo de igual forma
una buena aceptacion en cuestion de olor con el 40%, color con un 35% y textura
37.50%.
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Cuadro 6.12 Resultados del analisis sensorial del jugo de arandano pasteurizado

y termosonicado

Parametro Pasteurizado Pasteurizado Optimizado Optimizado
% %
Color: 25 62.50% 14 35%
Olor: 24 60% 16 40%
Sabor: 16 40% 23 57.50%
Textura: 24 60% 15 37.50%
Color:
70.00%
JAO1P FR190 60.00%
50.08%
40.00%
30.00%
20,60%
10.00%
Textura: 0.00% Olor:

Sabor:

Figura 6.13 Grafico radial de preferencias sensoriales de jugo de arandano azul

JAO1P (muestra Pasteurizada) y FR190 (muestra termosonicada
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Capitulo 7 Conclusiones

El tratamiento de ultrasonido con la aplicacion de temperaturas bajas (<50 °C),
demostro ser una tecnologia adecuada para el procesamiento del jugo de arandano,
logrando recuentos microbianos a niveles aceptables establecidos por la norma

mexicana para jugos de frutas.

Ademas, el uso de esta tecnologia disminuyd la actividad residual de la
pectinmetilesterasa (0.49 %) y de la polifenoloxidasa (8.39 %), ambas enzimas que
asociadas al deterioro de la calidad de jugos de frutas, lo cual supone el
mejoramiento de la calidad en términos de sabor, color y aspecto, parametros que

influyen en la aceptacion del producto por parte del consumidor.

Por otro lado, la metodologia de superficie de respuesta fue un método adecuado
para definir las condiciones éptimas de termosonicacion para procesar el jugo de

arandano, brindando un producto de calidad e inocuo.

La evaluacion de las concentraciones de acidos fendlicos y flavonoides tanto en la
muestra control como en la muestra optimizada y pasteurizada. La mayor presencia
de diversos flavonoides en la muestra control, establece que estos compuestos no
son termorresistentes, es decir, que al incrementar el umbral de temperatura puede
ocurrir una degradaciéon de estos compuestos. En el jugo optimizado se destaco la
presencia de las antocianinas petunidina 3-o-glucosido y peonidina 3-o0-glucosido
las cuales ejercen efecto antioxidante ademas de propiciar la coloracion rojo-violeta

caracteristica de jugos de este fruto.

En cuanto al potencial antiinflamatorio del jugo termosonicado los resultados de la
prueba de citotoxicidad por MTT muestran que no hubo diferencias significativas
entre las distintas concentraciones de liofilizados de jugo de arandano
administrados a las células de HT-29, por lo cual se tomaron las concentraciones
en las que se tuvo la mayor viabilidad celular, siendo 20 ng/ml. Asi mismo los
resultados obtenidos en el efecto de los liofilizados de jugo de arandano azul sobre

los marcadores de inflamacion, se demostré que el jugo optimizado es aquel que

95



Capitulo 7 Conclusiones

tiene mayor actividad antiinflamatoria, logrando reprimir en mayor proporcion los

genes proinflamatorios analizados.

Finalmente, en el analisis sensorial, el jugo de arandano pasteurizado en cuestion
de color, olor y textura obtuvo una mejor aceptacion, sin embargo, mas de 50% de
los encuestados coincide en que la muestra optimizada tratada con termosonicacion

es la que tiene un mejor sabor.
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Anexos

Anexo 1. Cuestionario de evaluacion sensorial para el jugo de arandano tratado por

termosonicacion

Nombre:

Edad:

Instrucciones. Marque con una X la opcion que sea de su preferencia entre ambas muestras de estudio.

Color:

Olor:

Sabor:

Textura:

Comentarios:

JAO1P |:|
JAO1P |:|
JAO1P |:|
JAO1P |:|

FR190

FR190

FR190

FR190

[]

0O O
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Anexos

Anexo 2 Coeficientes de regresion del modelo y significancia para las variables de

respuesta pH, °Brix, turbidez, oscurecimiento y acidez titulable del jugo de arandano

termosonicado

Coeficiente pH Sélidos  indice indice de Acidez
solubles de oscurecimiento titulable
totales turbidez
Ao 3.400 11.90 0.302 1.275 1.20
aq -0.021 0.072¢ 0.011 -0.076° -0.008
ar -0.090¢ 0.044 -0.018¢ -0.029° -0.035
a1z 0.175 -0.031 -0.055b -0.162° 5.988¢~17
an 0.149¢ -0.038 0.011 -0.043¢ -0.037
azx -0.037 -0.013 0.006 -0.008 -0.018
R? Adj 0.76 0.65 0.92 0.93 0.14

Niveles de significancia: a, p < 0.0001; b, p <0.001; ¢, p<0.01yd, p <0.05. En
los coeficientes (a) el subindice 1= Tiempo; 2= Amplitud
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Anexo 3 Coeficientes de regresion del modelo y significancia para las variables de
respuesta mesofilos aerobios, hongos y levaduras del jugo de arandano

termosonicado

Coeficiente Mesoéfilos aerobios Hongos y levaduras
(Log UFC/ml) (Log UFC/ml)
ao 1.662 1.41°
a4 0.12 -0.179
az -0.23 0.240
a2 0312 0.532
aqq -0.24 -0.442
az 0.057 0.332
R? Adj 0.50 0.65

Niveles de significancia: a, p < 0.0001; b, p <0.001; ¢, p<0.01yd, p <0.05. En
los coeficientes (a) el subindice 1= Tiempo; 2= Amplitud
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Anexo 4 Coeficientes de regresion del modelo y significancia para las variables de

respuesta de %AR PPO y %AR PME del jugo de arandano termosonicado

Coeficientes %ARPME %AR PPO

ao 0.5832 32.967°
a -0.013 1.198
as -0.007¢ -0.066
arn 0.032 7.99
an -0.048 -5.008
an -0.008 -2.975
R? Adj 0.33 0.15

Niveles de significancia: a, p < 0.0001; b, p <0.001; ¢, p<0.01yd, p <0.05. En
los coeficientes (a) el subindice 1= Tiempo; 2= Amplitud
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