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RESUMEN

Sotelo-Lara, Dalia Mariel. MCA. Instituto Tecnol6gico de Tepic. Enero de 2022. “INFLUENCIA DE LA
TERMOSONICACION SOBRE COMPUESTOS BIOACTIVOS, INACTIVACION ENZIMATICA Y
MICROBIOLOGICA EN NECTAR DE FRESA (Fragaria ananassa)’. Director: Veldzquez-Estrada, Rita

Maria.

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto del tratamiento de termosonicacion sobre
el contenido de compuestos bioactivos, inactivacion enzimatica y microbiolégica en néctar de fresa

(Fragaria ananassa) en comparacion con un néctar tratado térmicamente procesado.

Se elabor6 el néctar de fresa (14 °Bx y 40% pulpa), con diferentes porcentajes de pulpa/aquenio (0, 10 y
20%) obteniendo néctar: control, termosonicado y pasteurizado. Posteriormente se aplicaron los
tratamientos de termosonicacion (70 y 80%, 8 min, 50 °C) pasteurizacion (63 °C por 30 min) y se evaluaron
parametros fisicoquimicos (pH, solidos solubles, acidez titulable), microbiolégicos (mesdfilos aerobios,
enterobacterias, mohos y levaduras), enziméticos (polifenoloxidasa y pectinmetilesterasa), fenoles
solubles totales, acido ascérbico, antocianinas, capacidad antioxidante y letalidad del tratamiento de

termosonicacion en Escherichia coli (ATCC 8739).

En el pH y °Brix de los néctares (control, termosonicados y pasteurizados) no se observaron diferencias
significativas, mientras que en la acidez se observé un incremento (0.146 + 0.005 a 0.250 + 0.005). En
mesofilos aerobios, mohos y levaduras se observo una reduccion en el recuento (3.263 £ 0.177 a 1.983 +
0.215y 3.143 £ 0.159 a 1.913 + 0.104 Log UFC/mL, respectivamente), mientras que no hubo deteccién
en coliformes totales en ninguna de las muestras tratadas. Con respecto a las enzimas, en la
polifenoloxidasa se observé poca actividad y en la pectinmetilesterasa (0.082 + 0.004 a 0.305 + 0.041
UPME/mL) mostro diferencias entre el porcentaje de pulpa/aquenio agregado, pero con baja actividad. En
relacion a los fenoles solubles totales, acido ascoérbico, antocianinas y capacidad antioxidante se observo
un aumento conforme se agregaban los diferentes porcentajes de pulpa/aquenio al néctar. Finalmente, el
analisis de inactivacion de E. coli mostré una reducciéon de 1 Log UFC/mL, lo cual no es suficiente para
lograr el objetivo de La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) para
tratamientos de inactivacion equiparables a pasteurizacion (Letalidad de 5 Log UFC/mL). Sin embargo, al
almacenar la muestra de néctar sonicado se obtuvo un incremento de la letalidad (0.915 + 0.007 a 5.86 +
0.141 Log UFC/mL). Al realizar una cinética de inactivacion, en el minuto 20 de tratamiento se observé

que se podria alcanzar una letalidad de 4.15 Log UFC/mL.

La termosonicacion demostré ser una herramienta importante para el tratamiento de néctar de fresa ya
que no mostré variaciones significativas en pH y °Brix, y presentd una mayor retencién de compuestos
bioactivos con la adicion de pulpa/aquenio. Con la cinética y modelo al que se acopl6, es necesario mas
de 20 minutos para lograr el objetivo de 5 Log UFC/mL.

Palabras clave: Termosonicacion, néctar de fresa, compuestos bioactivos, inactivacion.



ABSTRACT

Sotelo-Lara, Dalia Mariel. MCA. Instituto Tecnoldgico de Tepic. January 2022. "INFLUENCE OF
THERMOSONICATION ON BIOACTIVE COMPOUNDS, ENZYMATIC AND MICROBIOLOGICAL
INACTIVATION IN STRAWBERRY NECTAR (Fragaria ananassa)". Director: Velazquez-Estrada, Rita

Maria.

This research aimed to determine the effect of thermosonication treatment on the content of bioactive
compounds, enzymatic and microbiological inactivation in strawberry nectar (Fragaria ananassa) in
comparison with a thermally processed nectar.

Strawberry nectar (14 °Bx and 40% pulp) was elaborated, with different percentages of pulp/achene (0, 10
and 20%) obtaining nectar: control, thermosonicated and pasteurized. Subsequently, thermosonication
treatments (70 and 80%, 8 min, 50 °C) pasteurization (63 °C for 30 min) were applied and physicochemical
parameters (pH, soluble solids, titratable acidity), microbiological (aerobic mesophiles, enterobacteria,
molds and yeasts), enzymes (polyphenoloxidase and pectinmethylesterase), total soluble phenols,
ascorbic acid, anthocyanins, antioxidant capacity and lethality of thermosonication treatment in Escherichia
coli (ATCC 8739).

In the pH and °Brix of the nectars (control, thermosonicated and pasteurized) no significant differences
were observed, while in the acidity an increase was shown (0.146 + 0.005 to 0.250 + 0.005). In aerobic
mesophiles, molds and yeasts, a reduction in the count was decreased (3.263 + 0.177 to 1.983 + 0.215
and 3.143 £ 0.159 to 1.913 * 0.104 Log CFU/mL, respectively), while there was no detection in total
coliforms in any of the treated samples. Regarding the enzymes, little activity was shown in polyphenol
oxidase and in pectinmethyl esterase (0.082 + 0.004 to 0.305 * 0.041 UPME/mL) differences were
observed between the percentage of pulp/achene added, but with low activity. In relation to total soluble
phenols, ascorbic acid, anthocyanins and antioxidant capacity, an increase was shown as the different
percentages of pulp/achene were added to the nectar. Finally, the E. coli inactivation assay showed a
reduction of 1 Log CFU/mL, which is not enough to meet the Food and Drug Administration (FDA) goal for
comparable inactivation treatments. to pasteurization (Lethality of 5 Log CFU/mL). However, when storing
the sonicated nectar sample, an increase in lethality was obtained (0.915 + 0.007 to 5.86 + 0.141 Log
CFU/mL). By performing inactivation kinetics, at minute 20 of treatment it was found that a lethality of 4.15

Log CFU/mL could be achieved.

Thermosonication appeared to be an important tool for the treatment of strawberry nectar since it did not
show significant variations in pH and °Brix, and presented a greater retention of bioactive compounds with
the reduction of pulp/achene. With the kinetics and model to which it was coupled, it takes more than 20

minutes to achieve the goal of 5 Log CFU/mL.

Keywords: thermosonication, strawberry nectar, bioactive compounds, inactivation.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La fresa (Fragaria ananassa) es una de las frutas mas populares de todo el
mundo. Las fresas son muy perecederas, ya sea en su cosecha o almacenamiento,
debido a sus propiedades fisiologicas se dafian rapidamente y, por lo tanto, se
convierten en un objetivo abierto para las actividades enzimaticas (que causan
cambios de calidad indeseables) y el crecimiento microbiano (Ozkaya y cols., 2009).
Por otro lado, el néctar de fresa es un producto muy consumido debido a su sabor,
nutrientes esenciales y compuestos bioactivos que promueven la salud, como
vitaminas, fibra, minerales y compuestos fendlicos que se han demostrado que
pueden retrasar el envejecimiento, resistir al cancer, y prevenir infecciones (Battino
y cols., 2009).

El procesamiento de néctar de fresa incluye pasos que pueden influir en su
sabor, compuestos bioactivos y propiedades nutricionales. La remocién de pulpa y
aquenio trae un producto clarificado, y la pasteurizacion térmica garantiza la
inocuidad. Pero puede ser un factor negativo el remover estos componentes de la
fresa (pulpa y augenio), debido a que el aguenio es la parte de la fresa con el 81%
de los antioxidantes (IFAPA, 2016).

La principal preocupacion por los néctares de frutas frescos es la
contaminacion microbiana, especialmente por microorganismos tolerantes al acido,
que incluyen bacterias patégenas, como Escherichia coli que puede sobrevivir en
condiciones &cidas (Aligiourchi y cols., 2014). Esta contaminacién por
microorganismos puede conducir eventualmente a la intoxicacion alimentaria
(Tournas, Heeres y Burgess, 2006; Ferrario, Alzamora y Guerrero, 2015;). Para
garantizar la seguridad del jugo de frutas, es necesario cumplir con el estandar
proporcionado por la FDA para reducir los 5 ciclos logaritmicos en la poblacion de
patdgenos (Zoran, 2016). Algunas desventajas del procesamiento térmico de néctar
de fresa son una reduccion significativa en la capacidad antioxidante (18%), fenoles
totales (22%), flavonoides (25%) y acido ascoérbico (36%) (Odriozola-serrano,
Soliva-Fortuny y Martin- Belloso, 2008).
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Teniendo en cuenta los efectos dafinos del procesamiento térmico
convencional en néctares de frutas, se han sugerido, desarrollado e implementado
tecnologias (alta presién hidrostatica, microondas, irradiacion, campos magnéticos)
para minimizar la degradacion de las biomoléculas nutricionales y activas
(Velazquez-Estrada y cols., 2013; Jiménez-Sanchez y cols., 2015; Sasikumar,
Pradhan y Deka, 2019).

El procesamiento de ultrasonido es una tecnologia no térmica que ha sido
efectiva en la inactivacion de microorganismos y enzimas relacionadas con la
degradacion de los néctares de frutas (Rawson y cols., 2011). El ultrasonido se
refiere a las ondas de presion que se propagan dentro de un medio con una
frecuencia de 20 kHz o mas (Butz y Tauscher, 2002). Los tratamientos de
ultrasonidos dan como resultado la formacién de microburbujas en el sistema
alimenticio que eventualmente implica en un proceso llamado cavitacion. La
aplicacion de ultrasonido y tratamiento térmico suave (entre 50-60 °C) ha dado lugar

al procedimiento llamado termosonicacion.

La innovacion en las tecnologias de conservacion de néctares de frutas se ha
realizado en los ultimos afios para obtener el maximo rendimiento de todos los
nutrientes presentes en frutas y cambios minimos en el néctar como resultado del
procesamiento y una de esas tecnologias de preservacion es una tecnologia de
obstaculo emergente, el tratamiento térmico asistido por ultrasonido, la cual produce
al néctar de frutas una calidad superior, retencion maxima de fitonutrientes y alta

aceptacion de consumidores (Jabbar y cols., 2015; Anaya y cols., 2017;).

La termosonicacion puede causar inactivacion microbiana (Patil y cols., 2009).
Ademas, varios estudios informaron que el procesamiento es beneficioso para
mejorar el contenido de los compuestos bioactivos (por ejemplo, los fenoles totales,
la vitamina C) y la actividad antioxidante en el néctar de fruta (Wang y cols., 2019).
Por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo determinar el efecto del tratamiento de
la termosonicacion en el contenido de los compuestos bioactivos, la inactivacion
enzimatica y microbiologica en el néctar de fresa (Fragaria Ananassa) en

comparacion con un néctar tratado por proceso térmico convencional.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de Fragaria ananassa

2.1.1. Descripcién general

La fresa o Fragaria ananassa (Figura 2.1), pertenece a la familia de las
Rosaceae en el género Fragaria. Es originaria de las regiones templadas del mundo,
la planta es de tipo herbaceo. Es pequefia, de no mas de 50 cm de altura, con
numerosas hojas originadas con una corona o rizoma muy corto que se encuentra
a nivel del suelo y constituye la base de crecimiento de la planta. Su recoleccion es
manual, debido a que la fruta es altamente susceptible al dafio mecanico; debe

cosecharse cada tres dias y manejarse con mucho cuidado (SAGARPA, 2017).

Figura 2. 1 Fragaria ananassa.

En México el cultivo de la fresa se empezd con plantios de variedades
originadas en Lyon Francia en el estado de Guanajuato. Hacia finales de los afios
80’s la produccion de fresa ya se habia establecido en otros estados del pais como
Michoacan. Actualmente la fresa representa un mercado de casi 3 millones de

toneladas métricas con un valor de exportacion de mas de 1 billén de dolares a nivel
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mundial, donde México figura como el 8° productor (11,092 hectareas sembradas
en 2016) y 2° exportador (52.21% destinados a exportacion) (SAGARPA, 2017).

Dentro de la Republica Mexicana, los primeros estados productores son
Michoacan, Guanajuato y Baja California, donde el primero se considera la entidad
con una mayor participacion, ya que cuenta con el 51% de la superficie sembrada,
el 55% en cosecha y el 52% en produccion (SAGARPA, 2017).

2.1.2. Compuestos bioactivos de Fragaria ananassa

Las fresas poseen mayor actividad antioxidante que muchas frutas como la
toronja, naranja, uva roja, kiwi. Se ha demostrado que los antioxidantes se

encuentran en un 81% en las semillas (IFAPA, 2016).

Se destaca por su contenido de vitamina C, taninos, flavonoides, antocianinas,
catequina, quercetina y kaempferol, acidos organicos (citrico, malico, oxalico,
salicilico y elagico) y minerales (K, P, Ca y Mg), ademas de pigmentos y aceite
esencial (da Silva-Pinto, Lajolo y Genovese, 2008). Estos compuestos presentes en
la fresa tienen un potente poder antioxidante y ayudan a disminuir el riesgo de
eventos cardiovasculares (Beattie, Crozier y Duthie, 2005). Por otra parte, se ha
demostrado en varios sistemas experimentales la actividad anticancerigena de
extractos de fresas, asi como su bloqueo de iniciacién de la carcinogénesis, y la
supresion y la proliferacion de tumores (Hannum, 2004). Estudios preliminares con
animales indican que las dietas ricas en fresas también pueden tener el potencial

para proporcionar beneficios para el envejecimiento cerebral (Olsson y cols., 2004).

La composicion quimica de la fresa es de 89.6% de agua, 7% de hidratos de
carbono, 0.7% de proteinas, 0.5% de lipidos y 2.2% de fibra. El contenido de
azucares en la fresa (de la porcion comestible) es de 2.6% de glucosa, 2.3% de

fructosa y 1.3% de sacarosa (Moreiras y cols., 2003).
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2.2. Bebidas de frutas y consumo

Las bebidas se definen como todos aquellos liquidos que ingieren los seres
humanos, incluida el agua (Rivera y cols., 2008). Segun PROFECO (2018), en

México el 27% consume bebidas de frutas naturales y el 69% lo prefiere envasado.

Existen diferentes bebidas a base de fruta entre las que se encuentran:

Zumos: Sustancias totalmente liquidas extraidas de las frutas o
verduras.

Jugos: Liquidos de las frutas o verduras con un rastro poco perceptible
de pulpa.

Extractos: Sustancias obtenidas al pasar las frutas o verduras
(normalmente con céascara) por el extractor, con el que se consiguen
los liquidos propios del insumo procesado.

Batidos: Liquidos espesos con presencia de pulpa y predominio de
elementos sélidos.

Smoothies: Liquidos similares al batido, pero mas espesos y cremosos.
Suelen incluir un elemento frio, como el helado o el yogur.

Frappés y frozens: Bebidas frias que contienen rastros considerables
de hielo (en algunos casos mas integrados que otros a la bebida). De
textura espesa.

Néctares: Se conoce asi a preparaciones liquidas elaboradas con fruta
cocida y, por lo general, licuada. Su consistencia depende de la
cantidad de agua que se agregue, pero suele ser ligeramente espesa.
Los néctares se oxidan mas lentamente, y por ello se conservan en

buen estado por mas tiempo (Rivera y cols., 2018).
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2.2.1. Néctares

Por néctar de fruta se entiende el producto sin fermentar, pero fermentable,
que se obtiene afiadiendo agua con o sin la adicién de azucares de miel y/o jarabes
y/o edulcorantes 0 a una mezcla de éstos. Podran afiadirse sustancias aromaticas,
componentes aromatizantes volatiles, pulpa y células, todos los cuales deberan
proceder del mismo tipo de fruta y obtenerse por procedimientos fisicos. Un néctar
mixto de fruta se obtiene a partir de dos 0 més tipos diferentes de fruta (CODEX
STAN 247-2005).

Entre los ingredientes se destaca el uso de fruta (buena calidad y madurez
completa), agua (potable y microbiolégicamente aceptable), azlcar (se regula en
funcién a los °Brix), acido citrico (regulador de acidez), estabilizador (evita la
sedimentacidon) y conservadores para evitar el crecimiento microbiano (Pérez,
2015).

2.3. Ultrasonido

2.3.1. Generalidades del ultrasonido

Ultrasonido es el nombre que reciben las ondas de sonido con frecuencias
mayores a aquellas que pueden ser detectadas por el oido humano. Es una de las
tecnologias emergentes que se ha desarrollado para minimizar el tiempo de
procesamiento, maximizar la calidad y garantizar la seguridad de los productos
alimenticios. Se aplica para impartir efectos positivos en el procesamiento de
alimentos, tales como la mejora en la transferencia de masa, conservacion, analisis
y reduccion de la intensidad de los tratamientos térmicos y manipulacion de la

textura (Knorr y cols., 2011).
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2.3.1.1. Cavitacion

La cavitacion se produce en las regiones de un liquido que se encuentran
sometidas a presiones de variada amplitud de onda que alternan rapidamente. Las
microburbujas que alcanzan un tamafo critico implosionan o colapsan
violentamente para volver al tamafio original. La implosion supone liberacion de toda
la energia acumulada, ocasionando incrementos de temperatura instantdneos y
focales, que se disipan sin una elevacién de temperatura sustancial del liquido
tratado. La energia liberada y el choque mecanico asociadas al fenbmeno de
implosién afectan la estructura de los materiales situados en el microentorno.
Cuando el ultrasonido pasa a través de un medio liquido, la interaccion entre las
ondas del ultrasonido, el liquido y el gas disuelto conduce a un fenbmeno de
excitacion conocido como cavitacion acustica (Figura 2.2), caracterizado por la

generacion y evolucion de microburbujas en el medio liquido (Ulloa y cols., 2013).

Un ciclo
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Figura 2. 2 Fendmeno de cavitaciéon. (Fuente: Cheny cols., 2015)
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2.3.1.2. Generacion de radicales libres

La cavitacion en liquidos puede ser tan intensa que se rompen las paredes
celulares, se producen radicales libres y sonoquimicos. Una mayor actividad del
agua significa la presencia de agua libre en el medio, lo que aumenta la produccién
de radicales libres debido a la destruccion de las moléculas de agua generadas por
las ondas sonoras, aumentando la letalidad de los microorganismos. La sondlisis
del agua puede producir iones (OH-) y (H+) y peréxido de hidrégeno, esto provoca

la produccién de radicales libres y la inactivacién enzimatica (Delgado, 2011).

2.3.1.3. Ultrasonido de altay baja frecuencia

Dependiendo de los rangos de frecuencias utilizados, el ultrasonido se puede
dividir en dos tipos: ultrasonido de baja intensidad y ultrasonido de alta intensidad
(Ver cuadro 2.1).

Cuadro 2.1 Clasificacion del ultrasonido

Efecto
Rompimiento celular.
Permeabilizaciéon de la
membrana celular.
Cambios estructurales y

Intensidad

ALTA 18-100 kHz.
Procesamiento o
estabilizacion de

) alimentos
Ultrasonido

BAJA >100 kHz.
Diagndstico, control de
calidad, fenbmenos de

relajacion

fisico quimicos.
Homogeneizacion de
emulsiones.

Ecografias.
Aplicaciones
terapéuticas.

Fuente: (Delgado, 2011).
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En toda la industria, las aplicaciones de ingenieria del ultrasonido se dividen
en dos categorias distintas: baja intensidad (también llamada alta frecuencia o "no
destructiva"), y de alta intensidad (también llamado ultrasonido de baja frecuencia o
"potencia") (Mason, 2003). Estas dos categorias difieren en el objetivo a alcanzar,
la aplicacion y la potencia y frecuencia ultrasénicas aplicadas. El objetivo del
ultrasonido de baja intensidad suele ser identificar alguna sustancia invisible en un
medio, mientras que el ultrasonido de alta intensidad generalmente se enfoca en
alterar alguna parte de un medio o promover una reaccion quimica.

Los principales parametros del proceso que diferencian los dos tipos de ultrasonidos
son la energia ultrasoénica y la frecuencia. El ultrasonido de baja intensidad es de
baja energia, con intensidades de potencia inferiores 1 W / cm? y alta frecuencia de
1 a 10 MHz. Por lo tanto, el ultrasonido de baja intensidad también se denomina
ultrasonido de alta frecuencia. El ultrasonido de alta intensidad es de alta energia
con intensidades de potencia superiores a 10 W / cm? y baja frecuencia de 10-100
kHz (Povey y Mason, 1998; McClements, 1995). El ultrasonido de alta intensidad

también se conoce como ultrasonido de baja frecuencia.

2.3.1.4. Termosonicacién

La termosonicacién es una técnica novedosa y viable que se emplea para
reemplazar el procesamiento térmico convencional. Puede aumentar las tasas de
inactivacion microbiana y enzimatica, extender la vida util del producto y reducir el
impacto en el contenido nutricional y la calidad general en las bebidas de frutas y
verduras. La evidencia cientifica muestra que la termosonicacion es una tecnologia
viable, eficiente y confiable para el procesamiento de jugos de frutas y verduras que
preservan la calidad, en comparacion con el procesamiento térmico convencional
(60 °C durante 30 min). El efecto entre el ultrasonido y el calor es potencial para
asegurar la estabilidad del producto y también es eficaz para la inactivacion de las

enzimas presentes en los néctares. (Anaya y cols., 2017).
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2.3.2. Efecto del ultrasonido en alimentos

En afos recientes se ha descubierto al ultrasonido como una herramienta para
la tecnologia de alimentos. El tipo de ultrasonido que se usa en aplicaciones
alimenticias es mas poderoso y a mas bajas frecuencias que el usado en
aplicaciones de diagnéstico. El ultrasonido puede utilizarse como una técnica de
procesamiento de alimentos basada en procesos no térmicos que tiene el potencial
de destruir microorganismos a temperaturas cercanas a la ambiental evitando
cambios debidos al calor en: el sabor, color y valor nutricional del alimento. De igual

manera puede encontrarse cambios enzimaticos y estructurales (Bermudez, 2017).

2.3.3. Efecto del ultrasonido sobre bebidas de frutas y verduras

Los resultados de la aplicacion de ultrasonido en las bebidas de frutas y
verduras dependen de factores externos / extrinsecos e intrinsecos, como se
muestra en la figura 2.3. Los factores externos incluyen las condiciones ambientales
y las caracteristicas del equipo (temperatura, tiempo de procesamiento, potencia de
ultrasonido, frecuencia y amplitud) y los factores intrinsecos dependen de las
caracteristicas y composicion de la matriz. Después de la aplicacién del ultrasonido,
se pueden observar diferentes modificaciones a nivel microscépico de células y
tejidos, como erosion de la superficie de las particulas y rotura celular, reduccién de
tamafio y cambios en la conformacion molecular. Estos cambios conducen a
diferentes mecanismos que resultan en una mejora de la estabilidad fisica,

microbiana y enziméatica (Rojas, Miano y Augusto, 2017).
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Figura 2. 3 Factores externos / extrinsecos e intrinsecos que influyen en los

v

resultados de la aplicacion de ultrasonidos en jugos de frutas y verduras (Fuente:
Zhou y cols., 2010).

El principal impacto de la aplicacion de ultrasonidos en las bebidas es a nivel
estructural. Las bebidas de frutas y verduras se pueden considerar como sistemas
polidispersos (Zhou y cols., 2010), compuestos por una fase insoluble (la fase
dispersa o pulpa, que estd compuesta por células de tejido de la fruta y sus
fragmentos, y grupos y cadenas de polimeros insolubles) dispersos en una solucion
viscosa (el suero, que es una solucion acuosa de los componentes intercelulares,
como polisacaridos solubles, azucares, sales y acidos) (Augusto, Ibarz y Cristianini,
2012). Los cambios en la estructura de estos componentes se demostraron en
funcién del tiempo de procesamiento del ultrasonido o la energia acustica
suministrada a las muestras. La figura 2.3 muestra una representacion de los
cambios en ambas fases de las bebidas (células pulpares y suero) procesadas con
ultrasonido (basado en imagenes microscépicas Opticas) (Rojas, Miano y Augusto,
2017).

Existe un mecanismo interesante sobre cémo actla el ultrasonido en
diferentes pasos, dependiendo del tiempo de procesamiento. Primero, el

movimiento de los compuestos intracelulares se observa cuando la estructura
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interna de la célula pasa de un sistema altamente organizado a uno disperso.
Posteriormente, el ultrasonido provoca la rotura de la pared celular en areas
localizadas, con probable entrada de agua y salida posterior de compuestos
intracelulares, conservando la estructura de la pared celular. Finalmente, tiene lugar
la mezcla de todas las estructuras rotas y compuestos internos (Rojas, Miano y
Augusto, 2017).

El color es una de las propiedades sensoriales méas importantes de los
alimentos. El color también constituye una herramienta importante para determinar
la calidad y las pérdidas nutricionales de los alimentos liquidos durante el
procesamiento y / o almacenamiento posterior. La estabilidad del color durante el
almacenamiento dependeré de las condiciones de almacenamiento (especialmente
temperatura y luz). El ultrasonido puede mejorar la estabilizacién del color de
muchos jugos, como el jugo de pifia (Costa y cols., 2013) y el jugo de durazno (Rojas

y cols., 2016) durante el almacenamiento.

2.3.3.1. Efecto de la termosonicacién en la inactivacion

microbiana

Debido a la inactivacion microbiana limitada del ultrasonido, se han realizado
muchas investigaciones usando la termosonicacién. La mayor parte de la
investigacion apunta a un efecto del calor en algunos sitios objetivo de la célula que
aumenta la resistencia térmica en algunos microorganismos. Estos sitios son los,
ribosomas, acidos nucleicos, enzimas y proteinas (Earnshaw, Appleyard y Hurst,
1995). El tratamiento térmico actla directamente sobre la membrana celular,
debilitando esta importante barrera a las condiciones ambientales. Ademas, hay una
pérdida de iones y nutrientes vitales para la célula (Mafias y Pagan, 2005).

Cuando la temperatura se aplica junto con ultrasonido (termosonicacion) los
microorganismos son menos resistentes debido a los efectos de la cavitacion que
debilitan la membrana celular més el efecto directo del calor sobre la membrana. La

mayoria de los estudios reportados muestran una inactivacion microbiana limitada
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o nula cuando la temperatura es inferior a 50 °C. Sin embargo, cuando se aplica la
temperatura como un tratamiento térmico suave (por encima de 50 °C), se mejora
la inactivacién celular (Bermudez, 2017). La combinacién de factores letales (calor
y / 0 sonicacién) ha demostrado acortar significativamente el tiempo de tratamiento
necesario para lograr una reduccion de 5 log en el recuento de supervivencia de E.
coli K12 (Lee y cols., 2009). El tratamiento con ultrasonido con sonda a una
temperatura de hasta 60 °C resulté en la mayor inactivacién de células microbianas
con menores pérdidas de acido ascoérbico, fenoles totales, flavonoides y flavonoles

en jugo de manzana (Abid y cols., 2014).

2.3.3.2. Efecto de la termosonicacion sobre microorganismos
patdgenos indicadores

Los microorganismos indicadores sirven para evaluar las condiciones
higiénicas bajo las cuales se ha elaborado un alimento. La presencia en los
alimentos de algunos como Escherichia coli, sugiere que el alimento se contaminé
con materia fecal. Los coliformes son microorganismos indicadores, en el sentido
de que su presencia en el alimento sugiere una deficiencia sanitaria en su manejo
(Fernandez, 2000). Escherichia coli, también conocida como E. coli, es una bacteria
que pertenece al género de las enterobacterias y al grupo de los coliformes fecales.
Mas especificamente, es una bacteria gram negativa de forma de bastén, que se
dispone en forma de racimos, no forma esporas, es aerobia y anaerobia facultativa
y reduce los nitratos a nitritos. Su crecimiento se puede dar en un rango de pH de
4.4 a 8.8 y a una temperatura desde los 9 °C hasta los 45 °C. E. coli fermenta la
lactosa (termotolerante a 45°C de 24 a 48 h) produciendo indol a partir de triptéfano,
lo que la diferencia de otras bacterias. Sobrevive a las temperaturas de refrigeracion
y es bastante tolerante a la sal, la sequedad y la acidez, siendo mas sensible al
calor (Davis y Kendall, 2005).

Cuando E. coli se enfrenta a un estrés por acidez, su membrana exterior se dafa
debido a que es la que se encuentra en contacto directo con el medio. Por esta

razon, la bacteria sufre adaptaciones fisicas, que incluyen un cambio en la
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composicion de sus membranas mediante una disminuciéon en su fluidez y
permeabilidad. Esto se logra a causa de una reduccion en los acidos grasos
insaturados y aumentando la concentracion del &cido graso ciclopropano (Kanjee y
Houry, 2013). Esta resistencia a la acidez es la que hace posible que E.coli pueda

sobrevivir en bebidas de frutas acidas.

Segun la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, 2004) en su
"Guia para la industria: jugos, andlisis de peligros y puntos criticos de control
(HACCP)", el propésito de cualquier tecnologia es garantizar un producto estable y
cumplir con las disposiciones de las agencias reguladoras para reducir al menos
cinco ciclos logaritmicos de las bacterias objetivo (por ejemplo, Escherichia coli y
Listeria monocytogenes). Debido a esto, algunos microorganismos patégenos y de
descomposicion se han identificado como de especial preocupacion para la

industria de los jugos de frutas (Anaya y cols., 2017).

Estudios demuestran que muestras de jugo de mango tratadas con sonicacion
a 60°C mostraron una reducciéon de aproximadamente 5 ciclos logaritmicos en E.
coli O157:H7, después de 7 min (Kiang, 2012). Se puede recomendar la
termosonicacién continua a 50 °C que logré la reduccion de 5 log de E. coli ATCC
25922 en jugo de morera negra (Dinger y Topuz, 2015).

2.3.3.2. Efecto de la termosonicacion sobre la inactivacion

enzimatica

La inactivacién de las enzimas se atribuye a un efecto sinérgico entre el calor
y el daflo mecanico por termosonicacion que provoca la desnaturalizacion de las
proteinas por despolimerizacion y cambio en la conformacion de su estructura
terciaria, que se relaciona con la reduccion de la actividad enzimatica especifica
(Aadil y cols., 2015). El micro-flujo que se produce por sonicacion puede interrumpir
las interacciones de Van der Waals y los enlaces de hidrogeno en las cadenas

polipeptidicas (Feng y cols., 2008). Los mecanismos de inactivacion son especificos
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de cada enzima y dependen de su composicion de aminoacidos y su estructura
conformacional (Islam, Zhang y Adhikari, 2014).

La polifenoloxidasa (PPO) es una enzima que se encuentra comunmente en
frutas y verduras y se considera que es la principal responsable del pardeamiento.
La PPO es una enzima que contiene cobre, que cataliza la oxidacion de compuestos
monofendlicos a o-difenoles y compuestos o-dihidroxi a o-quinonas. Las o-quinonas
experimentan reacciones de polimerizacion que conducen a la formacion de
pigmentos de color oscuro (Figura 2.4). Ademds, el pardeamiento enzimético
también puede provocar un mal sabor y, en dltima instancia, reducir el valor
nutricional y de mercado. Por tanto, la inhibicion del pardeamiento enzimatico es un
esfuerzo importante en la industria alimentaria (McEvily, lyengar y Otwell, 1992). Se
han realizado estudios de termosonicacion en extracto de hongos donde aplicando
una temperatura de 55 °C a 75 °C por 5 segundos, se encontrd que el tratamiento
termosonico es mas efectivo para inactivar la PPO en el extracto de hongos que un
tratamiento térmico (Cheng, Zhang y Adhikari, 2013) y en jugo de arandano (Cao y
cols., 2018).

Un problema comun asociado a los jugos de fruta es la pérdida de turbidez,
consistencia, separacion de fases, decoloracion y gelificacién, provocada por
enzimas pécticas, particularmente la enzima pectinmetilesterasa (PME), (Basak y
Ramaswamy, 1996; Carbonell y cols., 2006). La PME se presenta de forma natural
en plantas, reacciona con los grupos carboxilo de la pectina presente en la pared
celular de los frutos, hidroliza los enlaces éster de la pectina presente en los jugos
de fruta provocando la pérdida de turbidez que es atribuida a la suspension de
particulas como proteinas, pectinas, lipidos, hemicelulosas, celulosas y otros
componentes minoritarios (Baker y Cameron, 1999). La PME provoca cambios
importantes en las sustancias pécticas, carbohidratos, acidos organicos,
compuestos fendlicos y otros componentes que afectan las caracteristicas
sensoriales como color, aroma, sabor y textura (Willats y cols., 2001). La presencia
de PME provoca que en las bebidas de estos frutos se formen dos fases, una de
ellas clara en la parte superior y otra turbia en la parte inferior dejando un aspecto

visible indeseado en el producto final. El proceso de ultrasonido en jugos de tomate
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ha sido reportado con un mejoramiento en las propiedades reoldgicas por la
reduccion del tamafio de particulas y la inactivacion de pectinmetilesterasa (Terefe
y cols., 2009). Estudios comprueban que la actividad de enzimas enddgenas del
jugo de limon decrece cuando es utilizado el ultrasonido como método, logrando
también una estabilidad de particulas suspendidas debido al dafio mecanico de la

estructura proteica de la PME (Kim, y cols., 2001).

OH 0
| 0
H:droxllamon OxndaCIon Polimerizacion Polimeros
_— 5 :
o melanoides
enznmallca enzumatlca no enzimatica e fnaase

R R
Fenoles - drfenoles o-quinonas Colores pardos,
(incoloros) (incoloros) (coloreadas) aromas extranos

POLIFENOLOXIDASAS

Figura 2. 4 Mecanismo de accion de polifenoloxidasa. Fuente: (L6pez-Nicolas,
2015)

2.3.3.3. Efecto de la termosonicacion en los compuestos
bioactivos

La retencion de acido ascérbico en los jugos se ha empleado como indicador
de calidad. Se supone que su vida util termina cuando la concentracién original de
acido ascorbico disminuye en un 50% (Abid y cols., 2014). La cavitacion es
directamente responsable de la menor degradacion del acido ascoérbico debido a las
condiciones fisicas extremas que ocurren dentro de las burbujas durante el colapso
cavitacional a microescala. Por el contrario, se menciona que el calor y la cavitacion
ayudan a eliminar el oxigeno disuelto del medio, por lo que retrasan la degradacion
del acido ascorbico (Cheng y cols., 2007). La produccién de radicales hidroxilos por
sonolisis de agua puede estar involucrada en la degradacion del acido ascorbico;

las interacciones entre estos radicales libres y el &cido ascorbico pueden ocurrir en
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la interfase gas-liquido causando oxidacion (Adekunte y cols., 2010). En algunos
casos, la degradacién se produce porque el acido ascérbico proporciona un efecto
protector sobre otros compuestos como carotenoides, compuestos fendlicos o
antocianinas, o por la presencia de oxigeno (Tiwari y cols., 2009).

El aumento de los compuestos fendlicos y carotenoides totales por
termosonicacion podria deberse a la rotura mecénica de la pared celular y la
liberacion final de estos compuestos (Costa y cols., 2013). EI mecanismo de
disrupcién depende de la estructura de las paredes celulares y del contenido de
lignina porque los compuestos fendlicos pueden formar enlaces con varios
compuestos de las paredes celulares, como polisacéridos o proteinas (Bychkov y
cols., 2012). Otros autores proponen que dicho incremento es provocado por una
respuesta de las células vegetales al estrés sufrido durante la cavitacion o invasion
microbiana, que aumentan su capacidad antioxidante al incrementar la sintesis de
estos compuestos (Hsieh y Ko, 2008). La temperatura, el nivel de amplitud y el
tiempo de procesamiento pueden influir en la pérdida de fenoles, flavonoides,
antocianinas y licopeno (Rawson y cols., 2011). Algunas teorias sobre la
degradacion de estos compuestos proponen que puede ser causada por el colapso
de burbujas microscépicas producidas por cavitacion y la correspondiente formacién
de radicales libres; por lo tanto, los antioxidantes actlan sobre estos radicales libres

y disminuyen su propia concentracion (Dubrovic y cols., 2011).
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CAPITULO 3. HIPOTESIS

La termosonicacién del néctar de fresa (Fragaria ananassa) permitird una
mejor retencion de compuestos bioactivos, con caracteristicas fisico-quimicas y
enzimaticas similares al néctar pasteurizado térmicamente, y con una reduccion

microbioldgica.
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CAPITULO 4. JUSTIFICACION

Las frutas tienen diversos procesos industriales, entre ellos se encuentra la
elaboracion de néctares, donde generalmente la materia prima no se aprovecha en

su totalidad.

Actualmente, en México el principal productor de fresa es el estado de
Michoacan (10,120 ha cultivadas, SAGARPA 2017). Diversas investigaciones han
demostrado el beneficio potencial del consumo de la fresa, gracias a su gran poder
antioxidante el cual se encuentra en gran parte en las semillas (aquenio), lo cual lo
hace un producto interesante para incrementar su consumo, mas alla del fruto
fresco. La industria alimentaria enfrenta el reto de desarrollar nuevos productos que
utilicen tecnologias que permitan incrementar el contenido de compuestos
bioactivos y minimicen su degradacién durante el procesamiento y almacenamiento.

Una alternativa al tratamiento térmico convencional y que puede generar un
producto estable sin las desventajas del tratamiento térmico en el néctar es el
tratamiento de ultrasonido; al cual, aplicando un tratamiento térmico se le conoce
como termosonicacion. Este método posee una gran ventaja en parametros de
calidad respecto a la pasteurizacién que es un proceso muy utilizado actualmente
en la industria. Por tanto, una solucién para tener néctar de fresa con una mayor

cantidad de pulpa y aquenio, puede ser el uso de la termosonicacion.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar el efecto del tratamiento de termosonicacion sobre el contenido
de compuestos bioactivos, inactivacién enzimatica y microbiologica en néctar de

fresa (Fragaria ananassa) en comparacion con un néctar tratado térmicamente
5.2. Objetivos especificos

e Obtener el jugo de fresa mediante una extraccion mecéanica para la posterior
elaboracion del néctar y la respectiva adicién del porcentaje de pulpa/

aguenio.

e Evaluar el efecto de la amplitud (70 y 80%) y porcentajes de pulpa/aquenio
(0, 10 y 20%) sobre pardametros fisico quimicos, microbioldgicos,
enzimaticos, fenoles totales, vitamina C, capacidad antioxidante y
antocianinas en néctar de fresa.

e Determinar la letalidad del tratamiento de termosonicacion que mostré los
mejores parametros (fisico quimicos, microbiolégicos, enzimaticos, fenoles
totales, vitamina C, capacidad antioxidante y antocianinas) en Escherichia

coli como microorganismo indicador en néctar de fresa.
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CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Metodologia

Este proyecto se realizé en 3 etapas (Figura 6.1): en la primera se obtuvo el
néctar de fresa a los diferentes porcentajes de pulpa/aquenio (0, 10 y 20%),

posterior se dividi6 en 3 lotes:

Lote 1. Néctar control, al cual no se le aplicd ningun tratamiento

Lote 2. Néctar termosonicado, se destin6 para los tratamientos de termosonicacion
Lote 3. Néctar pasteurizado, se pasteurizé por calor.

La segunda etapa consistio en aplicar los tratamientos de termosonicacion y
pasteurizacion, y posterior se realiz6 las pruebas fisicoquimicas, microbioldgicas,
enzimaticas; se liofilizaron (Labconco, E.U.A) las muestras para el contenido de
compuestos fendlicos, vitamina C, capacidad antioxidante y antocianinas, todo esto
fue comparado con el néctar control; y, finalmente, en la tercera etapa se determiné
la letalidad del tratamiento de termosonicacién en (Escherichia coli) como

microorganismo indicador.
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ETAPAS DEL PROYECTO ]

| | |

ETAPA 1: Extraccion de jugo,
pulpalaguenio retenido se
incorpord al jugo en distintos
porcentajes (0, 10y 20%) y

ETAPA 2: Procesamiento de ETAPA 3: Inactivacion
Néctar por termosonicacion y de Escherichia coli
pasteurizacion

elaboracion de néctar l l
Analisis fisicoquimicos, | etalidad en funcién a
l l l enzimaticos, microbiologicos, triptona de caseina
fenoles totales, antocianinas pancreética + NaCl
Lote 1. Néctar  Lote 2. Néctar Lote 3. Néctar y capacidad antioxidante
control termosonicado pasteurizado

Figura 6.1 Etapas del proyecto

6.1.1. Obtencion del néctar de fresa

Para realizar este trabajo se emplearon fresas (Fragaria ananassa),
compradas en Irapuato, Guanajuato, México. Se seleccionaron con el mismo grado
de madurez (de consumo), con un tamafio y color uniforme de al menos ¥ partes
rojo, °Brix entre 9-10 y pH 3-3.5. Las fresas se llevaron al laboratorio de
biotecnologia (Instituto Tecnolégico de Tepic), en donde se lavaron, desinfectaron
con hipoclorito de sodio (50 ppm) y se despataron (se retiré el pedanculo), después
fueron congeladas a -20 °C. El jugo se obtuvo por medio de un extractor de jugos
(Breville BJE510XL/A, Australia), posterior se filtré con un colador, la pulpa/aguenio
retenido se licué (Nutribullet, EUA) y se incorpor6 al jugo en distintos porcentajes
(0, 10 y 20%).

Se realiz6 800 mL de néctar control, néctar 10% pulpa/aquenio y néctar 20%
pulpa/aquenio con 40 % de pulpa base (jugo), se hicieron los calculos
correspondientes para adicionar el azicar (en base a °Bx del jugo) con la finalidad
de obtener un néctar con 14 °Bx y finalmente el agua agregada fue la diferencia del

néctar total y los ingredientes ya agregados. En el cuadro 6.1 se observan las

37



cantidades necesarias para un néctar en base a 100 g, partiendo de un jugo con 9.2
°BX.

Cuadro 6.1 Estandarizacién del néctar

Ingrediente Cantidades
Aquenio 0% 10% 20%
Pulpa 40 g 409 409
Azucar 10.14 ¢ 94¢g 8.48 ¢
Agua 49.86 g 4069 31.52¢9

6.1.3. Procesamiento del néctar de fresa por termosonicacion y

pasteurizacion

La termosonicacién del néctar se llevé a cabo en un procesador ultrasonico
(Hielscher UP400S, Alemania), utilizando el sonotrodo H7 de 7 mm (400 W, 24 kHz)
se termosonicaron alicuotas de 200 mL de néctar de fresa, se probaron dos
amplitudes (70 y 80%), por 8 minutos, manteniendo una temperatura de salida de
50°C por medio de un bafio de agua acoplado al procesador ultrasénico. La
pasteurizacion térmica se realiz6 en un bafio de agua (Thermo scientific 2870, USA)
a 63°C por 30 min. El disefio experimental fue un factorial completo 3x2 (Cuadro
6.2).

Se consideraron 2 factores Xi, Amplitud con niveles de 70 y 80% y Xo,
Pulpa/aquenio con los niveles 0, 10 y 20% para el tratamiento de ultrasonido, se
mantuvo la temperatura fija de 50 °C, al igual que el tiempo de 8 min. En el cuadro
6.3 se muestran las variables de respuesta a evaluar. Se elabor6 por triplicado y se
comparo con el néctar pasteurizado (0, 10, 20% pulpa/aquenio) y néctar control (O,
10, 20% pulpa/aquenio).

La potencia efectiva de los tratamientos fue determinada por el método

colorimétrico de Torkamani y cols., (2014). Las temperaturas en la muestra se
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controlaron y midieron con un multimetro (RADOX 535-339, México) desde el
minuto O al 8 de cada tratamiento como se puede ver en el cuadro 6.2. Todos los
tratamientos fueron realizados por triplicado.

El aumento de temperatura (dT/dt) se determiné de la pendiente de los datos
de temperatura registrados contra el tiempo para cada tratamiento. La potencia

efectiva para cada tratamiento fue calculada a partir de la siguiente ecuacion:
Pn = mnCp (d—T)
dt
Donde:
Pn es la potencia efectiva determinada para el tratamiento en W.

mn es la masa utilizada en el tratamiento n en kg

Cp es el calor especifico para la muestra n en J/ (kg °C)

El calor especifico para cada muestra se calculd a partir de la composicion

determinada para cada tratamiento:

n
cp = Z cpiXi
i=1

Donde:
cpi €s el calor especifico para el componente i

Xi es la fraccion peso del componente i

Los calores especificos para los componentes en el néctar de fresa se
determinaron con las siguientes férmulas (Singh & Heldman, 2009) utilizando la

temperatura promedio (T) registrada en cada tratamiento:

Proteina cp=2.0082 + 1.2089 x 103T — 1.3129 x 10°6T?
Grasa cp=1.9842 + 1.4733 x 10-3T — 4.8008 x 10572
Carbohidratos  cp=1.5488 + 1.9625 x 10-3T — 5.9399 x 10°6T?
Cenizas cp=1.0926 + 1.8896 x 103T — 3.6817 x 10°T?

Agua cp=4.1762 + 9.0864 x 10°5T + 5.4731 x 10°6T2
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Cuadro 6. 2 Disefio experimental para analisis de termosonicacion

Amplitud Tiempo  Potencia efectiva  Temperatura Temperatura Temperatura
Tratamiento %) Pulpa/aquenio (%) (min) (W) de entrada  de salida (°C) promedio
°C) °C)
1 70 0 8 40.179 + 1.376° 7 47.83+0.2
2 70 10 8 38.640 + 0.254P 7 48.5+0.5
3 70 20 8 39.126 + 0.110P 7 49.5+0.5 48.61 £ 0.8
4 80 0 8 42.880 £ 0.191°¢ 7 48.66 + 0.5
5 80 10 8 43.655 + 0.335¢ 7 47.66 £ 0.2
6 80 20 8 47.465 + 0.105¢ 7 495+0.5 48.61+1.1
7 80 20 20 35.945 + 0.8422 7 49.83+0.7 48.83+0.05
Control - 0 - - - - -
Control - 10 - - - - -
Control - 20 - - - - -
Pasteurizado - 0 30 - 7 63 -
Pasteurizado - 10 30 - 7 63 -
Pasteurizado - 20 30 - 7 63 -

Los resultados se expresan como la media + desviacion estdndar (n=3). Diferentes letras en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05). Letras iguales no muestran diferencias

significativas. El tratamiento 7 fue el mas éptimo y el que se utilizd exclusivamente en la etapa 3 de inactivacion bacteriana.
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Cuadro 6.3 Variables de respuesta

Caodigo Definiciéon Cadigo Definiciéon
Y1 pH Ys Polifenoloxidasa
R Compuestos
Y2 Brix Yo fenolicos totales
Y3 Acidez titulable Y10 Acido ascorbico
Ya Coliformes totales Y11 Antocianinas
Capacidad
Ys Hongos y levaduras Y12 antioxidante
DPPH
- : Capacidad
Ye Mesofilicos aerobios Y13 antioxidante ABTS
Capacidad
Y7 Pectinmetilesterasa Y14 antioxidante
FRAP

6.2.1. Anadlisis fisico quimicos

6.2.1.1. Determinacién de pH

Para la determinacion del pH se utilizé el método 981.12 de la AOAC (2005).

Se tomé aproximadamente 5 mL de muestra homogénea, en un vaso de

precipitados. Posteriormente se sumergio el electrodo del medidor de pH (Hach

Sension, Espafia) previamente calibrado con soluciones buffer de pH 4, 7 y 10, en

la muestra y se tomo la lectura.
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6.2.1.2. Determinacion de acidez titulable

Se utiliz6 el método 942.15 de la AOAC (2005) mediante valoracion
potenciométrica de la muestra con NaOH hasta pH 8.1 que indica el contenido de
acidos libres (citrico, lactico, malico, oleico) expresandose el resultado en
porcentaje del acido predominante en la muestra. Se pes6 aproximadamente 10 g
de muestra homogenizada, en un vaso de precipitados y se mezclé con 100 mL de
agua desionizada, se agit6 durante 5 min. Se determiné el pH de la muestra y
posteriormente, se titulé con hidréxido de sodio 0.1 N de factor conocido, hasta

llegar a pH 8.1. Esto se hizo por triplicado.

Los resultados se reportaron en % de &cido citrico (mg de &cido citrico/100 mg de

muestra) y se calculé mediante la siguiente formula:

. . . NxVxfxF
Acidez total (% acido citrico) = % x 100

Donde:

N= Normalidad de NaOH

V=mL de NaOH consumidos en la valoracion

f= Factor de correccién del hidréxido de sodio

F= Factor de conversion de acido citrico anhidro 0.064

P=Peso en g de la muestra

6.2.1.3 Determinacidon de sélidos solubles

Los sélidos solubles totales (°Brix) se determinaron por el método de la AOAC
(1990) se coloc6 dos gotas de la muestra (cubriendo completamente la superficie)
en el prisma de un refractometro digital (HANNA HI 96801, U.S.A), adecuadamente

calibrado y se registro la lectura.
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6.2.2. Andlisis enzimaticos

6.2.2.1. Polifenoloxidasa (PPO)

La actividad de la PPO se midié por espectrometria a 420 nm en un
espectrofotometro (GENESYS 10S, Uruguay) de acuerdo a la metodologia de
Guerrero- Beltran y Barbosa-Cénovas, (2006). El extracto de la enzima se obtuvo
mezclando 5 mL de muestra con 5 mL de buffer Mcllevaine (pH 6.6). Esta mezcla
se centrifugd (LabTech 1580R, Italia) a 4°C, a 4000xg por 40 min y posteriormente
se filtrd con papel whatman no. 1. Una vez obtenido el extracto, se tomé 0.25 mL y
se afiadio 1 mL de buffer Mcllevaine (pH 6.6) y 0.5 mL de catecol (0.175 M). La
absorbancia se midioé cada 2 min por 20 min y la porcion lineal de la curva se utilizd
para calcular las unidades de actividad enzimatica (UAE). Una UAE fue definida
como 0.001 AAazo /min/mL.

6.2.2.2. Pectinmetilesterasa (PME)

La determinacion de la actividad residual de la enzima PME se realizo
mediante la titulacion del grupo carboxil, de acuerdo a Askar y Treptow, (1993). Se
afiadié 20 mL de jugo a 40 mL de solucién de pectina citrica al 1%, en una solucién
de NaCl 2N. La mezcla se ajust6 a pH 7.0 con NaOH 1N. Una vez alcanzado el pH
de 7.0, se agreg6 1 mL de NaOH 0.05 N y se midio el tiempo requerido para que la
muestra regrese al pH 7.0. Una unidad de PME (UPME) fue definida como la
liberacion de 1 pmol del grupo carboxil por minuto a pH 7.0 a 30°C. Para el calculo

de la actividad enzimatica se utilizo la siguiente formula:

UPME (mL de NaOH) * (normalidad del NaOH)

1000
ml (Minutos) * (mL de muestra) i
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6.2.3. Fenoles solubles totales

6.2.3.1. Método de Folin-Ciocalteu

El contenido de fenoles solubles totales (FST) se determind por medio de un
lector de microplacas (Bio-Tek ®, Synergy HT, Winooski, VT, EE. UU) con el
programa Genb5, usando el ensayo de Folin-Ciocalteu (Montreau, 1972). Se agregé
en tubos de ensaye 1 mL carbonato de sodio 7.5%, 250 pyL de muestra 'y 1.250 mL
de Folin-Ciocalteu, se agitaron en vortex y se dejo reposar 15 min a 50 °C, luego se
agreg6 270 L de los tubos a la microplaca y se leyé la absorbancia a 750 nm. Se
realiz6 una curva de calibracion con &cido galico (AG) a diferentes concentraciones
(0, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.10 y 0.20 mg/mL). Los datos se expresaron como el

promedio de mg equivalentes de AG por gramo de muestra (mg EAG/q).

6.2.4. Determinacion de antocianinas

Para la determinacién de antocianinas totales se utilizé el método reportado
por Giusti y Wrolstad, (2001), el cual es un método colorimétrico que se basa en el
diferencial de color emitido por las antocianinas en distintos pH. Se coloc6 0.5 mL
de muestra y se diluyé 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 solucion de acetato de sodio 0.4 M y se ajust6 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 (Bio-
Tek ®, Synergy HT, Winooski, VT, EE. UU) con el programa Gen5. El contenido de

antocianinas se calculé por la siguiente ecuacion:

Cy3gl — (AxPM«FD x1000)
L~ (E * Tc)

Contenido de antocianinas (mg
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Donde:

A = Resta de la absorbancia de los valores con cloruro de potasio (510 nm -
700 nm) menos la resta de la absorbancia de los valores con acetato de sodio
(520 nm — 700 nm).

PM = Peso molecular de cyanidin-3-glucosido (449.2 g/mol)

FD = Factor de dilucion

E = Absorcién molar (26900 L mol* cm™)

6.2.5. Determinacion de vitamina C (acido ascorbico)

El contenido de &cido ascoérbico (Durust y cols., 1997) se determind por medio
de espectrofotometria (GENESYS 10S, Uruguay). Utilizando sal sddica de 2,6-
diclorofenolindofenol hidratada (DCPI). Para las medidas de absorbancia de las
soluciones de muestra, el ajuste a cero se realizé mediante una mezcla de solucién
de muestra (200 pL), tampdn acetato (200 pL) y agua destilada (1600 pL). La
absorbancia de la solucion de muestra (200 uL) + tampon acetato (200 uL) + DCPI
(1600 pL) se registré exactamente después de la adicion de DCPI al final de 15
segundos. Este es el valor L2 de la solucion de muestra. Los valores L1 - L2
representan la absorbancia de la muestra; donde L1 es la absorbancia de la solucién
de &cido oxalico (200 uL) + solucion tampdn de acetato (200 pL) + solucion de DCPI
(1600 pL). Se leyo absorbancias a 525 nm cada 15 segundos. Se realizé curva de
calibracion de &cido ascérbico de 0, 5, 10, 20, 30 y 40 mg/L. Los resultados se
expresaron como el promedio de mg equivalentes de acido ascorbico por gramo de

muestra (mg EAA/Q).

45



6.2.6. Capacidad antioxidante

6.2.6.1. Método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

La determinacion antirradical por el método con DPPH se realizd segun la
metodologia reportada por Alvarez- Parrila y cols., (2011). El reactivo DPPH es un
radical libre estable, que en solucion etandlica presenta una coloracion violeta. Si
se adiciona a este medio una sustancia susceptible de atrapar radicales libres, el
electron no apareado del DPPH se aparea e inmediatamente se presenta una
decoloracion de la solucién que puede ir hasta amarillo en razén del numero de
electrones apareados.

Se preparé el radical DPPH en solucién etandlica. Se colocé 30 pL de muestra
en la microplaca. La absorbancia se midi6 a 517 nm utilizando un lector de
microplacas (Bio-Tek ®, Synergy HT, Winooski, VT, EE. UU) con el programa Genb.
Se realiz6 una curva de calibracion, utilizando trolox como antioxidante de
referencia, a concentraciones de 0, 37.5, 75, 150, 300 y 600 uM. La actividad
antioxidante se expresé como el promedio de mmol equivalentes de trolox por

gramo de muestra (mmol ET/g).

6.2.6.2. Método de reduccién de ion férrico por actividad
antioxidante (FRAP)

Este método evalla la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo a
su capacidad para reducir el Fe*® presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)
striazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?), que presenta un maximo de
absorbancia a una longitud de onda entre 590- 595 nm. Para realizar la técnica se
sigui6 la metodologia descrita por Alvarez- Parrila y cols.,, (2010) con
modificaciones, en el cual se preparé el reactivo FRAP, posteriormente se
agregaron 24 uL de muestra a la microplaca y se ley6 la absorbancia a 595 nm a
37 °C en el lector de microplacas (Bio-Tek ®, Synergy HT, Winooski, VT, EE. UU)
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con el programa Genb. La curva patron se realizo utilizando trolox a las siguientes
concentraciones 0, 0.008, 0.016, 0.032, 0.065 y 0.13 mM. La actividad antioxidante
se expreso como el promedio de mmol equivalentes de trolox por gramo de muestra
(mmol ET/g).

6.2.6.3. Método del radical 2,2-azinobis 3-etilbenztiazolina-6-
sulfénico (ABTS)

La determinacién de la actividad antioxidante por medio del atrapamiento del
radical ABTS se realizé de acuerdo a Prior, Wu & Schaich, (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 prepard una solucién de ABTS al 7 mM con persulfato de
potasio al 2.45 mM, se incubd durante 16 hrs a temperatura ambiente en la
oscuridad para dar lugar a la formacién del radical libre ABTS, posteriormente se
realizo en factor de dilucion para obtener una absorbancia de 0.8 + 0.05 a 734 nm.
Se colocaron 20 yL de muestra en la microplaca, posteriormente se realizé la lectura
espectrofotométrica a 734 nm en el lector de microplacas (Bio-Tek ®, Synergy HT,
Winooski, VT, EE. UU) con el programa Gen5. Se utilizé una curva estandar, para
la cual, se preparé una solucion de trolox con las siguientes concentraciones: 0,
37.5,75, 150, 300 y 600 pM. La actividad antioxidante se expresé como el promedio

de mmol equivalentes de trolox por gramo de muestra (mmol ET/g).

6.2.7. Analisis microbiologicos

Los analisis microbiolégicos se realizaron mediante la técnica de vaciado en
placa, para lo cual se agreg6 1 mL de jugo diluido en agua peptonada al 0.1%

previamente esterilizada. Las diluciones fueron seriadas de 10t a 10-3. Se realizaron
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el recuento total de mesoéfilos (MT) (NOM-092-SSA1-1994), enterobacterias (EB)
(NOM-113-SSA1-1994), levaduras y hongos (HL)(NOM-111-SSA1-1994).

Para MT se utilizo el agar para métodos estandar (PCA), se incub6 a 30°C y se
realizd el conteo a las 48 h. El recuento de EB se realizd en agar bilis rojo violeta
glucosado (VRBG), las placas se incubaron a 37°C y se realizo el conteo a las 48
h. Para el andlisis de HL se utilizé el agar rosa de bengala y el conteo se realizo a
los 5 dias en incubaciéon a 25 °C. Los resultados de los recuentos microbioldgicos
se expresaron en Log UFC/mL.

6.2.8. Inactivacién de Escherichia coli por termosonicacién

Una vez obtenido el tratamiento de termosonicacién 6ptimo, se evalud su
letalidad en Escherichia coli (ATCC 8739). Previo a la inoculacion de E. coli en el
néctar de fresa, la cepa se activd en caldo de soya tripticaseina y se incub6 por 48
horas a 37 °C. Para preparar la suspension bacteriana se realizaron siembras de la
cepa por superficie mediante asa bacterioldgica tanto en cajas Petri como en tubos
inclinados con agar soya y tripticaseina con extracto de levadura (TSA+EL) dejando
incubar por 24 horas a 37 °C. Después se tomaron asadas de las colonias de las
placas y tubos para colocarlas en 10 mL de una solucién de triptona caseina
pancreatica (1 g/L) mas cloruro de sodio (8.5 g/L). Por medio de un
espectrofotometro se leyd la absorbancia de la suspension a 405 nm hasta registrar
una absorbancia mayor a 1, esto para alcanzar 9 Log UFC/mL aproximadamente.
Posteriormente, la suspensiéon se inoculd en un litro de néctar de fresa quedando
con una carga de 7 Log de UFC/mL de E. coli. Una vez inoculado el néctar con la
cepa se realizd el tratamiento de termosonicacion, teniendo como control una

muestra de néctar inoculado sin tratamiento.

Para determinar la carga inicial de células en el néctar inoculado se utilizé 1
mL para preparar diluciones decimales en agua de peptona (10 g / L de peptona y
5 g/ L de NaCl). Posteriormente, se sembro por inclusion 1 mL de estas diluciones
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por duplicado en cajas Petri con TSAYE (agar triptona de soya y extracto de
levadura 6 g /L) y se incubo a 37 ° C durante 48 h. El analisis microbiolégico de los
néctares tratados y el control se realiz6 2 h después de haber realizado los
tratamientos y después de 5 y 10 dias de almacenamiento a 6°C, la letalidad se
calculdo como la diferencia entre los logaritmos de los recuentos de colonias del

néctar antes del tratamiento y del néctar después del tratamiento (Log No — Log N).

6.2.8.1. Cinética de inactivacibn de Escherichia coli por

termosonicacion

Se realizo la cinética de inactivacion con Escherichia coli (ATCC 8739). Para
la activacion de la bacteria, la realizacion de la suspension y la inoculacién en el
néctar se hizo segun la metodologia del apartado 6.2.8. Solo se realizé la cinética
del néctar tratado con termosonicacion (50 °C, 20 minutos, 80% amplitud) y se retird
3 mL de muestra cada 4 minutos hasta completar un tratamiento de 20 minutos. El
analisis microbiologico del néctar tratado se realizé 2 h después de haber realizado
los tratamientos, la letalidad se calculé como la diferencia entre los logaritmos de
los recuentos de colonias del néctar en el minuto 0 y del néctar después de cada 4
minutos (Log No — Log N). Finalmente se ajusté a un modelo matematico mediante
una regresion simple, tomando como variable independiente el tiempo de
tratamiento y como variable dependiente la letalidad. Fue realizado con el paquete
estadistico STATISTICA 12 (TIBCO Software Inc. USA) para Windows.
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6.2.9. Andlisis estadistico

En el procesamiento del néctar de fresa por termosonicacién (Etapa 2), los
datos se expresaron como las medias + desviacion estandar (n=3). Se evaluaron
los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas con las pruebas de
Shapiro Wilk y Barlett respectivamente. En caso de cumplir con ambos supuestos
se utilizo el andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 0.05. En
caso de encontrar diferencias significativas se aplico la prueba Tukey para comparar
las medias de los tratamientos. Si se dio el incumplimiento de alguno de los
supuestos se realizé la prueba de Kruskal-Wallis y la comparacion de rangos
medios. Para optimizar las variables se utiliz6 un analisis de Superficie de
Respuesta. Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico STATISTICA

12 (TIBCO Software Inc. USA) para Windows, con un nivel de confianza del 95%.

En la letalidad de Escherichia coli (Etapa 3) se realizé un disefio unifactorial
en donde se pretendié observar como influyen los dias de almacenamiento en la
reduccion logaritmica de E. coli. respecto al néctar tratado con termosonicacién, se
analizé por medio de un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia
del 0.05, aplicando una prueba Tukey para comparar las medias.
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CAPITULO 7. RESULTADOS

7.1. Efecto de la termosonicacion en pH, soélidos solubles totales (°Brix)

y acidez titulable

Los resultados obtenidos (Cuadro 7.1) muestran que los sdlidos solubles
totales (SST) se encuentran entre 14.10 a 14.23 °Brix y el pH entre 3.80 a 3.88, los
cuales cumplen con los pardmetros de calidad establecidos para néctares, donde
indica que el pH no debe ser inferior a 2.5 y para °Brix a 14 (CODEX STAN 247-
2005). Entre los tratamientos se obtuvo menores °Brix en el tratamiento “0/80” con
14.10 y el de mayor fue en “10/70” con 14.23 pero sin diferencias significativas
(p>0.05), En el pH, se tiene 3.80 en “0/80” como menor valor y 3.88 en “20/80” como
mayor, pero sin diferencia significativa (p>0.05). Ademas, no se observaron
diferencias entre los néctares termosonicados, el néctar control y el pasteurizado.
Resultados similares en °Brix y pH se han reportado en jugo de carambola (Nayak
y cols., 2018) y néctar de camu-camu (do Amaral Souza y cols., 2019). Anaya-
Esparza y cols.,, (2017) informaron en el néctar de guandbana que Ila
termosonicacion no promovié diferencias significativas en los valores de pH (3.6—
3.9) y SST (14.4-14.9 ° Brix). Estos parametros, por lo tanto, no se ven afectados

al agregar los distintos porcentajes de pulpa/aquenio al néctar.

En la acidez titulable se puede observar un incremento entre los néctares
controles y los termosonicados, teniendo el menor valor en C (Control) “0/0” y P
(Pasteurizado) “0/0” de 0.146. El incremento en acidez puede estar relacionado con
la liberacion de acidos organicos desde el citoplasma celular al exterior, provocada
por la ruptura de la membrana celular debido al proceso de cavitacion (Oladunjoye
y cols., 2021). Asimismo, puede deberse a una posible liberacion de acido
galacturonico de la estructura de la pectina también debido a la cavitacién, como lo
sugirieron Bora, Handique y Sit (2017) al estudiar el efecto de la termosonicacion

en el jugo de banano (40 kHz, 5 min a 80 ° C). De igual manera, la aplicacion de
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ultrasonido, combinado con la temperatura, puede potenciar el proceso de sondlisis
de las moléculas de agua (OH-, H202 y H+), modificando la acidez de la solucion
(Anaya-Esparza, Veldzquez-Estrada, Roig, y cols., 2017). A pesar de que se tuvo
un incremento en acidez respecto al control, pasteurizado y los néctares
termosonicados, no se pudo observar cambios importantes de pH que afecten su

calidad conforme a los que establece la normatividad para néctares.

Cuadro 7.1 Efecto de la termosonicacion sobre SST, pH y acidez titulable

Acidez titulable (mg

Tratamientos SST (°Brix) pH
AC/ 100 mL)

(0/70) 14.22 + 0.052 3.82 £ 0.032 0.250 £ 0.0002
(10/70) 14.23 £ 0.092 3.85+0.012 0.240 £ 0.0002
(20/70) 14.15 +0.162 3.84 + 0.092 0.240 £ 0.0002
(0/80) 14.10 £ 0.112 3.80 £ 0.042 0.250 + 0.000¢
(10/80) 14.13 £ 0.262 3.87 £ 0.022 0.240 £ 0.0002
(20/80) 14.20 £ 0.232 3.88 + 0.092 0.240 £ 0.0002
C (0/0) 14.11 +0.372 3.80 £ 0.042 0.146 + 0.005¢
C (10/0) 14.16 £ 0.322 3.80 £ 0.042 0.170 + 0.000°
C (20/0) 14.00 £ 0.082 3.85 +0.082 0.176 + 0.005¢
P (0/0) 14.42 £ 0.312 3.81 +0.042 0.146 + 0.005¢
P (10/0) 14.33+0.172 3.84 + 0.052 0.166 + 0.005°
P (20/0) 14.33 £ 0.232 3.95 + 0.032 0.170 + 0.000°

Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma columna son significativamente
diferentes (p<0.05). Letras iguales no muestran diferencias significativas. (0/70): 0% pulpa/aquenio y 70%; (10/70): 10% pulpa/aquenio y
70%; (20/70): 20% pulpa/aquenio y 70%; (0/80): 0% pulpa/aquenio y 80%; (10/80): 10% pulpa/aquenio y 80%; (20/80): 20%
pulpa/aquenio y 80%; C (0/0): 0% pulpa/aquenio; C (10/0): 10% pulpa/aquenio; C (20/0): 20% pulpa/aquenio; P (0/0): 0% pulpa/aquenio;
P (10/0): 10% pulpa/aquenio; P (20/0): 20% pulpa/aquenio. C= CONTROL, P= PASTEURIZADO.
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7.2. Efecto de la termosonicacion en los recuentos microbianos

El cuadro 7.2 muestra los recuentos de mesofilos aerobios, coliformes totales
en placa y hongos y levaduras; donde se observa que entre los tratamientos de
termosonicacion no hay diferencias significativas a pesar de presentarse recuentos
menores (1.96 a 2.08 Log UFC/mL en hongosy levaduras y 1.98 a 2.13 Log UFC/mL
en mesofilos aerobios) utilizando una amplitud de 80%. Sin embargo, los
tratamientos de termosonicacion mostraron una reduccion significativa (p <0.05) en
hongos, levaduras y mesofilos aerobios con respecto al néctar control. En este
sentido, se obtuvo una reduccion en hongos y levaduras de 2.88 a 1.91 Log
UFC/mL, y de 3.26 a 1.98 Log UFC/mL en mesofilos aerobios; en coliformes totales
se detect6 ausencia de colonias en los tratamientos, no obstante, en el control hubo
presencia, pero por debajo de los limites detectables, esto afirma que se tuvieron
las practicas de higiene correspondientes y se evitd alguna contaminacién cruzada.
No obstante, la reduccién completa de hongos, levaduras y mesofilos aerobios no

se logré como en la pasteurizacion.

Existen varias teorias para explicar el efecto letal de la termosonicacion sobre
los microorganismos, incluido el fenédmeno de la cavitacion, que es capaz de dafar
la pared celular y la membrana de los microorganismos, formando poros
(sonoporacion), y como consecuencia provocando la pérdida de contenido
intracelular (Vinatoru, 2001). La cavitacién también aumenta la temperatura y la
presion del medio, asi como los niveles de radicales libres con propiedades
bactericidas, que también pueden contribuir a la letalidad microbiana (Anaya-
Esparza y cols., 2017), y la inhibicion del crecimiento de microorganismos al
inactivar la actividad enzimatica de las mitocondrias (Tomadoni y cols., 2017). El
efecto letal de la termosonicacion no es el mismo para todos los microorganismos
porque la eficiencia de la inactivaciéon microbiana se ve afectada por la morfologia
como el tipo, forma o diametro del microorganismo, en este sentido, las gram
negativas son menos resistentes que las gram positivas debido a su capa de

peptidoglucano, los cocos o células esféricas son mas resistentes que los bacilos o
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formas de baston debido a la relacion entre la superficie celular y el volumen, las
células con una superficie mas grande son mas sensibles que las células pequeias
y redondas, las esporas bacterianas y los mohos son mas resistentes al ultrasonido
que las bacterias vegetativas (Ramteke y cols., 2020). Factores como amplitud,
temperatura y tiempo de tratamiento también son clave para una inactivacion
microbiana. Amador-Espejo y cols., (2020) obtuvieron una mayor reduccion
microbiana en smoothie de frutas evaluando diferentes amplitudes (70-85%),
temperaturas (40-55 °C) y tiempos de tratamiento (15-25 minutos). En donde se
puede resaltar que para obtener una mayor inactivacion microbiana en el néctar de
fresa se necesita incrementar un poco mas la amplitud y/o temperatura o
simplemente tener un tiempo de tratamiento mayor, sin embargo, se necesitan mas
andlisis para confirmar esta hipétesis. Herceg y cols., (2013) detectaron una
inactivacion completa de mesoéfilos aerobios en jugo de fresa en tratamientos de
termosonicacion de 23% de amplitud por 9 minutos a 55 °C. En este caso, ellos
concluyen que el factor mas importante para tener la inactivacion microbiana es la

temperatura.

Los néctares pasteurizados mostraron una excelente calidad microbiana ya
que se observo la eliminacion completa de todos los microorganismos analizados.
La aplicacion de altas temperaturas durante la pasteurizacién puede destruir
sustancias organicas (ADN, ARN y proteinas) que son necesarias para el correcto
funcionamiento de los microorganismos, por lo que resulta en la lisis celular
(Santhirasegaram y cols., 2015). Resultados similares se han reportado en jugo de
mandarina (Alves y cols., 2020), néctar de jaca (Cruz-Cansino y cols., 2021),

smoothie de frutas (Amador-Espejo y cols., 2020) y jugo de uva (Aadil y cols., 2015)

Aunque el néctar de fresa presenté un recuento microbiano significativo y se
obtuvo una reduccion aproximada de 1 Log UFC/mL, todos los tratamientos estan
dentro del limite permitido por la NOM-093-SSA1-1994.
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Tratamientos

Hongos y
levaduras (log
UFC/mL)

Mesdfilos
aerobios (log
UFC/mL)

Coliformes en placa

(log UFC/mL)

(0/70)
(10/70)
(20/70)

(0/80)
(10/80)
(20/80)
C (0/0)
C (10/0)
C (20/0)
P (0/0)
P (10/0)
P (20/0)

1.913 + 0.1042
2.156 + 0.2922
1.950 + 0.1772
2.083 + 0.0402
2.003 + 0.2802
1.966 + 0.0602
2.780 + 0.098°
2.886 + 0.380°
3.143 £ 0.159°

ND

ND

ND

2.166 +0.2312
2.330+£0.1732
2.073 +£0.1202
2.040 + 0.115%
2.133 £ 0.1002
1.983 £ 0.2152
3.263+0.177°
3.096 + 0.205°
2.863 £ 0.184°

ND

ND

ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Cuadro 7. 2 Efecto de la termosonicacidon en recuentos microbianos

Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma columna son significativamente

diferentes (p<0.05). Letras iguales no muestran diferencias significativas. (0/70): 0% pulpa/aquenio y 70%; (10/70): 10% pulpa/aquenio y

70%; (20/70): 20% pulpa/aquenio y 70%; (0/80): 0% pulpa/aquenio y 80%; (10/80): 10% pulpa/aquenio y 80%; (20/80): 20%

pulpa/aquenio y 80%; C (0/0): 0% pulpa/aquenio; C (10/0): 10% pulpa/aquenio; C (20/0): 20% pulpa/aquenio; P (0/0): 0% pulpa/aquenio;

P (10/0): 10% pulpa/aquenio; P (20/0): 20% pulpa/aquenio. ND= No detectado. C= CONTROL, P= PASTEURIZADO.

7.3. Efecto de la termosonicaciéon en actividad enzimatica

De manera general los néctares de fresa presentaron una actividad baja de

polifenoloxidasa (Cuadro 7.3), un valor menor (2.296 UAE/min/mL) en el tratamiento

“0/70” pero estadisticamente no se presentan diferencias significativas. Esta

pequefia o nula actividad enzimética en el néctar de fresa se puede deber a que la
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enzima es potenciada por la presencia del cobre en el extracto, siendo el cofactor
por excelencia de esta enzima, Jiménez-Vieyra y Zambrano-Zaragoza, (2011) han
revelado que la fresa muestra valores muy bajos de cobre (0.094 + 0.010 mg Cu/
100 g en fruto y en extracto con 0.016 +0.010 mg de Cu/100 g), respecto a otras
frutas como el aguacate que muestra un valor de 0.292 mg Cu/ 100 g. Un fruto que
contiene polifenoles y polifenoloxidasa esta destinado a presentar obscurecimiento,
pero un fruto que ademas tiene un alto contenido de cobre anuncia un
obscurecimiento acelerado (Es-Safi y cols., 2003). De igual manera el néctar
presenta un pH bajo y a pH acido se inhibe la actividad de esta enzima (Jiménez-

Vieyra y Zambrano-Zaragoza, 2011)

Por lo que, el obscurecimiento del néctar, mas que la accién de la enzima, la
cual influye, pero no del todo, puede estar mas ligado a cambios que se pueden
presentar durante la termosonicacion, como son la cavitacion acustica presente en
los tratamientos de ultrasonido, ya sea por radicales libres en la sondlisis de
moléculas de agua o fuerzas de cizallamiento resultantes de la cavitacion acustica
(Mason y cols., 1994; Kadkhodaee y Povey 2008). En algunos casos, los cambios
de color pueden ser causados por la rotura mecanica de la pared celular y ademas
la liberacion de compuestos coloreados como se ha encontrado en los carotenos
del jugo de zanahoria (Martinez-Flores et al., 2015) y compuestos fendlicos en jugo

de uva (Lieu y Le, 2010) en comparacion con muestras frescas o pasteurizadas.

El tiempo de tratamiento es un pardmetro a considerar en la inactivacion de la
polifenoloxidasa debido a que son necesarios periodos de exposicién prolongados
para inactivarla (Rithmanee e Intipunya 2012). Se ha reportado una menor actividad
(4.72 UAE/min/mL) en un rango de tiempo de 18 a 22 minutos, amplitud de 70-85%
y 40-55 °C (Amador-Espejo y cols., 2020). Pero, se ha reportado un aumento en la
actividad de la enzima (6 UAE/min/mL) cuando se tiene una exposicion de 24
minutos, bajo estas mismas condiciones de tratamiento. En jugo de guayaba fue
observado este aumento de la actividad de la enzima (10 a 18 U) con una sonicacion
a 35 kHz por 30 minutos y ellos atribuyeron el incremento de la actividad de la PPO
a la produccion de un sistema coloide estabilizado debido a un tamafio de particula
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mas pequefio y una mayor disponibilidad de compuestos fendlicos (Cheng y cols.,
2007). En el néctar de fresa 8 minutos posiblemente no fueron suficientes para
hacer notoria una inactividad de la enzima, aunado al poco contenido de cofactor

(Cu) que tiene el fruto.

En las muestras pasteurizadas se mostraron los valores mas bajos, pero esto
es debido a que valores entre 70°C - 90°C, pueden causar inhibicion de la
polifenoloxidasa. Terefe y cols., (2009) obtuvieron una actividad residual del 28%

en puré de fresa aplicando un tratamiento térmico de 100 °C por 30 min.

En la pectinmetilesterasa pudo observarse (Cuadro 7.4) un valor menor en
(0/80) de 0.148 UPME/mI, y mayor de 0.287 UPME/mI en “20/70”, en donde result
un incremento y diferencia mientras mas pulpa se le agregue al néctar, sin embargo,
se muestra una baja actividad de la enzima y esto puede ser debido a que la fresa
es una de las frutas con menos contenido de pectina, por lo tanto, hay poco sustrato
para la enzima. Se ha demostrado una mayor actividad de la pectinmetilesterasa en
fresa verde y una disminucién alcanzando su grado de madurez (Draye y Van
Cutsem, 2008). La mayor fraccion péctica en fresa es pectina soluble en oxalato, la
cual no es usual en otras frutas como la manzana (Contreras y cols., 2005). Esta
fraccion de pectina de baja esterificacion puede favorecer la unién del calcio y
formar una estructura de reticulacion (Sirisomboon y cols., 2001). Por lo tanto, la
pectinmetilesterasa en fresa desesterifica la pectina de una manera mas lenta hasta
el punto que pueda servir de sustrato para las enzimas pentin liasas (Yu y cols,
1996). Zhang y cols., (2018) obtuvieron una inhibicion en la degradacion de pectina

soluble en fresa, utilizando ultrasonido + Ca.

Otra razon por la cual no pudo haber actividad de la enzima, es debido a las
proteinas inhibidoras de pectinmetilesterasa, las cuales podrian estar presentes en
cualquier etapa de maduracion. Estos inhibidores, aunque todavia no se
caracterizan en fresa, son bien conocidos en kiwi, papa y platano (McMillan y
Pérombelon, 1995).

No obstante, se observaron valores menores en el néctar pasteurizado,

aungque no significativos. Osorio (2008) consiguido una reduccion de 5.4% en
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pectinmetilesterasa, utilizando un tratamiento térmico a 90°C por 20 segundos en
puré de fresa, mostrando una menor resistencia al calor que la polifenoloxidasa.
Inactivacion del 10% en tomate de arbol con un tratamiento térmico de 60°C por 2
segundos (Maca y cols., 2013).

Las enzimas son sensibles a la activacién o desactivacion en el proceso de
ultrasonido. Los cambios en la actividad enzimatica pueden depender de los
pardmetros operativos del ultrasonido, las propiedades de los medios, la
composicion de los aminoacidos y la estructura conformacional de la enzima (Ozbek
y Ulgen 2000; Kadkhodaee y Povey 2008), es por eso que elegir los parametros
apropiados pueden mejorar la inactivacibn enzimatica. Amador-Espejo y cols.,
(2020) comentan que la amplitud y temperatura fueron pardmetros importante para
la actividad de la pectinmetilesterasa y cuando fue aplicada una amplitud de 80 y
85%; 40, 47.5y 55 °C a los diferentes tiempos de 15, 20 y 25 minutos, la actividad
de la enzima disminuyé de 0.12 a 0.09 UPME/mL, lo cudl no fue observado en
amplitudes por debajo de 80%. Wang y cols., (2012) informaron que la actividad
enzimatica mejora con el aumento de la potencia ultrasénica. Abid y cols., (2014)
observaron una inactivacion considerable de pectinmetilesterasa en jugo de
manzana termosonicado debido a las altas temperatura aplicadas (60 °C). La
inactivacion de la enzima depende del tiempo y temperatura del tratamiento. En el
néctar de fresa no se logré una inactivaciéon de la pectinmetilesterasa, por lo que es
posible que al aplicar una amplitud y temperatura mayor se pudiera lograr un

porcentaje de reduccion.
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Cuadro 7. 3 Efecto de la termosonicacion en actividad enzimatica

Tratamientos

Polifenoloxidasa

(UAE/min/mL)

Pectinmetilesterasa

(UPME/mL)

(0/70)
(10/70)
(20/70)

(0/80)
(10/80)
(20/80)
C (0/0)
C (10/0)
C (20/0)
P (0/0)
P (10/0)
P (20/0)

2.296 + 0.387%
2.706 = 0.4352
2.886 *+ 0.5662
2.396 + 0.4913
2.920 + 0.5902
2.830 £0.2872
2.400 = 0.7082
2.466 + 0.448%°
2.950 +1.213%
0.683 + 0.152°
1.550 + 0.9263°
2.300 + 0.5632°

0.187 + 0.030%
0.258 + 0.0084
0.287 + 0.014f
0.148 + 0.005P
0.224 + 0.031%
0.218 + 0.023%
0.116 + 0.007%¢
0.133 + 0.009Pce
0.305 + 0.041f
0.082 + 0.004¢
0.173 £ 0.0063°
0.219 + 0.024

Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma columna son significativamente

diferentes (p<0.05). Letras iguales no muestran diferencias significativas. (0/70): 0% pulpa/aquenioy 70%; (10/70): 10% pulpa/aquenio y

70%; (20/70): 20% pulpa/aquenio y 70%; (0/80): 0% pulpa/aquenio y 80%; (10/80): 10% pulpa/aquenio y 80%; (20/80): 20%

pulpa/aquenio y 80%; C (0/0): 0% pulpa/aquenio; C (10/0): 10% pulpa/aquenio; C (20/0): 20% pulpa/aquenio; P (0/0): 0% pulpa/aquenio;

P (10/0): 10% pulpa/aquenio; P (20/0): 20% pulpa/aquenio. C= CONTROL, P= PASTEURIZADO.
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7.4. Efecto de la termosonicacién en los compuestos bioactivos

7.4.1. Fenoles solubles totales

En el cuadro 7.4 se tienen los resultados de fenoles solubles totales donde se
pudo observar un aumento gradual al agregar los diferentes porcentajes de
pulpa/aquenio, valores que van de 9.061 a 20.017 mg EAG/g en néctar
termosonicado, lo cual puede ser atribuido al aquenio donde hay una mayor
concentracion de &cido elagico (Aaby, y cols., 2007). La diferencia entre el néctar
fresco, pasteurizado y termosonicado fue notoria pero no significativa (p >0.05).

Los compuestos fendlicos tienen un papel importante en la mejora del estado
de salud de los seres humanos al ayudar a reducir los factores de riesgo asociados
con diversas enfermedades fisiologicas y degenerativas (Aadil y cols., 2015), son
reconocidos por sus efectos antiinflamatorios, antioxidantes, antimutagénicos y
antitumorales, por lo que su ingesta es altamente recomendada para el
mantenimiento de la buena salud (Lajolo & Mercadante, 2018).

Factores como tiempo, temperatura y amplitud pueden afectar o incrementar
el contenido de los compuestos fendlicos. Cruz-Cansino y cols., (2021) en néctar de
jaca encontraron una reduccion de compuestos fendlicos conforme se aumentaba
la temperatura de 38 °C a 52 °C, por 13 a 27 min y amplitud de 80%. Adil y cols.,
(2015) en jugo de uva obtuvieron un incremento de estos compuestos respecto al

control utilizando un tiempo de 60 min a 60 °C con 70% amplitud.
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Cuadro 7.4 Efecto de la termosonicacion en los compuestos bioactivos del néctar

de fresa

Acido ascorbico (mg
EAA/Q)

Fenoles solubles
totales (mg EAG/Q)

Tratamientos Antocianinas (mg

Cy3gl/g)

(0/70) 9.777 + 0.8423c 54.920 + 2.801°c 154.571+ 7.564%

(10/70) 15.318 + 2.454d 78.051 + 6.682°¢ 193.475 + 10.332¢
(20/70) 20.017 + 2.824°¢ 70.135 + 4.013¢ 225.504 + 10.209'
(0/80) 9.061 + 0.3832 41.932 + 2.8012 165.819 + 6.368¢

(10/80) 13.700 + 2.0253bcd 62.713 + 5.491< 182.362 + 7.204¢

(20/80) 18.810 + 0.742d 111.325 + 8.906¢ 249.854 + 18.6619
C (0/0) 11.508 + 1.8703¢ 31.542 + 3.5782 131.808 + 2.186"
C (10/0) 15.042 + 2.259bcde 30.058 + 2.9452 140.543 + 11.570P¢
C (20/0) 20.981 + 1.624¢ 92.029 + 2.801f 190.566 + 7.803¢

P (0/0) 9.136 + 0.915% 33.026 + 2.5702 32.793 £ 0.9272
P (10/0) 15.233 + 2.653¢de 65.311 + 1.700¢% 33.137 + 1.5642
P (20/0) 19.068 + 2.572¢de 55.662 + 5.101b° 29.193 + 2.6412

Pulpa/aquenio
Aquenio (Ariza
y cols., 2016)

51.668 + 1.328f
382.87 + 4.69 mg
GAE/g

152.516 + 5.101"
6.97 £ 0.79 mg
Pel-glc/g)

373.193 +11.705"

34.7 mg/ 100 g de AA

Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma columna son significativamente
diferentes (p<0.05). Letras iguales no muestran diferencias significativas. (0/70): 0% pulpa/aquenio y 70%; (10/70): 10% pulpa/aquenio y
70%; (20/70): 20% pulpa/aquenio y 70%; (0/80): 0% pulpa/aquenio y 80%; (10/80): 10% pulpa/aquenio y 80%; (20/80): 20%
pulpa/aquenio y 80%; C (0/0): 0% pulpa/aquenio; C (10/0): 10% pulpa/aquenio; C (20/0): 20% pulpa/aquenio; P (0/0): 0% pulpa/aquenio;
P (10/0): 10% pulpa/aquenio; P (20/0): 20% pulpa/aquenio. C= CONTROL, P= PASTEURIZADO.

Sobre la degradacién de estos compuestos algunas teorias proponen que
puede deberse al colapso de burbujas microscopicas producidas por la cavitacion y
la oportuna formacion de radicales libres; por esta razon, los antioxidantes actuan
sobre estos radicales libres y disminuyen su propia concentracion (Dubrovic y cols.,
2011). También, se ha reportado que varios polifenoles son termosensibles (Alves
y cols., 2020), esto podria explicar porque se encontré6 un mayor contenido en el

néctar fresco y en el termosonicado (50 °C) respecto al néctar pasteurizado (63 °C).
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Se observdé un comportamiento similar en jugos de grosella espinosa (Ordofiez-
Santos y cols., 2017) y jugo de agracejo (Origen Japon) (Hashemi y cols., 2018).

El comportamiento del contenido de compuestos fendlicos en el néctar de
fresa posiblemente se debi6 a la temperatura de salida de los néctares
termosonicados que degradé los fenoles o a que el tiempo pudo ser poco para una
buena extracciéon como lo reportan en jugo de fresa sonicado (20 kHz; 50%; 400 W;
4, 8,12y 16 min) Wang y cols., (2019).

7.4.2. Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos naturales que se encuentran en los alimentos;
los cuales tienen actividad antioxidante y contribuyen al color de frutas y verduras.
Sus colores van desde el rojo, el morado o el azul (Finley y cols., 2018). El contenido
de antocianinas (Cuadro 7.4) incrementd conforme se incrementd el contenido de
pulpa/ aquenio alcanzando hasta 111.325 + 8.906 mg Cy3gl/gr en el tratamiento
“20/80”. Aaby, y cols., (2007) reportan un mayor contenido de este compuesto en el
aquenio, siendo las principales antocianinas la pelargonidina 3-glucésido y cianidina
3-glucésido. En el néctar control se observo un contenido bajo a comparacion de
los tratamientos, esto se debe al mecanismo de cavitacidn presente en la
termosonicacion, lo que conduce a una mejor extraccion de los materiales unidos a
las células y al hecho de emplear una menor temperatura que mejora la extracciéon
(Sasikumar y cols., 2019). Por otra parte, cuando se tiene una alta actividad
enzimatica de la polifenoloxidasa el contenido de antocianinas es menor debido a
gue en presencia de esta enzima el compuesto tiende a degradarse (Patras y cols.
2010). Esta puede ser una razén por la cual no haya existido una degradacion de
este compuesto bioactivo entre los tratamientos de termosonicacion, ya que la
actividad de esta enzima en la fresa es poca. Sin embargo, en el néctar pasteurizado
se observd un contenido menor a diferencia de los termosonicados, esto puede
estar directamente relacionado a una degradacion de las antocianinas debido a la

temperatura del tratamiento térmico. En este sentido, diversos estudios han
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demostrado que las antocianinas presentan mayores tasas de degradacion a
temperaturas en el intervalo de 65-90 °C (Wang y Xu 2007) para jugo de fresa
(Menelli y cols., 2021) y jugo de khoonphal (Fruta de sangre, originaria del sureste
de Asia) (Sasikumar y cols., 2019).

Adicionalmente, la temperatura y tiempo (temperaturas moderadas de 40 a
50°C y tiempos medios de 10 a 30 minutos) a utilizar en los tratamientos son
indispensables para la buena extraccion de las antocianinas. do Amaral Souza y
cols., 2019 en néctar de camu-camu en bafio ultrasonico (40 kHz; 40, 50 y 60 °C;
30 y 60 min) obtuvieron una mejor extraccion cuando se utilizé6 una temperatura de
extraccion de 40 y 50 °C por 30 min, al momento de aumentar la temperatura a 60

°C por 60 min se tuvo un resultado similar al néctar control.

7.4.3. Acido ascérbico

El 4cido ascorbico es uno de los indicadores mas utilizados para evaluar la
calidad nutricional general de diferentes tipos de alimentos. Es el menos estable
entre todas las vitaminas, ya que se destruye facilmente durante el procesamiento
o almacenamiento debido a la exposicién al calor, la luz y el oxigeno (Cassani y
cols., 2020; C. X. Cheng y cols., 2020).

Se pudo observar (Cuadro 7.4) en el tratamiento convencional que implica
calor, una importante reduccion del 82% aproximadamente en el &cido ascoérbico,
respecto al néctar control (190.566 a 33.137 mg EAA/g). La degradacion del &cido
ascorbico es mediada por la presencia de oxigeno y la aplicacion de calor (Aadil y
cols., 2013). Cuando el néctar se tratd con ultrasonido y una temperatura moderada
(50 °C) se observaron valores mayores y similares al control (p >0.05) y también un
aumento conforme se incrementaba el porcentaje de pulpa/ aquenio. Aaby y cols.,
(2007) hacen mencién a un contenido mayor en acido ascérbico en pulpa y aquenio
de fresa (34.7 mg/ 100 g de AA) en comparacion del jugo (6.7 mg/ 100 g de AA), lo
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cual confirma lo observado en el cuadro 7.5 donde la cantidad de acido ascorbico
en el aguenio fue mayor (373.193 = 11.705 mg EAA/g). Asimismo, el aumento en
los niveles de acido ascérbico como resultado de la termosonicacion puede deberse
a la eliminacién de moléculas de oxigeno atrapadas en el jugo (Abid y cols., 2014)
y el uso de temperaturas menores en el tratamiento, es uno de los factores que
determinan la estabilidad del acido ascorbico. También, puede existir un efecto de
rompimiento de estructuras dentro del aquenio que contenga acido ascorbico, lo
cual explica que a las mismas concentraciones de pulpa/aquenio, la concentracién

es superior en los néctares tratados con termosonicacion.

Se sabe que los pardmetros acusticos (frecuencia, amplitud, intensidad,
potencia y densidad de energia acustica), temperatura y tiempo de tratamiento son
determinantes para los niveles de acido ascoérbico (Liao y cols., 2018). En este
sentido, Anaya-Esparzay cols., (2016) conservaron el contenido de acido ascorbico
con un tratamiento de 10 minutos en néctar de guanabana (24 kHz; 400 W; 1.1, 1.2
y 1.4 WimL; 34, 44y 54 °C; 2, 6 y 10 min), lo cual atribuyeron a que la cavitacion
facilité la eliminacion del oxigeno disuelto en el medio, evitando la degradacion del
acido ascorbico y contribuyendo asi a la estabilidad del compuesto en algunas
muestras termosonicadas. Alves y cols., (2020) en jugo de mandarina usando un
bafio ultrasoénico (35 kHz;750 W; 100%; 50 y 60 °C; 5y 10 min), tuvieron un aumento
en acido ascorbico utilizando un tratamiento de 50 °C por 10 minutos, pero al realizar
el tratamiento a 60 °C se pudo observar una disminucion con respecto al control. De
igual manera, el tiempo de procesamiento puede favorecer la degradacion de este
micronutriente durante la termosonicacion (Wang y cols., 2019). La aplicaciéon de
ultrasonidos en sistemas de fluidos conduce a la formacién de radicales libres. La
generacion excesiva de OH- por cavitacion puede inducir la oxidacion del acido

ascorbico y reducir su contenido (Lee y cols., 2013).

Liao y cols., (2018), menciona que las temperaturas de 50 y 60 °C utilizadas
en la termosonicacién, con tiempos de tratamiento relativamente cortos (5 a 10 min),
contribuyen al mantenimiento de la concentracion de acido ascorbico, asi que el

aumento del acido ascoérbico en los tratamientos se podria atribuir a las
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temperaturas moderadas, tratamientos cortos y a la de cavitacion que facilita la

eliminacién de oxigeno, asi como la pulpa y aquenio que se le agrega al néctar.

7.4.4. Capacidad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP)

Debido a la diversidad de compuestos antioxidantes que actian a través de
diferentes mecanismos, se recomienda utilizar mas de una técnica para estimar la
capacidad antioxidante de un alimento, y obtener un resultado mas confiable
(Comert & Gokmen, 2018). Por esto se determind la capacidad antioxidante por tres
métodos ABTS, FRAP y DPPH (Cuadro 7.5), donde se evaluo la capacidad que
tienen los compuestos bioactivos presentes para estabilizar a los radicales libres y

la quelacién de iones metales que contribuyen a la formacion de los radicales libres.

En las tres metodologias utilizadas para medir la capacidad antioxidante se
pudo observar un aumento gradual conforme se incrementaban los diferentes
porcentajes de pulpa/aquenio y en efecto el aquenio por si solo tuvo un contenido
mayor. Teniendo en cuenta que el 90% del peso total de la fruta fresca es agua, los
aguenios representan el 7.5% del peso seco total de la fruta (Aaby y cols., 2005),
Ariza y cols., (2016) utilizaron estas cifras para calcular la contribucion relativa de
los aquenios y la pulpa al contenido y la capacidad de antioxidantes en una fruta
entera en base a su estimacién en pulpa y aquenio en fresa no digerida, teniendo
para la pulpa el 47% en FRAP, 55% DPPHy 19% ABTS, mientras que en aquenio
se obtuvo 53% para FRAP, 45% DPPH y 81% ABTS. Lo cual confirma un mayor
contenido de estos compuestos antioxidantes en el aquenio y se reflej6 en un
aumento paulatino en los tratamientos al momento de agregar los diferentes

porcentajes.

Se pudo observar un aumento en las determinaciones de ABTS, FRAP y
DPPH en los tratamientos de termosonicacion aplicados con respecto al control,
pero sin diferencias significativas (p >0.05). En este sentido, se ha informado de un

aumento similar con la condicién del tratamiento en el jugo de zanahoria (24 kHz,
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120 um, 50, 54 y 58 °C; 10 min) (Martinez y cols., 2015). Otros autores asocian el
aumento de la actividad antioxidante con la disminucion de la formacion de radicales
hidroxilos libres durante la termosonicacién en el componente de jugo (Muzaffar y
cols., 2016). De igual manera el tener un aumento no significativo puede estar
asociado a que se tuvo un contacto con un alto nivel de estos radicales durante un
periodo mas prolongado y eso tiene un impacto perjudicial sobre la actividad

antioxidante (Qureshiy cols., 2020).

De entre las pruebas aplicadas a una misma muestra, la prueba ABTS obtuvo
un mayor contenido a comparacion con las pruebas FRAP y DPPH. Esto puede
deberse a que la prueba ABTS determina la actividad antioxidante no solo de
compuestos hidrofilicos sino también de lipofilicos, en comparacién con la prueba
DPPH gque solo determina en compuestos hidrofilicos (Kuskoski y cols., 2005).
Asimismo, la prueba FRAP puede reducir diferentes antioxidantes no enzimaticos
como es el caso de vitamina C (acido ascorbico) y acido Urico, entre otros; pero no
mide los antioxidantes, tal como el glutatién, acido lipoico y algunos aminoacidos
(Londofio, 2012).
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Cuadro 7. 5 Efecto de la termosonicacion en la capacidad antioxidante

Tratamientos

ABTS (mmol ET/qg)

FRAP (mmol
ET/g)

DPPH (mmol ET/qg)

(0/70)
(10/70)
(20/70)

(0/80)
(10/80)
(20/80)

C (0/0)

C (10/0)
C (20/0)

P (0/0)
P (10/0)

P (20/0)
Pulpa/aquenio
Aquenio (Arizay
cols., 2016)

85.011 £ 7.5902
116.660 + 10.330°
194.387 + 10.678¢

78.734 £ 1.1432
118.818 + 12.680°
191.010 £ 15.168°

78.328 + 2.3462
121.982 + 8.654°
184.910 + 13.613°¢

77.974 £ 75772
142.776 + 4.035°
194.546 + 12.640¢
1147.332 + 73.465¢

1236.015 + 0.39

mmol ET/g

35.869 + 5.845%
57.531 +1.980¢
61.100 + 5.643¢
35.026 + 3.898%°
49.518 + 7.464¢
61.617 + 6.606°
31.411 + 3.5992
55.932 + 6.768°¢
58.998 + 1.436°
33.599 + 5.9762
53.396 + 1.286°
58.022 + 0.870°

251.805 + 30.840¢

642.627 + 0.92
mmol ET/g

7.604 £ 2.242%

18.726 + 3.721°
44.449 + 6.031f

8.434 + 0.867%
22.689 + 2.864¢
38.034 + 3.754¢f
2.873 +1.1372

16.385 + 3.135P¢
36.932 + 4.284¢
5.635 + 1.282
29.129 + 1.345%
34.554 + 3.896°
125.312 + 6.107¢

595.575 + 0.09 mmol

ET/g

Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma columna son significativamente
diferentes (p<0.05). Letras iguales no muestran diferencias significativas. (0/70): 0% pulpa/aquenioy 70%; (10/70): 10% pulpa/aquenio y
70%; (20/70): 20% pulpa/aquenio y 70%; (0/80): 0% pulpa/aquenio y 80%; (10/80): 10% pulpa/aquenio y 80%; (20/80): 20%
pulpa/aquenio y 80%; C (0/0): 0% pulpa/aquenio; C (10/0): 10% pulpa/aquenio; C (20/0): 20% pulpa/aquenio; P (0/0): 0% pulpa/aquenio;
P (10/0): 10% pulpa/aquenio; P (20/0): 20% pulpa/aquenio. C= CONTROL, P= PASTEURIZADO

En los tratamientos de termosonicacion la interaccion de temperatura-tiempo
influye en la actividad antioxidante. En relacion con esto, Sasikumar y cols., (2019)
observaron que el jugo de khoonphal (20 kHz; 700 W; 100%; 40, 45, 50 y 60 °C; 9,
16, 21, 26 y 31 min) sonicado a 50 °C durante 21 min mostrd retencion de todos
estos componentes funcionales del alimento al igual que el tratamiento a

temperaturas mas bajas, posteriormente se observé una disminucion en los
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tratamientos realizados con temperaturas mayores (60 °C). Las altas temperaturas
o la exposicion prolongada a tratamientos de conservacion pueden degradar
compuestos bioactivos como los compuestos fendlicos. Sin embargo, segun Cheng
y cols., (2014) y Tomadoni y cols., (2017), mencionan que un paso de escaldado
tuvo un efecto positivo sobre el contenido de compuestos fendlicos y la

conservacion de la capacidad antioxidante.

7.5. Efecto de la termosonicacion en la inactivacion de Escherichia coli

Para esta etapa se evalud la inactivacion de E. coli por termosonicacion donde
se selecciono el tratamiento a aplicar mediante una superficie de respuesta, dando
como resultado el tratamiento 20% pulpa/aquenio y 80% de amplitud. En este
analisis, se emplearon las variables de respuesta de los compuestos bioactivos,
debido a que las demés variables no mostraron diferencias significativas entre

tratamientos.

El reducir al menos 5 Log de las bacterias indicadoras como E. coli, como una
etapa necesaria en un plan HACCP, dio paso a la implementacion de diversas
tecnologias emergentes que pudieran alcanzar este objetivo en los alimentos
(Demir y Kiling, 2019).

7.5.2. Inactivacidon en néctar.

La carga inicial de la bacteria fue de 6.525 £+ 0.007 Log UFC/mL, el néctar fue
almacenado por 10 dias a 6 °C, realizando los analisis microbiol6gicos en el dia 0,
5y 10. Enla Figura 7.1 pueden observarse los resultados obtenidos en esta etapa,
en donde el pasteurizado no fue mostrado debido a que no fue detectada carga
bacteriana desde el dia 0. El tratamiento térmico (50 °C por 8 min) tuvo una

disminucidén respecto al néctar control, aunque no significativa. Finalmente, el
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termosonicado a 50 °C por 8 minutos en el dia 0 logré 1 Log UFC/mL de letalidad,
lo cual indica la diferencia entre solo aplicar temperatura (50 °C) y el aplicar el
ultrasonido més la temperatura (50 °C), la inactivacion de la poblacién microbiana
por termosonicacion podria atribuirse al fendmeno de cavitacion que proporciona
efectos mecanicos generando asi alta presion y temperatura localizadas requeridas
para la lisis celular, y reduciendo la aplicacion de la temperatura externa requerida
para la inactivacion microbiana en comparacion con el tratamiento térmico
convencional (Lee y cols., 2009). No obstante, 1 Log de letalidad no es suficiente
para lograr el criterio que impone la FDA. En este sentido, Demir y Kiling, (2019)
obtuvieron una letalidad de 2.98 log de E. coli K-12 (ATCC 25253) en jugo de
calabaza a 60 °C por 9 minutos. Durante el almacenamiento de las muestras
tratadas, al dia 5 se observo una reduccion de la bacteria en todas las muestras de
néctar, pero teniendo un menor recuento en el néctar termosonicado (1.22 + 0.04
Log UFC/mL), al dia 10 solo fue analizado el néctar termosonicado, sin mostrar
diferencias significativas con respecto al dia 5. Esta reduccion de la poblacién del
microorganismo a través de los dias puede estar ligada a la matriz del alimento, ya
gue es observada tanto el néctar control, como en térmico y en el termosonicado.
Recordando que el néctar con 20% pulpa/aguenio y tratado con 80% amplitud es el
que tiene un mayor contenido de 4cido ascorbico (249.854 + 18.661 mg EAA/gr) la
inactivacion observada a través de los dias de almacemamiento podria atribuirse a
este contenido. En este sentido, algunos estudios han informado sobre el efecto
antimicrobiano del acido ascorbico (Akbas y Olmez, 2007; Tajkarimi e Ibrahim,
2011). Ademas, Park, Olawuyi y Lee (2021) muestran un estudio de jugo de caqui
blando al cual le agregaron diferentes porcentajes de acido ascorbico, observaron
una mayor reduccion de Escherichia coli (ATCC 25922) y Listeria monocytogenes
(NCCP 10943) (5.17 y 4.35 log UFC / mL, respectivamente) en jugo con 1% de acido
ascorbico, el cual fue sometido a un tratamiento de 50 °C, 30 minutos, 100%
amplitud, 600 W y 100 kHz. Por otro lado, Lancombe y cols., (2010), atribuyen a las
antocianinas y a los compuestos fendlicos la destruccién de la membrana celular
externa de Escherichia coli O157:H7. Lucas Bautista (2017) observé poder

antimicrobiano en extractos de antocianinas de fresa contra bacterias fitopatégenas
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como Xanthomonas vesicatoria y Pseudomonas syringae, siendo la pelargonidina
3-glucésido y la cianidina 3-glucésido las principales responsables en esta
inactivacion. La cianidina 3-glucésido inhibe la secrecion de las toxinas que
intervienen en la patogénesis de Helicobacter pylori (Kim y cols.,2012). Cabe
resaltar que este tratamiento también resultdé con el contenido mas alto de
antocianinas (111.325 + 8.906 mg Cy3gl/g)

Otro factor que puede influir de manera positiva en la inactivacion del
microorganismo puede ser el pH, ya que el néctar ronda en un pH de 3.88, mientras
que el buffer un pH neutro de 7.2, E. coli no logra sobrevivir bien en condiciones

acidas, debido a su alta sensibilidad al pH (Ray 2019).

7.5.2. Inactivacion en buffer PBS

Para corroborar que la matriz tiene un efecto en la inactivacion, se inoculé la
bacteria y se realizaron los tratamientos al igual que en el néctar (Figura 7.2). La
resistencia de la bacteria en el tratamiento se puede observar, ya que entre el
recuento del buffer termosonicado y el tratado térmicamente no hay diferencias
significativas al dia 0 y durante el almacenamiento en el dia 5y 10 los recuentos se
mantuvieron igual. Uno de los factores que pudieron contribuir a esta permanencia
en los recuentos es el pH del buffer utilizado, si bien el néctar tiene un pH acido y
eso ayuda a una reduccion, en el caso del buffer, este cuenta con un pH neutro
debido al uso de diferentes sales para su elaboracién, E. coli es bastante tolerante
a la presencia de sales (Miranda, 2017) y finalmente, en el almacenamiento en
refrigeracion esta bacteria también es muy resistente (Miranda, 2017). Infante y
cols., (2012), mencionan que una solucién salina a 0.9% permite el desarrollo de
bacterias con potencial patégeno. Por otro lado, Gomez y cols., (2014), argumentan
gue E. coli es capaz de asociarse a la cristalizacion de NaCl y modular el desarrollo

y crecimiento de cristales y estos usarlos como una barrera de proteccion.
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I Termosonicado (50 °C, 8 min, 80% amplitud)
Bl Térmico (50 °C, 8 min)
B control

Log UFC/mL

Dia

Figura 7.1 Recuentos de Escherichia coli en néctar durante almacenamiento en
refrigeracion a 6 °C. Los valores son promedio de tres determinaciones de dos
diferentes experimentos (n = 6) *+ desviacion estandar (SD). Letras minusculas
distintas indica diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05). Letras iguales

no muestran diferencias significativas.
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Figura 7. 2 Recuentos de Escherichia coli en buffer fosfato pH 7.2 en
almacenamiento a 6 °C. Los valores son promedio de tres determinaciones de dos
diferentes experimentos (n = 6) + desviacion estandar (SD). Letras mindsculas
distintas indica diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05). Letras iguales

no muestran diferencias significativas.

7.5.3. Cinética de reducciéon de Escherichia coli

Debido a que el tratamiento de termosonicacion con 50 °C de temperatura de
salida y 8 minutos solo fue suficiente para obtener una reduccién de 1 log UFC/mL,
se realiz6 una cinética propuesta para lograr una mayor reduccion en E. coli,
utilizando la misma temperatura incrementando el tiempo de tratamiento que se
llevd hasta 20 minutos, analizando la muestra cada 4 minutos. En este estudio, se
pudo observar (Figura 7.3) que se comenz6 con una carga bacteriana de 6.696 Log

UFC/mL. En el minuto 4 y 8 la reduccion es estadisticamente igual, a partir del

73



minuto 12, se comenzod a evidenciar una reduccién mas notoria de 2 log UFC/mL y
ya para el minuto 20 se obtuvo una letalidad de 4.15 log UFC/mL. Es por eso que
para lograr una reduccion de 5 Log UFC/mL como lo expone la FDA, es necesario
aumentar el tiempo de tratamiento, BermUdez & Barbosa, (2012) exponen que se
puede lograr el objetivo por la FDA extendiendo el tiempo de exposicion de 20 a 40
minutos. Asimismo, otra opcidn para incrementar la letalidad es aumentar la
temperatura de tratamiento, ya que se ha informado que la termosonicacion a
temperaturas mas altas proporciona sinergismo entre la sonicacién y el calor al
aumentar la sensibilidad microbiana al calor y al pH bajo debido a la cavitacion y los
cambios en la membrana externa de la estructura celular (Wordon y cols., 2012).
Sin embargo, el aumentar la temperatura puede traer una disminucion de
compuestos bioactivos ya que en su mayoria son termolabiles, por lo tanto, se debe
encontrar un balance entre estos dos factores. Sasihumar y cols., (2019) en jugo de
khoonpahl lograron una letalidad de 5.183 + 0.13 Log UFC/mL en E. coli (MCC 452)
y 5.934 + 0.10 en S. cerevisiae (MCC 1036) con un tratamiento de 50 °C por 21
minutos, 100% amplitud y 700 W. Igualmente, los autores mencionan en su estudio
gue la termosonicaciéon a 50 °C durante 21 minutos no afect6 las cualidades

funcionales del jugo.
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Figura 7. 3 Cinética de Escherichia coli. Los valores son promedio de tres
determinaciones de dos diferentes experimentos (n = 6) + desviacion estandar (SD).
Letras minusculas distintas indica diferencias significativas entre tratamientos (p <

0.05). Letras iguales no muestran diferencias significativas.

Una vez realizada la cinética de inactivacion se ajustd6 a un modelo
matematico, el cual consistié en una regresiéon simple y como variables la letalidad
y el tiempo de tratamiento. Cabe mencionar que no se aplicé una regresién multiple
debido a que se daba un “fendmeno de confusion”, el cual modifica la relacion entre
la variable independiente que es el tiempo de tratamiento y la dependiente que es
la letalidad. El modelo ajustado a la cinética de reduccion fue:

Letalidad=-0.1329+0.1903*X

En la Figura 7.4 se muestra la regresion de este modelo en donde la pendiente
se encontrd inclinada hacia arriba, lo cual indicé que se tuvo una pendiente positiva,

0 sea que, conforme se aumentan los minutos de tratamiento, la letalidad también
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incrementa, con una relacion proporcional. Con un coeficiente de correlacién de
Pearson de r=0.9724, la r-explica la variabilidad que tendra la letalidad de acuerdo
al tiempo, teniendo r==0.9457. De las variables estudiadas, el tiempo explica un
94.57% de variabilidad de la letalidad y el porcentaje restante (5.43%) es de
aguellas variables que por alguna u otra razén no se agregaron al modelo como la
potencia efectiva y temperatura. Finalmente, se tiene una rz ajustada=0.9321, mayor

a 0.7, lo cual nos indic6 una buena calidad del modelo ajustado.

En la Figura 7.5 se observa la curva de supervivencia microbiana experimental
y comparada con la curva resultante del modelo de regresion aplicado. En esta
Figura, la letalidad real y la predicha presentan cierta diferencia, segun el modelo
de prediccion, hasta el minuto 28 se tendria una reduccion de 5.1951 Log UFC/mL,
mientras que, en la curva experimental, en el minuto 20 se obtuvo una inactivacion
cercana al valor requerido por FDA. Sin embargo, estos resultados pueden estar
influenciados por la matriz tratada, debido a que los sistemas alimentarios reales
pueden influir en la resistencia térmica de los microorganismos (Knorr y cols., 2011),
lo cual el modelo matemético no considera, como lo informa Avila-Sosa y cols.,
(2010).
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Figura 7. 5 Cinética en E. coli evaluada y predicha
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

La termosonicacion en el néctar de fresa no mostré variaciones significativas
en pH y sélidos solubles, pero si en la acidez; mientras que, en las enzimas
pectinmetilesterasa y polifenoloxidasa hubo una disminucion, y en cuanto a la
inactivacion microbiana esta fue mayor en el tratamiento térmico, sin embargo, en
los compuestos bioactivos se vio un aumento significativo en el néctar
termosonicado, teniendo un impacto importante el aumento de pulpa/aguenio,
resultando el tratamiento de 20% pulpa/aquenio y 80% amplitud el mas eficaz. No
obstante, la disminucion de E. coli a través de los dias de almacenamiento fue
notoria, lo cual se atribuye a la matriz del alimento y el porcentaje de pulpa/aquenio,
debido a que el tiempo de tratamiento de 8 minutos no fue suficiente para cumplir
con lo que estipula la FDA. Cabe resaltar que con la propuesta de cinética de
inactivacion realizada y con el modelo al que se acoplo, es necesario aplicar mas

de 20 minutos para lograr el objetivo de 5 Log UFC/mL.

Se recomienda seguir el estudio con tiempos de termosonicacion mas largos
para ver el efecto sobre los compuestos bioactivos. También, llevar a cabo un
estudio de vida util y analisis sensorial. Asimismo, seria ideal realizar un estudio
sobre los compuestos volatiles del néctar después del tratamiento y durante su

almacenamiento.
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CAPITULO 10. ANEXOS

Anexo A. Curvas de calibracion de &cido galico para fenoles solubles totales.
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Anexo B.
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ANEXO C. Curvas de calibracion de trolox para DPPH.
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ANEXO D. Curvas de calibracion de trolox para FRAP.
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ANEXO E. Curvas de calibracion de acido ascorbico para vitamina C.
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ANEXO F. Andlisis estadistico en pH

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept  532.4300 1 532.4300 158744.2 0.000000
Tratamiento  0.0607 11 0.0055 1.6 0.148737
Error 0.0805 24 0.0034

Nota: numeros de color rojo indica diferencia significativa. Nameros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05.

ANEXO G. Andlisis estadistico de so6lidos solubles totales

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept  7259.892 1 7259 892 1410525  0.000000
Tratamiento  0.459 11 0.042 0.8 0.629594
Error 1.235 24 0.051

Nota: nimeros de color rojo indica diferencia significativa. Nimeros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05.

ANEXO H. Andlisis estadistico de acidez

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept  1.484336 1 1.484336 133590.3 0.00
Tratamiento 0.061297 11 0.005572 501.5 0.00
Error 0.000267 24 0.000011

Nota: nameros de color rojo indica diferencia significativa. Nimeros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05
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ANEXO I. Analisis estadistico de polifenoloxidasa

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept  201.4507 1 201.4507 513.4683  0.000000
Tratamiento  14.3071 11 1.3006 3.3152 0.006811
Error 9.4160 24 0.3923

Nota: numeros de color rojo indica diferencia significativa. Nameros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05

ANEXO J. Andlisis estadistico de hongos y levaduras

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept  109.0284 1 109.0284 3337.320 0.00
Tratamiento  41.8048 11 3.8004 116.330 0.00
Error 0.7841 24 0.0327

Nota: niumeros de color rojo indica diferencia significativa. Nomeros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05

ANEXO K. Andlisis estadistico de mesoéfilos aerobios

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept  120.4506 1 120.4506 ©5242.048 0.00
Tratamiento  46.0666 11 4.1879 182.258 0.00
Error 0.5515 24 0.0230

Nota: numeros de color rojo indica diferencia significativa. NUmeros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05
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ANEXO L. Andlisis estadistico de acido ascorbico
MS

Effect SS Degr. of F p
Intercept 1159717 1 1159717 15147.28 0.00
Tratamiento 333135 14 23795 310.80 0.00
Error 1838 24 77

Nota: numeros de color rojo indica diferencia significativa. Nameros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05

ANEXO M. Andlisis estadistico de antocianinas

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept  200353.2 1 200353.2 9586.015 0.00
Tratamiento 44245.8 14 3160.4 151.212 0.00
Error 501.6 24 20.9

Nota: numeros de color rojo indica diferencia significativa. NUmeros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05

ANEXO N. Andlisis estadistico de fenoles

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept  15809.17 1 15809.17 4192.268  0.000000
Tratamiento 4374.30 14 312.45 82.855 0.000000
Error 90.50 24 3.77

Nota: numeros de color rojo indica diferencia significativa. Nameros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05
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ANEXO O. Analisis estadistico de FRAP

MS

Effect SS Degr. of F p
Intercept  259370.1 1 259370.1 10979.85 0.00
Tratamiento 120045.0 14 8574.6 362.99 0.00
Error 566.9 24 23.6

Nota: numeros de color rojo indica diferencia significativa. Nameros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05

ANEXO P. Andlisis estadistico de ABTS

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept 3610294 1 3610294 37036.37 0.00
Tratamiento 2941728 14 210123 2155.56 0.00
Error 2340 24 97

Nota: numeros de color rojo indica diferencia significativa. NUmeros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05

ANEXO Q. Analisis estadistico de DPPH

MS
Effect SS Degr. of F p
Intercept  58767.69 1 58767.69 ©577.481 0.00
Tratamiento 36342.39 14 2595.89 246.368 0.00
Error 252.88 24 10.54

Nota: numeros de color rojo indica diferencia significativa. Nameros de color negro indica

que no hay diferencia significativa entre los tratamientos de p<0.05
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