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Resumen

En este estudio, el jugo pulposo de pifia (4nanas comosus) se sometio a sonicacion a un
nivel de amplitud del 40% (24,4 1), a una intensidad de 39,4 W/cm?, con un flujo continuo
y una frecuencia constante de 20 kHz para los tiempos efectivos de sonicacion elegidos

(4,8, 12, 16 y 20) min y manteniendo la temperatura a 25 (+ 2) °C.

Con el objetivo de evaluar el efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida
promedio del contenido de compuestos bioactivos del jugo pulposo de pifia se
determinaron: vitamina C total, 4cido ascérbico (AA), carotenoides y polifenoles totales,
asi como la capacidad antioxidante hidrofilica (H-ORAC). También se midieron los
valores de color en la escala CieLab (L*, a*, b*), ademas de calcular el Chroma (C*), Hue

(H*) y la diferencia total de color (AE) para el jugo.

No se observo un efecto significativo del tiempo efectivo de sonicacion (p>0,05) sobre las
pérdidas promedio del H-ORAC (p>0,8378; 1-f= 0,1000), polifenoles totales (p>0,8809;
1-p=0,1128), ni tampoco en las variables del color a* (p>0,2274; 1-f=0,22), el tono (H*)
(p>0,8171; 1-f=0,9418) y L* (p>0,4620; 1-B= 1) en el jugo pulposo de pifia.

Para las pérdidas promedio de vitamina C total (p<0,0015), el AA (p<0,0003) y
carotenoides totales (p<<0,0001) se obtuvo un efecto significativo respecto a los tiempos
de sonicacion. En general, a medida que se aumenta el tiempo de sonicacion (variable

continua) las pérdidas promedio de estos compuestos bioactivos son mayores.

Se encontr6 un efecto significativo (p<0,05) del tiempo efectivo de sonicacion sobre los

parametros de color Chroma (C*) (p<0,0001), el valor b* (p<0,0001) y el AE (p<0,0001).

Tanto la saturacion o pureza (C*), como el valor de b* (azul-amarillo) descienden a
medida que se aumentan los tiempos de sonicacion del jugo pulposo de pifia, por lo que
disminuye su intensidad de coloracion amarilla. Este comportamiento puede ligarse a las
pérdidas en los carotenoides totales mencionadas anteriormente, ya que estos son

antioxidantes naturales responsables de la coloracion natural amarilla en el jugo de piia.
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Los hallazgos del presente estudio sugieren que el tratamiento de sonicaciéon podria
emplearse como una técnica adecuada para el procesamiento o conservacion (acoplada a
otra técnica) del jugo pulposo de pifia a diferentes tiempos de sonicacion, ya que puede
presentar muy buenas retenciones (del 90% o mas) en algunos de sus compuestos
bioactivos (vitamina C -acido ascorbico- y polifenoles totales) asi como la capacidad
antioxidante hidrofilica (H-ORAC). Los carotenoides totales si presentan pérdidas

promedio importantes y las mismas se ven reflejadas en los parametros de color.

En general, se concluye que la sonicacion puede emplearse con éxito como una tecnologia
no térmica de conservacion, con la cual se puede obtener un jugo con una mejor calidad
desde el punto de vista sensorial (color) y funcional, lo que favorece la salud del
consumidor, ya que el tratamiento puede lograr la inactivacion de enzimas y una mejor
extraccion (compuestos ligados a componentes de la pared celular como los polifenoles,
por ejm) y retencion de compuestos bioactivos. Es importante mencionar, que ademas el
ultrasonido (US) se puede utilizar como una tecnologia para reducir la carga microbiana
(5log) del jugo, pero acompanado de otras tecnologias o utilizando tratamientos térmicos

mas leves.



Abstract

During this study, the pulpy pineapple juice (Ananas comosus) was treated under
sonification using an amplitude level of 40% (24,4 p), a intensity of 39,4 W/cm?,
continuous flow, constant frequency of 20 kHz for the sonification effective times chosen

(4, 8, 12, 16 and 20) min and setting the temperature to 25 (£ 2) C.

With the idea of evaluating the effective sonification time and its effect on average content
loss of bioactive compounds of the pulpy pineapple juice, it was determined: total vitamin
C, ascorbic acid, carotenoids and total polyphenols, and the hydrophilic antioxidant
capacity (H-ORAC). Also values of color using CieLab scale (L*, a*, b*), Chrome (C*),
Hue (H*) and the difference for the total color (AE) values for the juice.

No significant effect was observed during the effective sonification time (p>0,05) for the
average losses of H-ORAC (p> 0,8378; 1-= 0,1000), total polyphenols (p>0,8809; 1-f=
0,1128) or color variables a* (p>0,2274; 1-p= 0,22), tone (H*) (p>0,8171; 1-p= 0,9418)
and L* (p>0,4620; 1-B= 1,0000) for pulpy pineapple juice.

Total average losses for vitamin C (p<0,0015), AA (p<0,0003) and total carotenoids
(p<0,0001) where it was found a significant effect in regard to the effective sonification
times. In general, as the effective sonification time increases (continue variable) the

average losses for the bioactive components are higher.

It was found a significative effect (p<<0,05) for the effective sonification time over the
color parameters, Chroma (C*) (p<0,0001), value b* (p<0,0001) and the AE (p<0,0001).
Both, saturation (C*) and value b* (blue-yellow) decrese when with the sonification time
increases for the pulpy pineapple juice, that is the yellow color intensity decreases. This
behavior can be related to the lost in the total amount of carotenoids as it was mentioned
previously, since this natural antioxidants are responsible of the yellow coloration on the

pineapple juice.

The findings on this study suggest that sonification treatment could be applied as a

technique for the adequate processing or preservation (coupled with another preservation
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method or technique) of the pulpy pineapple juice using different times of sonication
because it was observed good retentions (90% or more) of some bioactive compounds
(Vitamin C — Ascorbic acid and total polyphenols) and the hydrophilic antioxidant
capacity (H-ORAC). The total carotenoids present important average losses and that is

reflected in the color parameters.

In general, it is concluded that the sonification can be successfully applied as a non-
thermic technology for preservation, which allows to obtain juice with a better quality to
from a sensory and functional point of view, that promotes consumer health sine the
treatment can reach the enzymes inactivation and a better extraction (compounds related
to cellular wall as polyphenols) and retention of bioactive compounds. It is important to
highlight that the ultrasound (US) can be used as a technology to reduce the juice
macrobian amount (5log), but in conjunction with other techniques or using or using low

heat treatments.
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1. JUSTIFICACION

En los ultimos afios, un nuevo paradigma “dieta-salud” ha provocado un mayor énfasis en
los aspectos positivos de la dieta. En ¢l se ha asumido el estatus de “funcional” para
muchos alimentos debido a la presencia de compuestos que pueden ser capaces de
proporcionar un beneficio fisiologico adicional al consumidor. Uno de estos beneficios es
el de prevenir la aparicion de enfermedades cronicas y no solo satisfacer las necesidades
nutricionales bésicas diarias (Kaur & Kapoor, 2001). En el presente siglo aument6 el
interés por explotar el potencial de los alimentos en términos de sus beneficios para la
salud por las actividades biologicas y efectos antimicrobianos que pueden mostrar (Ross

& Kasum, 2002; Sies & Stahl, 2004; Scalbert et al., 2005a; Wu et al., 2005).

Los fitoquimicos presentes en las frutas y hortalizas han atraido una gran atencion,
principalmente por el efecto en la prevencién de las enfermedades causadas como
resultado del estrés oxidativo. El estrés oxidativo libera radicales libres de oxigeno en el
cuerpo y ha sido implicado en una serie de trastornos como el mal funcionamiento
cardiovascular, cataratas, ciertos tipos de cancer, reumatismo, diabetes, enfermedades
inflamatorias, trastornos del sistema nervioso central y muchas otras enfermedades auto-
inmunes, ademas del envejecimiento (Shahidi, 1997; Dillard & German, 2000; Prior &
Cao, 2000; Wargovich, 2000; Velazquez et al., 2016, Gongalves et al., 2018). Ademas,
estos compuestos también contribuyen con la disminucién de la resistencia a la insulina,
por lo tanto, también tienen funcionalidad en la proteccion contra la diabetes (Barreca et
al., 2017; Barreca et al., 2020). En general estos compuestos fortalecen el sistema
inmunolodgico, lo cual contribuye con un buen estado de salud para hacer frente a cualquier

enfermedad (Gongalves et al., 2018).

Existen diversos tipos de compuestos bioactivos como los carotenoides, polifenoles,
vitaminas, betacianinas, entre otros, los cuales contrarrestan este estrés oxidativo y
previenen los trastornos mencionados. Ademas, se les asocia con la prevencion de
enfermedades como infecciones respiratorias agudas, psoriasis, alergias, asma, artritis,

entre otras (Velazquez et al., 2016). Resulta importante destacar que las frutas y los jugos



de fruta juegan un papel importante en la dieta humana ya que contienen compuestos
bioactivos naturales que proporcionan proteccion contra el dafio celular causado por la

exposicion a altos niveles de radicales libres (Prior & Cao, 2000, Gongalves et al., 2018).

Dia a dia aumenta la evidencia cientifica y epidemiologica que asocia la dieta rica en frutas
y jugos de fruta con la reduccion del riesgo de padecer enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo (Moyer et al., 2002; Donaldson, 2004; Wu et al., 2004; Gongalves et al.,
2004, Kuskoski et al., 2005).

Por todos los beneficios mencionados, la demanda de los consumidores por productos
alimenticios frescos o minimamente procesados ha aumentado de forma acelerada (Noci
et al.,2008; Tiwari et al., 2009a). Sin embargo, debido a la limitada vida util de los frutos,
surge la necesidad del desarrollo de tecnologias de procesamiento que permitan la
inactivacion de enzimas y microorganismos patogenos o de deterioro, pero que a la vez
conserven los compuestos bioactivos presentes naturalmente en la fruta, ademas de sus
caracteristicas sensoriales. Los procesos de conservacion de jugos deben disefiarse para
preservar la calidad nutricional y sensorial. Por este motivo esta industria no puede
quedarse atras y ha tenido que desarrollarse y tecnificarse para atender las necesidades del

mercado a nivel mundial (Noci ef al., 2008; Chemat et al., 2011, Barreca et al., 2020).

Se ha determinado que el procesamiento de los alimentos, en especial la aplicacion de
tratamientos térmicos, pueden causar efectos no deseados en su calidad nutricional, tales
como la pérdida de vitaminas, propiedades sensoriales como el color, sabor o aromas y la
degradacion de los polifenoles y carotenoides u otros compuestos con capacidad
antioxidante (Choi & Nielsen, 2005; Dhuique-Mayer et al., 2007; Cisse et al., 2009;
Chemat et al., 2011). La pasteurizacion o esterilizacion son tratamientos térmicos que
tienen la importante ventaja de garantizar la inocuidad de los alimentos y su conservacion
prolongada, debido a su efecto destructivo sobre las enzimas y los microorganismos. Sin
embargo, el efecto inespecifico del calor puede afectar la calidad nutritiva y sensorial de
los alimentos y cambiar sus propiedades funcionales (Barba ef al., 2012; Zinoviadou et

al., 2015).

El calor sigue siendo la técnica mas utilizada para la inactivacion de microorganismos y

de enzimas como la polifenoloxidasa, la cual es responsable del pardeamiento enzimatico



y puede producir cambios en el sabor o pérdidas de vitamina C. Debido a ello, existe un
interés creciente en el desarrollo de tecnologias alternativas con el fin de disminuir los
efectos del procesamiento sobre la calidad sensorial y nutricional y que los alimentos sean

a la vez menos dependientes de los aditivos (Gould, 2001; Tiwari et al., 2009b).

Un ejemplo del efecto negativo del uso del calor para el procesamiento se refleja en la
investigacion llevada a cabo por Chutintrasri & Noomhorm (2007), donde debido al
aumento en la temperatura entre los 70 °C y 110 °C (rango utilizado para cubrir el
precalentamiento y la esterilizacion del puré de pifia comercial aséptico) se presentaron
cambios en el color del puré, mas especificamente en la luminosidad (la cual puede
deberse también al oscurecimiento por oxidaciéon de vitamina C) y la diferencia total de

color (AE), los cuales se asocian con una pérdida de carotenoides.

En el estudio realizado por Rattanathanalerk ez al. (2005), se reporta que el procesamiento
térmico provoca pérdidas en la calidad de un jugo de pifia en un rango de temperatura de
55 °C a 95 °C, obteniéndose cambios significativos en los parametros a* y b* (coloracion
de verde a rojo y de azul a amarillo, respectivamente). Estos cambios responden a una
cinética de primer orden y el AE se ajusta a un modelo que se describe por el efecto

pardeamiento no enzimatico y la destruccion de los pigmentos carotenoides.

La ciencia y la tecnologia de alimentos juegan un papel destacado en importantes campos
como el de la preservacion de las caracteristicas funcionales y sensoriales de jugos, uso
de técnicas no térmicas para pasteurizacion, tecnologias de empaque, entre otras, para
llevar estos productos con una excelente calidad al mercado (Tiwari et al., 2009b). Los
nuevos enfoques, en su mayoria, implican las tecnologias de conservacion no térmicas de
los alimentos que ofrecen alternativas al calor, totales o parciales (reduccion de tiempos
de tratamiento y/o temperaturas). En este aspecto, procesos de tratamiento en jugos de
fruta, tales como la sonicacién acompafiada de otras técnicas como las altas presiones
osmdticas permiten tener jugos con una mayor vida util, reduciendo su carga
microbioldgica, debido al potencial de estos procesos en conjunto para inactivar
microorganismos patogenos, de deterioro (Wong et al, 2010) y enzimas. A la vez estas
alternativas tecnoldgicas permiten mantener sus caracteristicas sensoriales, minimizando

la pérdida de calidad en terminos de sabor, color o aromas (Mertens & Knorr, 1992; Tran



& Farid, 2004), o los importantes fitoquimicos que incluyen los antioxidantes naturales

(Keyser, 2008; Noci et al., 2008; Tiwari et al., 2009b; Zhang et al, 2011).

El uso del ultrasonido (US), en combinaciéon con otros métodos de conservacion se ha
incrementado (Guerrero et al., 2001; Kuldiloke, 2002; Rodrigues & Narciso, 2012; Vercet
et al., 2002). Esto se debe a diversos factores como que el ultrasonido aumenta la
homogeneidad del producto, ahorra energia en comparacion a otras técnicas como las
térmicas (Chemat et al., 2011), ademas gracias a su simplicidad, portabilidad y costo se
convierte en una técnica accesible a los laboratorios de investigacion y a las industrias

(Islam et al., 2014).

Este tratamiento en combinacién con otras alternativas de procesamiento (ya que por si
sola no provee las reducciones microbianas requeridas) se ha identificado como una
tecnologia potencial por la Food and Drug Administration (FDA) para satisfacer la
exigencia de una reduccion de microorganismos en 5 log en los jugos de fruta y asi
alcanzar su inocuidad (FDA, 2000; FDA, 2001; Ulusoy et al., 2007; Rodrigues & Narciso,
2012; Salleh & Roberts, 2007).

El uso de US ha demostrado ser efectivo en reducir la carga de microorganismos en
productos liquidos cuando ha sido combinado con calor (termosonicacioén), presion
dinamica (manosonicaciéon) o ambas (manotermosonicacion) (Guerrero et al., 2001;

Kuldiloke, 2002; Vercet et al., 2002; Chemat et al., 2011; Rodrigues & Narciso, 2012).

En la presente investigacion se decidio trabajar con la pifa (Ananas comosus), por ser un
producto importante para la economia de Costa Rica, primer exportador de pifia fresca a

nivel mundial y un importante exportador de jugo de piia (CANAPEP, 2021).

La pifia es originaria de Sudamérica, crece a temperaturas de (24 a 30) °C y es una de las
frutas mas apreciadas por sus cualidades de sabor, textura y aroma sin dejar de mencionar
sus valiosas propiedades nutritivas y curativas que proveen grandes beneficios a la salud
(Rattanathanalerk et al., 2005). Es uno de los cultivos con mayor potencial de mercado
tanto nacional como internacional, debido a que es un fruto muy versatil que puede ser
consumido de diversas formas, cuenta con aromas exquisitos, pero ademas constituye una

fuente natural de antioxidantes como vitaminas B y C, minerales (sodio, hierro,



manganeso, magnesio, potasio, zinc y yodo), polifenoles (Wen et al., 1999) y carotenoides
como el B-caroteno, los cuales contrarrestan la accion de radicales libres. Ademas, cuando
el fruto empieza a madurar, se da un aumento en el contenido de azicares reductores
debido a la hidrolisis del almidon y se acelera la produccion de carotenoides, ya que estos
son colorantes naturales que le brindan una coloracion muy amarilla a la pifia (Torres et

al., 2013; Hodgson & Hodgson, 1993).

Esta bromelia es fuente de fibra y ademas contiene una enzima, la bromelina o bromelaina,
la cual es similar a las enzimas digestivas que ayudan a digerir las proteinas, contiene un
85% de agua y ademads hidratos de carbono. Por otro lado, los 4cidos citrico y malico son
los responsables de su sabor dcido y como ocurre en los alimentos citricos, el primero

potencia la accion de la vitamina C (Taussig & Batkin., 1988; Quijandria et al., 1997).

Entre sus muchos aportes a la salud, la pifia esta recomendada en el tratamiento de
padecimientos tales como la retencion de liquidos (actiia como diurético), problemas de
transito intestinal y estrefiimiento (por su gran poder laxante), hipertension, colesterol y
anemia, intoxicaciones (funciona como depurador), trastornos del sistema inmunoldgico
(refuerza en la disminucion de defensas y ayuda a la formacion de globulos rojos y
blancos), problemas degenerativos y cardiovasculares, la obesidad y los problemas en el
crecimiento 0seo, tejidos y sistema nervioso en los nifios. También, la pifia impide la
agregacion plaquetaria, con lo cual evita que la sangre se coagule y, de esta manera,

prevenir las embolias y los infartos (CANAPEP, 2015; Rattanathanalerk et al., 2005).

Esta investigacion tiene gran relevancia al evaluar el efecto que causa la aplicacion de
ultrasonido sobre las propiedades sensoriales (color) y bioactivas en el jugo de pina
pulposo que son beneficiosas para la salud de los consumidores. Los tiempos efectivos de
sonicacion (0,4, 8, 12, 16 y 20 min) se calcularon con el equipo de US utilizado por Wong
(2010) en su investigacion, de igual manera se utilizaron las mismas condiciones de
sonicacion (una velocidad de la bomba de 1,5 rpm, amplitud del 40%, un flujo continuo

de la bomba y una frecuencia de 20 kHz).

Todo lo anteriormente mencionado, impulsa la presente investigacion para obtener y
desarrollar una alternativa no térmica de procesamiento al jugo de pifa pulposo, que,

ademads de aumentar su vida util (al ser combinado con otros tratamientos en anteriores y



futuras investigaciones), cause la menor alteracion de sus propiedades sensoriales como
el color y que conserven sus compuestos bioactivos y su capacidad antioxidante, los cuales

son beneficiosos para la salud de los consumidores.



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento con ultrasonido sobre el color y los compuestos

bioactivos del jugo de pina pulposo.

2.2.0bjetivos especificos

e Evaluar el efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de compuestos
antioxidantes (polifenoles totales, carotenoides totales, vitamina C total y el 4cido

ascorbico) y la capacidad antioxidante hidrofilica del jugo de pifa pulposo.

e Determinar el efecto del tiempo de sonicacion sobre los parametros de color en el

jugo de pifia pulposo.



3. MARCO TEORICO

3.1. Caracteristicas agronémicas de la piia

La planta de la pifia crece de 60 cm a 90 cm de alto, sus hojas son largas, de color verde
y en forma de espadas, crecen alrededor de un tallo grueso y en sus puntas posee espinas.
El fruto llega a pesar entre 2 y 4 kg y la parte exterior del mismo cambia de color verde a
amarillo dependiendo del grado de madurez. La parte comestible de la fruta es de
contextura firme y de color amarillo palido o dorado, aunque podria ser blanca (Lopez et

al., s.f).

La variedad que produjo la expansion en los mercados internacionales de frutas tropicales
fue la variedad MD2, también conocida como “pinia amarilla” o “pifia dorada”, introducida
por la Compaiiia Pineapple Development Company (PINDECO), una subsidiaria de la
transnacional norteamericana Del Monte (CANAPEP, 2012). El hibrido MD2 es parte del
Grupo Cayenne de la pifia, este se destaca por poseer un alto contenido de vitamina C:
500% mas que cualquier otra variedad de pifia. Aproximadamente, con dos rodajas de la
fruta (unos 112 gramos) se consume el 150% del total de vitamina C requerido en un dia
con base a una dieta de 2000 calorias diarias. Como ya se menciono, este tipo de pifia es
el mas comercializado en el mundo y el que recibe el mejor precio. Los diferentes
productores y exportadores le han puesto nombres distintos: Del Monte Gold Extra Sweet
Pineapple, Dole Premium Select Pineapple, Fyffes Supersweet Pineapple y localmente la

Exportadora Bananera Noboa la llama Sun Ripe (CANAPEP, 2012).

3.2. Produccion e historia de la pifia en Costa Rica

La industria de produccion de pifia se ha desarrollado ampliamente a nivel mundial desde
el afio 1997, motivada por el aumento sostenido de la demanda de frutas tropicales frescas,
en conservas, en jugos o secas en los mercados de los Estados Unidos y Europa

principalmente (Quijandria et al., 1997).



El comercio mundial de pifia se transform¢ y creci6 expansivamente a partir de la llegada
de la variedad MD?2 o pifia amarilla, la cual provoc6 una multiplicacion de la demanda de
este fruto en el mundo (SIIM, 2010). El crecimiento en la demanda de pifia en los
mercados internacionales ha atraido la inversion tanto nacional como internacional a
Costa Rica, debido a que el pais ofrece buenas condiciones climaticas para la produccion

de este fruto (CANAPEP, 2015).

La pifia es actualmente uno de los cultivos con mayor potencial de mercado internacional
y de alta rentabilidad financiera. La pifia se convirti6 en el segundo producto de
exportacion en importancia en Costa Rica, detras del banano y le generaba importantes
ingresos al pais (CANAPEP, 2015; PROCOMER, 2015), inclusive en el 2017 se convirtié
en el primer producto, sacando al banano de este puesto después de muchisimos afios
(CANAPEP, 2018). Adicionalmente, el procesamiento de la pifia es una actividad con una
alta demanda de mano de obra, con capacidad de ofrecer salarios y empleos permanentes

en zonas rurales (Valverde et al., 2006).

La pifia es un producto que tradicionalmente se produce en Costa Rica desde tiempos de
la colonia. En sus inicios, la produccion se destinaba para consumo local y en menor
proporcion a la industrializacion de pulpas, mermeladas y enlatados. Fue a partir de 1986,
cuando se inici6 la exportacion de la fruta con la variedad Cayenna Lisa, posteriormente
se continu6 con Champaca y a partir del 2001, con la variedad Golden (Quijandria et al.,
1997; Arauz, 2005). La produccion de esta fruta estaba uniformemente distribuida por
todo el territorio nacional, pues el proceso productivo era muy natural y no requeria de
ningun paquete tecnoldgico ni de condiciones especiales para apresurar la produccion de
la fruta. Sin embargo, la produccion tipo monocultivo de alta intensidad y alta demanda
tecnologica fue desarrollada a finales de la década de los setenta, cuando la compaiiia

PINDECO inici6 sus operaciones en el sur del pais (Acufia, 2006).

En 1995 la estructura de la industria en cada region productiva era muy diferente. Mientras
en la zona norte (Regiéon Huetar Norte) algunas empresas grandes dominaban la
produccioén, la cual era vendida casi en su totalidad a las empresas Standard Fruit y
Banacool y en cuanto a productores independientes, se estimaba que existian unos 630

entre medianos y pequenos productores, en la zona sur (Region Brunca) la produccion era
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dominada totalmente por PINDECO y existian s6lo 17 productores pequeiios (SEPSA,
1995).

La produccion de pifia se concentraba en las zonas de Buenos Aires de Puntarenas, San
Carlos y Grecia de Alajuela, Sarapiqui de Heredia (zona Huetar Norte) y en menor medida
en la provincia de Limo6n (zona Huetar Atlantica). El esquema inicial de produccion daba
prioridad a la produccion por parte de PINDECO, la cual producia alrededor de 65% de
la pifia del pais en 1989. Luego se cambi6 a un esquema en el cual PINDECO compra una

buena parte de la pifia que exporta a productores independientes (Acuiia, 2006).

PINDECO impact6 la produccion nacional ampliando el area de siembra que se tenia hasta
ese momento e introduciendo diferentes tecnologias y estilos de produccion. PINDECO
se convirtié en un actor fundamental debido al caracter expansivo de la produccion pifiera,
pues reoriento el cultivo para la exportacion, introdujo paquetes tecnologicos para poder
acceder a otros mercados, provoco una expansion horizontal de la produccion e introdujo
una nueva variedad de pifia para la exportacion, generando una interaccidon entre las

variedades que se expresa incluso en una diferenciacion geografica (Acuia, 2006).

De acuerdo con COMEX, el sector pifiero generd para el 2005 alrededor de 7 000 empleos
directos y la produccion fue de 1,6 millones de toneladas métricas, mientras que las
exportaciones en ese afio fueron de 260 millones de euros (Acuna, 2009). Para el 2020 los
empleos existentes por region fueron Huetar Norte con 13 720, Huetar Atlantica con 8 120
y Pacifico con 6 160, para un total de 28 000 empleos directos y ademas 105 000 del tipo
indirecto (CANAPEP, 2021)

En el 2002, Costa Rica tenia 15 500 hectareas dedicadas a esta actividad y en el 2007 ya
se utilizaban 35 200 hectareas (Acufia, 2009). Para el 2020 ya hay 40 000 hectareas de
nuestro suelo dedicadas al cultivo, en el pais, divididos en: Region Huetar Norte con 19
600 hectareas, lo equivalente al 49% del area cultivada; la Region Huetar Atlantica
dispone de 11 600 hectareas y representa el 29%, a su vez, la Region Pacifico destina 8
800 hectareas, lo cual constituye el 22% del area cultivada. Todo en manos de unos 170

productores de pifia, en todo el pais (CANAPEP, 2021).



11

3.3. Comercializacion de la pifa

3.3.1. Exportacion

El consumo de pifia tanto en Estados Unidos como en Europa, se ha visto beneficiado por
una creciente tendencia hacia una alimentacion saludable que ha incrementado el consumo

de frutas y vegetales frescos.

En la década de los ochenta, el volumen del mercado internacional de la pifia costarricense
creci6 en mas del 5 000%. En 1994, los niveles de exportacion alcanzaron los US$ 58
millones y se distribuyeron de la siguiente manera: un 43% hacia la Union Europea (UE)
(16% de participacion del mercado de importacion), un 56% hacia USA (64% de
participacion del mercado de importacion) y el restante 1% hacia Sudamérica
principalmente. En 1995, el valor de las exportaciones totales como pifia representaron
USS$ 61 millones, lo que constituyo el 16% de las exportaciones agricolas no tradicionales

(Quijandria et al., 1997).

Costa Rica vendio en el afio 2000 US$ 121 millones, el 29,2% del total de las
exportaciones mundiales. Increment6 el volumen de sus exportaciones totales en un 80%
en el periodo comprendido entre los afios 1996 y 2000. La razon de dicho crecimiento es
el desarrollo del hibrido MD2 por parte de la empresa Del Monte Fresh Produce, principal
exportador del pais en aquel momento, que cred tanto en el mercado estadounidense como

en el europeo una demanda hacia la nueva variedad (FAO, 2002).

Para el afio 2005, la variedad MD2 se desarrolld en Costa Rica en conjunto con un
experimento en Hawai (dirigido por el programa de Research Institute de Hawai),
favorecido por las condiciones climaticas de ambos lugares, tales como: suelos,
precipitacion, dias luz y temperatura. Los resultados fueron una fruta dorada, brillante,
mas dulce, con pulpa amarilla, con poco contenido de fibra de un buen sabor y

presentacion.

Segin la Camara Nacional de Productores y Exportadores de Pifia (CANAPEP), esta
variedad logré alcanzar las caracteristicas esperadas por la empresa como: dulzor, color,
grados Brix y sabor. Ademas de estas caracteristicas, ciclos cortos de produccion de 9

meses, que favorecen la produccion, ya que asegura fruta durante todo el afio. El sector,
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por tal razén, ha dividido el afio productivo de pifia en dos semestres, estos abarcan de
enero a septiembre y de septiembre a enero para de esta forma contar con produccion en

todo el afo (CANAPEP, 2012).

Para el afio 2011 ya la industria de la pifia exportaba US$ 717,0 millones y siguid
creciendo y expandiéndose (PROCOMER, 2014).

Segun PROCOMER (2015) los jugos y concentrados de fruta son el principal producto de
exportacion de la industria alimentaria a USA y la UE y en los afios 2014-2015 se
exportaron US$ 146 millones que representa un 40% y US$ 173 millones que significaron

42% respectivamente.

En nuestro pais las exportaciones de jugos y concentrados de frutas tuvieron un repunte,
aumentando sus mercados y exportando mas al afio 2015, convirtiéndose en la segunda

fruta tropical en importancia después del banano (PROCOMER, 2015).

Para el afio 2015 en nuestro pais la pifia ocupd el tercer lugar entre los productos de
exportacion con un 8%, tan solo por detras de los dispositivos médicos y del banano; lo
mismo sucedio en el 2018, s6lo que en ese momento igualado con el banano con un 9%
del total de las exportaciones. Ademas, fue el segundo producto en importancia en el
sector agricola con un 33% en el 2015, mismo puesto que alcanzé en el 2018 y 2019, pero

con un 34% (PROCOMER, 2021).

La produccion total de pifia en Costa Rica alcanzo la cantidad de 2,3 millones de toneladas
durante el ano 2015, de esta cantidad se exportaron 2 millones de toneladas como fruta
fresca, 42 mil toneladas como pifia congelada, ademas 425 toneladas como pifia seca y
180 mil toneladas se destinaron para la produccion de jugos. Para el afio 2014 las
exportaciones de pifia alcanzaron los US$ 865 millones, mientras que para el afio 2015
hubo una pequeia reduccion alcanzando US$ 806 millones (Cuadro 1). Para el afio 2016
las exportaciones de pifa fresca generaron la cifra de US$ 873 millones y se llegd a una
cifra de US$ 989 millones, alcanzando el pico mas alto en el 2018, luego hubo una
reduccion de US$ 100 millones para el 2020 (Cuadro 1), debido a la pandemia por el virus
que produce la COVID-19 (PROCOMER, 2021).
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Cuadro 1. Exportaciones de pifia a partir del 2013 en millones de dolares y % de

variaciones anuales

Afio 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013

Millones $ 889,64 930,49 989,56 941,95 873,11 806,68 865,11 816,11

Variacion % -4,39 -5,96 5,06 7,88 8,23 -6,75 5,99 5,64

Para el 2015 los destinos principales para la exportacion de pifia fueron América del Norte,
principalmente USA (53%) y la UE (44%) (PROCOMER, 2015), mientras que para el
2020 América del Norte ocupd el primer lugar con un 52%, seguido de la UE con un 43%
y al resto de Europa se destin6 un 4,2% (CANAPEP, 2021).

En los afios 2015 y 2019 de todos los productos que se exportaron en nuestro pais, la pifia
fue el segundo producto en importancia que se exporté hacia América del Norte (USA
mayormente y Canada), obteniendo US$ 418 millones (9,9%) y US$ 465 millones (9%)
respectivamente del total que se genera de productos que exportamos a esa zona del
continente, solo siendo superado por los dispositivos médicos. Pero en cuanto a
exportaciones de productos agricolas se refiere, la pina fue el principal producto agricola
que se exporté a USA alcanzando un total de US$ 446 millones en el afio 2014 para un
36%, mientras que en el 2015 se obtuvo un 36,4% (US$ 418 millones) del total exportado
y en el 2019 un 49% (US$ 465 millones) (PROCOMER, 2021).

USA pasé a ser el segundo mercado en importancia en las exportaciones de jugos y
concentrados de fruta de Costa Rica y aunque entre el 2014 y el 2015 hubo un descenso
de aproximadamente un 17%, en el 2015 se exporto la suma nada despreciable de US$ 49

millones gracias a la venta de mas de 42 mil toneladas de producto (PROCOMER, 2015).

La UE ha sido, a través de los afios, el mayor mercado del mundo para la pifia organica.
Para el afio 2009, el 50% de las exportaciones de pifia de Costa Rica se dirigieron al
mercado de la UE, logrando asi convertir al pais en el proveedor principal de pifia de la

UE (mercado que se conquisto gracias a la variedad MD2). Costa Rica exportaba en el
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2009 el 52% de la pifia fresca a paises como: Francia, Bélgica, Holanda, Italia, Reino

Unido, Alemania, Portugal y Espaiia (El Pais, 2009).

En el 2014 y en el 2015 la pina ha ocupado el segundo lugar como producto agricola
exportado y también a nivel general de todas las exportaciones a la UE, detras del banano,
alcanzando para el afio 2014 un total de US$ 389 millones para un 37% del total de las
exportaciones agricolas, mientras que en el 2015 se obtuvieron US$ 360 millones que
representa el 34% del total exportado. En el 2019 ocupa el mismo lugar, pero con 18%

equivalente a US$ 431 millones (PROCOMER, 2021).

Durante el 2015 Holanda fue el principal destino europeo para exportar pifia, llegando a
los US$ 118 millones a través de poco mas de 258 mil toneladas del producto, seguido
por Bélgica e Italia (PROCOMER, 2015). Para el 2019, Holanda sigue siendo el principal
destino europeo para exportar pifia (298 mil toneladas y US$ 130 millones), seguido ahora

de Italia y Espafia (PROCOMER, 2021).

En cuanto a las exportaciones de jugos y concentrados de fruta el panorama de
exportaciones toma un rumbo interesante, ya que crecid en los principales destinos
europeos entre el 2014 y el 2015; so6lo en Holanda que es el principal destino de este
producto, el jugo de pifia pasé de US$ 50 millones (75 mil toneladas aproximadamente) a
USS$ 72 millones (90 mil toneladas aproximadamente) para alcanzar un aumento del 43%
durante este periodo, lo que nos muestra como el mercado de los jugos de fruta ha tenido
un auge y un repunte en los ultimos afos, lo mismo sucede con otros paises como Espafia,
Bélgica y Francia, alcanzando un aumento de 51%, 46% y 38% respectivamente. Para el
2015 este tipo de exportacion ocupd el cuarto lugar entre los productos que se envian a la
UE alcanzando los US$ 125 millones, sélo superado por el banano, la pifia fresca y las

protesis médicas (PROCOMER, 2014; PROCOMER, 2015).

Por otro lado, los jugos y concentrados de frutas fueron el segundo producto de
exportacion de la industria alimentaria en nuestro pais, alcanzando los US$ 163 millones
que representan el 11%, durante el 2014 y US$ 193 millones para un 13% en el 2015
(PROCOMER, 2014; PROCOMER, 2015), para el 2019 se pas6 a US$ 130 millones en
ventas a América del Norte y la UE (PROCOMER, 2021).
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AuUn quedan retos importantes como expandir las exportaciones de pifia al mercado
asiatico, por ejemplo, el cual ha tenido un mayor auge en nuestro pais en los ultimos afios.
En el 2015 en este mercado tan solo se ha logrado posicionar la exportacion de jugos y
concentrados de frutas con US$ 6 millones, siendo Japén el mayor socio comercial
(PROCOMER, 2015), pero ya para el 2017 se iniciaron las primeras exportaciones de pifia
al mercado chino, logrando exportar pifia por US$ 3,8 millones para el 2019 en Asia y
USS$ 7,9 millones en jugos y concentrados de fruta (PROCOMER, 2021). A pesar de esto,
en este mercado hay que buscar ampliar las exportaciones de pifia y sus derivados, ya que

podria ser de grandes beneficios para el sector pifiero.

3.3.2.  Consumo nacional

La industria de la pina en Costa Rica tiene un muy bajo nivel de integracion vertical,
dandose casos de empresas especificamente dedicadas a la produccion de pifia y otras que
unicamente se dedican al procesamiento de la fruta. Esto hace que mucha de la llamada
pina de segunda, que se podria aprovechar si las plantas procesadoras estuvieran cerca de
las zonas productoras, se tenga que orientar al mercado local o incluso tenga que ser
desechada completamente por problemas con el transporte del producto (INCAE, 1989).
Para el afio 2015 aproximadamente 208 mil toneladas de pina se dirigieron al mercado

nacional para su comercializacion como fruta fresca (CANAPEP, 2016).

3.4. Jugos de frutas

La demanda de los consumidores por alimentos mas seguros, funcionales (por ejemplo,
que contengan vitaminas, minerales, antioxidantes y/o fibra) y frescos ha ido aumentando
continuamente, lo que ha contribuido a un desarrollo del consumo de jugos de frutas y
bebidas a base de jugos de frutas (Carvalho et al., 2002; Gongalves ef al.,2018). Los jugos
de frutas son productos que se pueden ofrecer refrigerados, congelados o en anaquel a
temperatura ambiente y en una variedad de tipos de empaques (Hodgson & Hodgson,
1993; Bogue & Troy, 2016). Por esta razon la elaboracién de jugos a partir de frutas
encuentra un espacio interesante en el mercado de alimentos, siendo su produccion una

actividad altamente competitiva (Vaillant ez al., 2004).
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La elaboracion de jugos es una de las formas mas comunes e importantes de procesar y
conservar frutas. Esto se debe a que se considera una manera practica de consumir este
alimento y aprovechar sus nutrientes. Ademas, es una forma de consumir frutas
estacionales durante todo el afo, disminuyen las pérdidas de frutas y vegetales, pues se
pueden usar productos que no son aptos para vender frescos, al no calificar como producto
conforme y permite alargar la vida 1til de la fruta en forma de jugo procesado. Por otra
parte, al transformar la fruta en un producto liquido es mucho mas facil su manejo

(Rajauria & Tiwari, 2017).

La produccién de jugos pulposos es muy comun en la industria alimentaria donde no se
utilizan procesos muy sofisticados, ya que, luego del procesado inicial de la materia prima
simplemente se utilizan mallas para obtener un jugo pulposo con una cantidad de solidos
dependiente de lo que requiere el consumidor. En el caso de los jugos clarificados, estos
se caracterizan principalmente por su transparencia y homogeneidad, lo cual se logra por
una remocioén complementaria de los sélidos en suspension donde se pueden utilizar

distintos tipos de tecnologias y tratamientos enzimaticos (Vaillant et al., 2000).

Segun el reglamento técnico de jugos y néctares de frutas (CODEX, 2005), el jugo de
fruta es el liquido sin fermentar, que se obtiene de la parte comestible de frutas frescas en
buen estado y debidamente maduras por medio de procedimientos apropiados (MEIC,

2005).

Algunos jugos podran elaborarse junto con sus vesiculas (“botellitas’), semillas y céscara,
que normalmente no se incorporan al jugo, cuando no puedan eliminarse mediante las
diferentes etapas de fabricacion. Los jugos se preparan utilizando procedimientos
adecuados que mantienen las caracteristicas fisicas, quimicas, sensoriales y nutricionales
esenciales de la fruta originaria (MEIC, 2005). La FDA (2018) también ha dado la
definicidn de jugo y explica que se trata de un liquido acuoso exprimido o extraido de una
o mas frutas o vegetales, purés o porciones comestibles de una o mas frutas o vegetales o

cualquier otro concentrado de tal liquido o puré.

Otros documentos expresan que el jugo es el liquido contenido naturalmente en el tejido
de una fruta o un vegetal y agregan que se prepara mecanicamente por exprimir o macerar

frutas frescas o tejido vegetal sin aplicar calor o utilizar solventes (NPCS, 2012).
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Definiciones mas estrictas y detalladas dicen que los jugos de frutas naturales deben ser
elaborados en su totalidad (es decir el 100%), de fruta fresca, no pueden contener aditivos
(conservantes, edulcorantes, aromas y/o colorantes). Por lo tanto, se consumen en forma
fresca poco después de su produccion o se conservan mediante tratamientos térmicos o no

térmicos como lo es el tratamiento ultrasonido (MEIC, 2005).

3.4.1. Produccion de jugos pulposos

Para obtener un jugo pulposo se realizan una serie de pasos. Inicialmente se da la
recepcion de la materia prima donde se escogen los frutos (separando aquellos que no
cumplan con algun requerimiento previamente dispuesto), se procede a realizar un lavado
y desinfeccion, seguido de un pelado y troceado. Para finalmente obtener el jugo pulposo,
puede utilizarse por ejemplo un prensado mecénico, el cual puede realizarse en dos o mas
etapas utilizando mallas de distinto nimero de mesh, segtn el jugo que se desee obtener

(Hui, 2006).

El equipo utilizado para el prensado retiene la fase s6lida mientras que la liquida se recoge
en un recipiente. Un pardmetro importante por obtener es el rendimiento del prensado, que
es el porcentaje de jugo extraido, en comparacion con el material crudo al principio del
proceso. El rendimiento de jugo es determinado basicamente por el tipo de dispositivo de

presion, la calidad y preparacion (tipo de corte) de la materia prima (Hui, 2006).

El jugo extraido es un jugo pulposo que suele ser turbio debido a las particulas vegetales
que son insolubles en agua (fibras, celulosa, hemicelulosa, protopectina, almidén y
lipidos), macromoléculas coloidales (pectina, proteinas, solubles en fracciones de

almidon), polifenoles y sus derivados oxidados o condensados (Hui, 2006).

Dependiendo del producto final requerido, estas sustancias mencionadas pueden ser
parcial o totalmente eliminadas para evitar la turbidez, las precipitaciones y para mejorar
los atributos sensoriales (sabor, olor y color). De esta manera se alcanza la clarificacion
de jugos, la cual se puede realizar por métodos fisicoquimicos, mecéanicos o sus

combinaciones (Hui, 2006).

Algunos métodos fisicoquimicos comunes son el uso de agentes clarificantes y los

tratamientos enzimadticos, mientras que ejemplos de los mecanicos pueden ser la
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eliminacion mecanica de fibras suspendidas y la precipitacion, los cudles se pueden llevar
a cabo utilizando centrifugas o mediante la filtracion. La filtracion se realiza utilizando
aditivos de filtracion (como silice o diatomita) que se afiaden al liquido por filtrar (Hui,
2006). Para la clarificacion de jugos filtrados, pueden utilizarse técnicas de membrana

como la microfiltracion o la ultrafiltracion tangencial, entre otras (Hui, 2006).
3.5. Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante

3.5.1. Alimentos funcionales

Un alimento funcional puede ser un alimento convencional que es consumido como parte
de la dieta normal, para el cual se ha demostrado que tiene efectos fisioldgicos
beneficiosos como por ejemplo la reduccion del riesgo de una enfermedad cronica,
ademas de las funciones nutricionales basicas (Shahidi, 2004). Es decir, la dieta no sélo
contribuye a que la persona logre un estado de salud y desarrollo 6ptimo, sino que también
juega un papel importante en la reduccion del riesgo de enfermedades (Diplock et al.,

1999).

El disefio de productos alimenticios con efectos beneficiosos para la salud responde al
mayor reconocimiento del papel de la dieta en la prevencion y tratamiento de
enfermedades (Mazza, 2000). Un alimento funcional puede ser un alimento natural, un
alimento al que se le ha agregado un compuesto o uno al que se le ha removido un

componente utilizando biotecnologia o medios tecnologicos (Diplock et al., 1999).

En el caso de las frutas, estas siempre se han considerado excelentes fuentes de aztcares
y vitaminas, pero recientemente han adquirido un mayor protagonismo desde el punto de
vista funcional dado su contenido de componentes biologicamente activos como los
antioxidantes. Estos compuestos son capaces de neutralizar radicales libres que se forman
durante la preparacion de los alimentos o en procesos bioldgicos del organismo, ademas

por causa de factores externos y ambientales (Mazza, 2000).

3.5.2. Antioxidantes y radicales libres

Los antioxidantes son un grupo de vitaminas, minerales, colorantes naturales, enzimas y

otros compuestos vegetales que tienen la capacidad de retardar o prevenir la oxidacion de
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las moléculas organicas al disminuir las reacciones quimicas que involucran oxigeno. Es
decir, son capaces de neutralizar la acciéon oxidante de moléculas inestables o radicales
libres, causantes de los procesos de envejecimiento y de muchas enfermedades (Prior et

al., 2005, Khoo & Falk, 2014).

Ademas, estos compuestos también contribuyen en la disminucién de la resistencia a la
insulina, por lo tanto, también tienen funcionalidad en la proteccion contra la diabetes

(Barreca et al., 2017; Barreca et al., 2020).

Las defensas antioxidantes de los organismos son de tipo enzimatico y no enzimatico. La
primera defensa antioxidante es intracelular y es principalmente de tipo enzimatico
(incluyendo el superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa) (Nelson & Cox,
2004). La segunda barrera antioxidante es de tipo no enzimatica y estd dada por
compuestos antioxidantes que actian tanto a nivel celular como extracelular, donde
destaca la participacion de la vitamina E, los carotenoides, la vitamina C y los compuestos
fenolicos (Lee et al., 2004; Honzel et al., 2008). El 4cido ascorbico y los compuestos
fenolicos son de naturaleza hidrofilica mientras que los carotenoides son antioxidantes

lipofilicos (Thaipong et al, 2006).

Las sustancias antioxidantes se modifican al reaccionar con los radicales libres, por tanto,
necesitan ser reemplazados a través de la dieta. A estos compuestos se les conoce como
“antioxidantes dietarios” (Urquiaga et al., 1999; Liu & Finley, 2005; Wolfe & Liu, 2007;
Barreira et al., 2008; Honzel et al., 2008; Jensen et al., 2008).

Un “antioxidante dietario” es una sustancia presente en los alimentos que disminuye
significativamente los efectos adversos de las especies reactivas, tales como especies
reactivas del oxigeno y del nitrogeno, sobre la funcidn fisiologica normal en humanos.
Este es capaz de atrapar esas especies reactivas para detener reacciones en cadena o puede
prevenir la formacion de oxidantes reactivos formados en los primeros pasos de la

reaccion en cadena (Huang et al., 2005).

3.5.2.1 Polifenoles

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas,

encontrados comunmente en frutas y vegetales. Son derivados bioldgicos de aminoacidos
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aromaticos y tienen propiedades beneficiosas tales como actividades antioxidantes y

antimicrobianas (Kaur & Kapoor, 2001; Lee et al., 2002; Puupponen et al., 2003).

Los polifenoles son moléculas que se encuentran en los tejidos vegetales de practicamente
todas las plantas. El grupo de los compuestos fendlicos abarca diversas categorias de
moléculas con diferentes estructuras quimicas. Es una clase de compuestos tan variable,
que algunos polifenoles son de bajo peso molecular, menor a 100 Da, mientras que otros
pueden superar los 30 000 Da. Esto ejemplifica la heterogeneidad quimica de estos

metabolitos secundarios (Diaz et al., 2013).

Poseen funciones fisiologicas como la pigmentacion, polinizacién, resistencia contra
depredadores y proteccion contra UV, ROS y estrés fotosintético (Kondratyuk & Pezzuto,
2004). Estos compuestos fenolicos son componentes hidrofilicos que estan sujetos a la
degradacion durante el procesamiento, por lo que pueden perderse en el agua de coccion
y también ser degradados por la accion de enzimas. Ademas, durante el procesamiento y
el almacenamiento, estan propensos a degradarse por accion de la temperatura, el oxigeno

y la luz, siendo mas sensibles que los carotenoides y la vitamina C (Kalt, 2005).

La composicion fendlica de una planta depende de su informacion genética y de los
factores ambientales durante el crecimiento y el periodo poscosecha. Los tejidos de las
frutas son capaces de sintetizar compuestos fenolicos y los cambios en su contenido
pueden ser inducidos por condiciones de estrés, disponibilidad de agua y composicion del
suelo (Gongalves et al, 2004). Especificamente en bebidas, el perfil de polifenoles y su
concentracion dependen el tipo de fruta, el cultivo, su madurez, las condiciones
ambientales, condiciones post cosecha y las técnicas de procesamiento y preservacion

(Kulak & Cetinkaya, 2018).

La distribucion de polifenoles en frutas y en los jugos de frutas se regula, en gran parte,
genéticamente y por lo tanto se ha utilizado el perfil de polifenoles como marcadores
taxonomicos para clasificar los cultivos. De esta forma, el perfil de polifenoles se utiliza
a manera de huella digital a la hora de analizar jugos de frutas. La ausencia o presencia de
un compuesto fenolico y/o la proporcidn entre estos compuestos en el producto se pueden
utilizar como indicadores de la autenticidad de un jugo de frutas o de que contiene

adulterantes. Cada fruta o jugo de fruta se asocia con la presencia de distintos polifenoles.
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Por ejemplo, la naringina se asocia con jugos citricos, el acido clorogénico con jugo de

manzana y las antocianinas con jugo de frutos rojos o bayas (Macheix et al., 2018).

Se ha establecido que la sintesis de polifenoles en las plantas se da principalmente cuando
se encuentran expuestas a condiciones ambientales no favorables o adversas para su
desarrollo, como por ejemplo, temperaturas extremas, salinidad, sequias, infecciones
patogénicas, ataques de herbivoros y deficiencias nutricionales. La presencia de
polifenoles le confiere proteccion a las plantas del estrés que provocan esas condiciones
adversas y que llevan al dafio en los tejidos vegetales (Santana & Jacobo, 2018; Quifiones

etal., 2012).

El factor comun que une a estas moléculas, de acuerdo con Kammerer et al. (2013), es la
presencia de uno o varios anillos fendlicos y las clases y subclases se establecen
dependiendo del nimero de anillos fendlicos y los grupos funcionales que presentan. Las
principales categorias de polifenoles son: acidos fendlicos, estilbenos, lignanos, alcoholes,
alcoholes fendlicos y flavonoides. Estos ultimos se subdividen en: flavanoles, flavanonas,
flavonas, isoflavonas, flavonoles y antocianidinas. Adicionalmente, con frecuencia, los
compuestos fenodlicos se encuentran unidos a uno o mas mono o disacaridos por medio de

enlaces glicosidicos en los grupos hidroxilo.

Los polifenoles (especialmente los flavonoides), muestran una gran capacidad para captar
radicales libres causantes del estrés oxidativo, atribuyéndoseles a su vez un efecto
beneficioso en la prevencion de enfermedades cardiovasculares (Karadeniz et al., 2000;
Sies & Stahl, 2004; Scalbert et al., 2005b; Waterhouse, 2005; Tzulker et al., 2007) y
neurodegenerativas (Kuskoski et al., 2005; Alvarez et al., 2006; Dai et al., 2006; Singh et
al., 2008), reducen los niveles de colesterol sanguineo (Vidavalur et al., 2006; Jalili et al.,
2007), disminuyen los efectos de padecimientos como diabetes, osteoporosis y
arterosclerosis (Scalbert et al., 2005a; Hendrich & Murphy, 2007), retrasan la aparicion
de numerosos efectos relacionados con el envejecimiento (Joseph et al., 2005; Wilson et
al., 2006), también poseen actividad antibacteriana (Akai et al., 2007). Asimismo, se han
asociado con una importante actividad anticancerigena (Lee ef al., 2002; Wu et al., 2005;

Monteiro et al., 2006; Nichenametla et al., 2006; Dubick & Omaye, 2007).
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Las antocianinas son responsables del color atractivo de algunas flores, frutas y vegetales.
Durante los ultimos afios, se han reportado investigaciones donde se relacionan las
antocianinas como compuestos que ayudan a reducir el riesgo de enfermedades coronarias
y prevenir ciertas enfermedades cronicas. Ademas de su potencial como antioxidante, las
antocianinas tienen un alto potencial de ser empleadas como colorantes naturales debido

a sus colores como naranja, rojo, morado y azul (Wang & Xu, 2007).

En la pina el contenido de polifenoles no es tan alto en comparacién con otros frutos
(mora, arandano, entre otros). Por ejemplo, Hassimotto et al. (2005) reportaron para la
pifia fresca un valor de (67,2 £0.6) mg GAE /100g de fruta fresca, mientras que Beserra
et al., (2001) reportaron (38,1 £0,7) mg GAE/100g BH.

Wen et al. (1999), encontraron e identificaron en el jugo de pina compuestos fenolicos

como el S-sinapil-L-cisteina, N-L-y-glutamil-S-sinapil-L-cisteina y S-sinapilglutation.

Algunos ejemplos del contenido de polifenoles en algunos alimentos tanto en base seca
como humeda son los guisantes ((30-60) mg GAE/100 g BS) y las papas ((50-60) mg
GAE/100 g BS), la zanahoria ((120-130) mg GAE/100 g BS), la coliflor (560 mg
GAE/100 g BS), el brocoli (320 mg GAE/100 g BS), los nabos (320 mg GAE/100 g BS)
las espinacas (720 mg GAE/100 g BS), las nectarinas ((107 = 26) mg GAE/100 g BH), la
lechuga (100 + 57 mg GAE/100 g BH) y los tomates ((100 = 11) mg GAE/100 g BH), la
fresa (1480 mg GAE/100g BH). Con un contenido similar a los mencionados
anteriormente para la pifia se encuentra la papaya (53 mg GAE/100 g BH) (Munoz &
Ramos, 2007; Puupponen ef al., 2003; Wu et al., 2004).

Un ejemplo de que el uso de tratamientos no térmicos puede ser importante para preservar
el contenido de compuestos antioxidantes de la pifia es el mostrado en la investigacion de
Alothman et al. (2009), en el cual el aumento del contenido de fenoles totales en la pifia
no fue significativo, pero el contenido de flavonoides aumento significativamente después
de 10 minutos de tratamiento con ultravioleta. La capacidad antioxidante medida como
FRAP (ferric reducing antioxidant power) y DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo) se

mantuvo estable durante todo el experimento para piia recién cortada.
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Otros estudios muestran la necesidad de la utilizacion de tecnologias no térmicas en vez
de las térmicas tradicionales para conservar de mayor manera propiedades como los
polifenoles en frutas. Por ejemplo, un estudio realizado por Puupponen et al. (2003),
menciona que las pérdidas de polifenoles oscilan entre un 20% y un 30%, después de una
operacion de escaldado y del almacenamiento en congelacion lenta aplicada a zanahorias,
papas y espinacas. También al tratar un jugo de manzana con US se dio un aumento
significativo en los polifenoles (Abid et al., 2013) y lo mismo sucedi6 al utilizar US con

un jugo de uva (Aadil et al., 2013).

3.5.2.2. Vitamina C

La vitamina C esta compuesta por la suma de dos vitameros, el acido L-ascorbico (AA) y
el acido dehidroascorbico (DHA) y es un antioxidante hidrosoluble de gran importancia
para el organismo (Donaldson, 2004). EI DHA se estima que tiene entre el 80% y el 100%
de la actividad biologica del AA, por lo tanto, cuando se quiere determinar la cantidad de
la vitamina, también se debe cuantificar el DHA. En los alimentos, es comun que estos

vitdmeros se encuentren ligados a proteinas (Kochhar & Rossell, 2012).

Debido a que se deben tomar en cuenta tanto el AA como el DHA para determinar la
cantidad total de vitamina C, la deteccion de este compuesto no es sencilla. Aunque los
vitdmeros comparten similitudes, no se comportan de la misma manera quimicamente.
Por ejemplo, ambos absorben en el rango UV, pero a distintas longitudes de onda, AA
absorbe a (245-265) nm y el DHA a (210-230) nm, ademéas el DHA es més susceptible a
interferencias presentes en los alimentos. Esta caracteristica limita los solventes y
reactivos que se pueden utilizar cuando se trata de analizar este compuesto (Russell,

2013).

En todas las células animales y vegetales se encuentra esta vitamina y es necesaria para
producir coldgeno, reparacion de tejidos, metabolizacion de grasas y el fortalecimiento
general del organismo, también se ha relacionado con la prevencion del resfriado comun,
el envejecimiento, algunos tipos de cancer y enfermedades del corazéon (Kaur & Kapoor,

2001, Russell, 2004).
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El farmacoforo de la vitamina C es el ion ascorbato. En organismos vivos, el ascorbato es
un antioxidante, pues protege el cuerpo contra la oxidacion y es un cofactor en varias
reacciones enzimaticas vitales. El mecanismo de accion del acido ascorbico esta basado
en la donacion de un atomo de hidrégeno a radicales lipidicos, aceptor de oxigeno

singulete y removedor de oxigeno molecular (Lee ef al., 2004).

El 4cido ascorbico puede reaccionar facilmente con radicales libres actuando como
antioxidante y pasando a ser un radical ascorbilo que rdpidamente se descompone para
producir AA y DHA, ademas regenera el tocoferol a partir de los radicales tocoferilo. Por
otro lado, el DHA es la forma oxidada de la vitamina C y s6lo contiene funcion vitaminica
y no antioxidante. Es importante mencionar ademas que la vitamina C es altamente
biodisponible y es por lo tanto uno de los antioxidantes solubles en agua mas importantes
en las células. La Vitamina C puede proteger biomembranas y lipoproteinas de baja

densidad del dafio peroxidativo (Lee et al., 2004).

La estabilidad de la vitamina C en frutas y derivados es atribuida al gran contenido de
acidos organicos y al efecto protector de los antioxidantes fendlicos, presentes en la fruta
(Miller & Rice-Evans, 1997). Este efecto protector se debe a que los flavonoides fenélicos
que estan localizados en las vacuolas celulares, con ambientes de bajo pH y que comparten
un espacio con la vitamina C en esta organela. Sin embargo, hay otra gran parte de la
vitamina C en el citosol de todas las células de las plantas, asi como también en otros
compartimientos celulares (por ejemplo, cloroplastos), los cuales no gozan del efecto
protector de los fenoles, ni del efecto 4cido de las vacuolas. Todo esto deriva en una
disminuciéon de la vitamina C, debida a la disrupcion celular y a las pérdidas
extravacuolares de la misma durante el almacenamiento (Kalt ez al., 1999). Ademas, una
de las caracteristicas quimicas mas representativas de la vitamina C es su poca estabilidad.
Al ser la vitamina mas labil, es utilizada como referencia o indicador de la estabilidad de

las vitaminas hidrosolubles en un alimento (Herrera et al., 2015).

Por otro lado, de acuerdo con Taylor (2016), la vitamina C en los alimentos es muy ttil
como antioxidante y por lo tanto evita la degradacién de compuestos que dan sabor y olor,
contribuyendo con la conservacion de la calidad del producto. Este autor indica también

que, en la formulacion de bebidas y jugos es un componente de gran importancia y uno
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de los factores a considerar durante la elaboracion de jugos concentrados es que se debe
agregar el 4cido ascorbico luego de la etapa de concentracion, pues de no ser asi, el

compuesto se degradaria por la exposicion a las altas temperaturas.

La vitamina C representa del 65% al 100% del potencial antioxidante de las bebidas

derivadas de citricos, pero menos del 5% en jugo de manzana y pifia (Gardner et al., 2000).

Es importante el hecho de que las pérdidas de vitamina C en algunas frutas o jugos, no
afecta de gran manera su capacidad antioxidante. Por ejemplo, Prior et al. (1998) y Kalt
et al. (1999), en sus investigaciones, muestran que a pesar de las pérdidas de vitamina C
en el arandano azul durante el almacenamiento, la capacidad antioxidante no se ve

afectada.

En otra investigacion, se concluy6 que la vitamina C contribuye con menos de un 0,4% a
la actividad antioxidante de la manzana (Eberhardt et al., 2000), mientras que en otro
articulo el aporte de la vitamina C a la actividad antioxidante es de entre un 0,4% y un

9,4% para frutas pequefias como la fresa o la frambuesa (Kalt ez al., 1999).

Segun Belitz & Grosch (1997), la concentracion de acido ascorbico en pifia es de
aproximadamente 25 mg/100 g de porcion comestible, presentando mayores valores que
frutas como la pera, la manzana, el melocoton o la ciruela. Hassimotto et al. (2005)
reportaron para la pifia una concentracion de (22,4 + 0,9) mg/100 g BH. Mozarina et al.
(2011), mostraron una concentracion de acido ascorbico en la pifia de (13,0 = 0,9) mg/100
g BH, presentando un valor mayor que la papaya ((8,6 + 0,0) mg/100 g BH), pero menor
que para la ciruela ((29,6 + 0,9) mg/100 g BH).

Se han desarrollado multiples métodos para cuantificar la vitamina C, algunos son
enzimaticos, quimicos, electroquimicos, espectroscopicos y cromatograficos.
Actualmente, los mas utilizados son estos ultimos, especificamente, la Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) con detectores UV. Su uso se ha popularizado debido
a que es de facil acceso y es mas rapida que otras técnicas, es sensible y selectiva (Russell,
2004; Devaki & Raveedran, 2017). Generalmente, en estudios para detectar y cuantificar
vitamina C que involucran HPLC, se ha popularizado el uso de columnas cromatograficas

C18 empaquetadas con particulas internas de diametros menores a 5 um, pues mejoran la
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resolucion de la columna y deteccion de absorbancia UV. Se han desarrollado ademas
otras innovaciones en el analisis de este compuesto como el uso de columnas monoliticas,
Cromatografia Liquida de Interaccion Hidrofilica y Espectrometria de Masas (Russell,

2013; Eitenmiller et al., 2008).

3.5.2.3. Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de pigmentos organicos en su mayoria liposolubles que se
encuentran de forma natural en plantas y otros organismos fotosintéticos como algas,
algunas clases de hongos y bacterias y les proveen coloraciones brillantes. Pertenecen al
grupo de los tetraterpenoides (40 atomos de carbono) y su esqueleto estructural consiste
en unidades de isopreno formadas mediante biosintesis (Wrolstad ez al., 2005; Damodaran
et al., 2008). Existen dos clases primarias de estos compuestos (figura 1), los carotenos,
que son carotenoides hidrocarbonados como el caso del licopeno (carotenoide principal
del tomate) y el B-caroteno (en la zanahoria) (Damodaran et al., 2008) y las. xantofilas,
que contienen oxigeno en la forma de grupos hidroxilo, metoxilo o carboxilo, como ocurre
en la luteina (encontrada en hojas verdes de varios vegetales) y la zeaxantina (en el maiz)

(Damodaran et al., 2008).
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Figura 1. Estructura quimica general de algunos carotenoides (Modificado de Lee et

al., 2004).
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Sliwka & Partali (2012) catalogaron la astaxantina como el mejor antioxidante, la crocina
y la astaxantin-lisina como los mas solubles en agua; mientras que los ésteres de
carotenoides y los asociados con fosfolipidos fueron descritos como los mas lipofilicos

(Sliwka & Partali, 2012).

Otra de las clasificaciones que a menudo reciben los carotenoides se refiere a su actividad
bioldgica como provitamina A que corresponden a aquellos que poseen grupos terminales
con (- ionona, entre los que se encuentran el B-caroteno, a-caroteno y la B-criptoxantina
(Namitha & Negi, 2010). En muchos paises en desarrollo se presentan deficiencias de
vitamina A y la contribucion principal en la ingesta proviene de la provitamina A de los
carotenoides presentes en los alimentos vegetales, lo cual puede equivaler a un 82% de la

ingesta total de vitamina A (Kidmose et al., 2006).

Durante muchos afios, la importancia nutricional de los carotenoides se atribuy6 a esa
actividad provitamina A, siendo de mayor relevancia el B-caroteno (Souza et al., 2008;
Tarko et al., 2009). Sin embargo, el interés por estos isoprenoides se ha multiplicado en
los ultimos afios a raiz de una gran variedad de estudios que indican que en su funcion
como antioxidantes podrian ser beneficiosos para la prevencion de diversas enfermedades

crénicas humanas (Meléndez et al., 2007).

Debido a la presencia en su molécula de un croméforo consistente total o principalmente
en una cadena de dobles enlaces conjugados, los carotenoides proporcionan, a frutos y
verduras, colores amarillos, anaranjados y rojizos (Meléndez et al., 2004a). Los
carotenoides son pigmentos estables en su ambiente natural, pero cuando los alimentos se
calientan se vuelven mucho mas labiles. Se ha comprobado que los procesos de oxidacion
son mas importantes cuando se pierde la integridad celular, de forma que en los vegetales
triturados la pérdida de compartimentacion celular pone en contacto sustancias que
pueden modificar estructuralmente e incluso destruir los pigmentos (Meléndez et al.,

2004b).

Para el ser humano, estos pigmentos tienen aplicaciones importantes en la industria
alimentaria y a nivel de salud. Estos son ampliamente utilizados como colorantes para
alimentos, obteniéndose colores amarillo, anaranjado y rojo. Entre las actividades

bioldgicas que se les atribuyen a los carotenoides se encuentran su accion antioxidante,
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diferenciacion celular, comunicaciéon intercelular, inhibicion de mutagénesis e

intervencion en la respuesta inmune (Deming et al., 2002).

Los carotenoides, con algunas excepciones, son insolubles en agua y, por lo tanto, las
pérdidas por lixiviacion durante el lavado y procesamiento de frutos son minimas en
comparacion con los antioxidantes hidrofilicos. Por otro lado, al ser altamente insaturados,
estos compuestos son susceptibles a la isomerizacion y oxidacion durante el
procesamiento de los alimentos (Rodriguez, 1999). La congelacion, la adicion de
antioxidantes y la exclusion del oxigeno disminuyen las pérdidas durante el procesado y
almacenamiento de los alimentos (Meléndez et al., 2004b). Se han reportado efectos
negativos de los tratamientos térmicos (debido a la oxidacion) y efectos positivos
(incremento de la biodisponibilidad) sobre el contenido de carotenoides. Los procesos
térmicos provocan un aparente incremento de su concentracion, posiblemente debido a
que hay una mayor extraccion, a la degradacion o inactivacion enzimatica y a las pérdidas
de humedad y solidos solubles que concentran la muestra por unidad de peso. Sin
embargo, el calor siempre induce la isomerizacion cis/trans que se traduce en la formacion
de subproductos de los carotenoides. Por lo general, los carotenos con mayor actividad
biologica son aquellos que tienen todos sus dobles enlaces en forma del isomero trans, el
cual se transforma parcialmente en la forma cis durante tratamientos térmicos en ausencia
de oxigeno. Diversos estudios revelan que la degradacion del B-caroteno debida a
diferentes condiciones de calentamiento sigue una cinética de primer orden (Meléndez et

al., 2004b).

El grado de cambio en los carotenoides depende del tipo de vegetal, el método de coccion
y las condiciones de tiempo y temperatura. Por otro lado, el calor provoca la inactivacion
de enzimas y la ruptura de estructuras del alimento, generando un incremento en la

biodisponibilidad de este tipo de compuesto (Puupponen et al., 2003).

El ser humano no tiene la capacidad de sintetizar carotenoides, por tanto, la presencia de
ellos en el organismo depende de la ingesta de alimentos con alto contenido de éstos

(Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004).

En la dieta humana los carotenoides son aportados fundamentalmente por frutas y

hortalizas y en pequefia proporcion a partir de fuentes animales y a través de los aditivos
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alimentarios (colorantes). De los casi cincuenta carotenoides disponibles en la dieta
humana, que pueden ser absorbidos y metabolizados, solo seis representan mas del 95%
de los carotenoides totales en sangre y son los habitualmente estudiados en el contexto de
la dieta y salud humana. La mitad de estos compuestos tienen actividad provitaminica A,
son el B-caroteno, el a-caroteno y la B-criptoxantina, los otros tres no tienen dicha

capacidad, son el licopeno, la luteina y la zeaxantina (Maiani ef al., 2009).

En la pina se puede encontrar B-caroteno y luteina (figura 1) en los cromoplastos
principalmente. Estos son dos de los carotenoides mas relevantes, el primero por ser un
precursor de vitamina A y la luteina por utilizarse como aditivo, antioxidante y por su
accion protectora de los ojos y de la piel (Belitz & Grosch, 1997; Gross, 1987). También

se han encontrado cantidades bajas de a-caroteno (Ordofiez et al., 2014).

Estudios basados en el B-caroteno, han mostrado que este compuesto puede reducir las
probabilidades de ataques cardiacos, funciona como un antioxidante liposoluble y
aumenta la eficiencia del sistema inmunitario (Meléndez et al., 2007). En la farmacopea
de numerosos paises se utiliza como protector de la radiacion ultravioleta tomado por via
oral. Su dosis diaria definida es de 0,1 g. Ello se debe a que se ha demostrado que puede
reducir la probabilidad de incidencia de algunos tipos de cancer de piel (Meléndez et al.,
2007). En muchos paises en desarrollo, la contribucion principal en la ingesta de vitamina
A proviene de los carotenoides con actividad provitamina A presentes en los alimentos

vegetales (Kidmose et al., 2006).

Otro carotenoide de interés es la luteina, compuesto quimico derivado del dihidroxilado
del a-caroteno y perteneciente al grupo de las xantéfilas. Es un pigmento amarillo-
anaranjado encontrado en plantas yema de huevo, algas y bacterias fotosintéticas entre

otros. Este carotenoide se utiliza como aditivo en los alimentos (Meléndez et al., 2007).

Cada uno de los grupos hidroxilo sustituyentes crean un nuevo carbono quiral, por lo que
pueden existir 8 estereoisomeros diferentes de la luteina, siendo el (3R, 3'R, 6'R) el que
ocurre con mayor frecuencia (Rodriguez-Amaya, 2001). Debido a que los animales no
producen luteina, este compuesto se incluye dentro de los complementos alimentarios
como antioxidante. Junto con la zeaxantina se encuentran en la méacula ocular. A la luteina

se le relaciona con la reduccion de la degeneracion de la macula ocular, teniendo como
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efecto una mejor vision y evita la progresion de las cataratas. También se le considera
como un filtro de la piel para la luz de mayor frecuencia o menor longitud de onda (azul

o violeta) (Meléndez et al., 2007).

Ordoiiez et al. (2014) reportaron para residuos del procesado de la pifa (céscara, semillas
restos de pulpa y fibra) un contenido de carotenoides de 1,29 + 0,13 mg B-caroteno E
/100g BH, el cual no mostré diferencias significativas con los residuos de naranja (0,70 +
0,17), pero obtuvo valores menores que los residuos de papaya (5,88 £ 0,35) y guayaba
(4,20 + 2,33). Los residuos de pifia evaluados por Silva et al. (2014) no superaron los
valores indicados anteriormente para este fruto, ya que se obtuvo entre 0,13-0,156 mg B-

caroteno/100g BH.

3.5.3. Desarrollo de radicales libres en el organismo

Aproximadamente del 1% al 5% del oxigeno consumido por un organismo, va a la
formacion de especies reactivas del oxigeno, de las cuales varias son radicales libres
(Souza et al., 2008). Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se encuentran ampliamente
implicadas en el desarrollo de padecimientos, pues en exceso pueden degradar o modificar
moléculas como lipidos, proteinas, enzimas e incluso el acido desoxirribonucleico (Silva
et al., 2005; Barreira et al., 2008). Estos compuestos son subproductos naturales del
metabolismo humano y, a pesar de que el cuerpo mantiene un balance por medio de los
sistemas de defensa naturales, se debe de proveer al organismo de compuestos
antioxidantes adicionales a través de la dieta con el fin de reforzar el sistema inmune

(Barreira et al., 2008; Chirinos et al., 2008; Souza et al., 2008).

Cuando la generacion de estas especies sobrepasa las barreras de defensa antioxidantes
del organismo se produce un gran aumento del dafio por lesion quimica de las estructuras
biologicas y este proceso se conoce como “estrés oxidativo”, dando lugar a diversos tipos
de lesiones o enfermedades (figura 2) que podrian llevar inclusive a la muerte (Urquiaga,
et al., 1999; Lee et al., 2004). En organismos aerobios, la mitocondria consume mas del
90% del oxigeno, siendo la principal fuente de ROS y radicales libres. El oxigeno en la
mitocondria es reducido a agua por cuatro pasos secuenciales (Lee et al., 2004). Estas
especies con oxigenos activos incluyen el radical perhidroxilo (HOz¢), el anidon superdxido

(¢O2"), el peroxido de hidrogeno (H20») y el radical hidroxilo (OHe) (Lee et al., 2004).
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Figura 2. Efectos de las especies reactivas del oxigeno (ROS) para el organismo

(Modificado de Lee et al., 2004).

3.5.4. Mecanismos de accion de los compuestos antioxidantes

La actividad de los compuestos antioxidantes se relaciona con diferentes mecanismos tales
como la “captacion” de radicales libres, la donacién de atomos de hidrogeno, la
neutralizacion de oxigeno singulete, la quelacion de iones metalicos y su capacidad como

agentes reductores (Barreira et al., 2008; Chirinos et al., 2008; Magalhaes et al., 2009).

Los mecanismos de accion de los antioxidantes ante los radicales libres o fuentes de
oxidacion se explican en términos generales mediante dos métodos: transferencia de
atomos de hidrégeno (HAT por sus siglas en inglés) y transferencia simple de electrones
(SET por sus siglas en inglés). Ambos mecanismos pueden ocurrir en forma paralela y el
mecanismo dominante en un sistema dado estara determinado por la estructura y
propiedades del antioxidante, solubilidad, coeficiente de particion y el sistema solvente.
La energia de disociacion del enlace (BDE) y el potencial de ionizacién (IP) son los
factores mas importantes para determinar los mecanismos y la eficacia de los

antioxidantes (Wright, et al., 2001, citado por Prior et al., 2005).

Los métodos basados en HAT, muestran la habilidad de un antioxidante de atrapar

radicales libres por donacion de hidrogeno (AH = cualquier donador de hidrogeno).

)
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X*+ AH — XH + A*
[donde “X” = molécula oxidante, “A” = compuesto con potencial actividad antioxidante]

Los métodos basados en SET detectan la habilidad de un antioxidante en transferir un

electron para reducir cualquier compuesto, incluyendo metales, carbonilos y radicales:
X*+ AH — X+ AH**
AH™ < A+ H;0"
X"+ H30" — XH + H20

M (IIT) + AH — AH* + M (II)

3.5.4.1.  Capacidad antioxidante

Las frutas, vegetales, especias, hierbas y bebidas como el té y el vino son alimentos tipicos
que contienen varios compuestos nutracéuticos antioxidantes (Huang et al., 2005; Barreira
et al., 2008; Chirinos et al., 2008; Bhat et al., 2011). La actividad antioxidante de jugos y
frutas esta correlacionada con su contenido de vitaminas antioxidantes, incluyendo el
acido ascorbico (vitamina C), el a-tocoferol (vitamina E) y el B-caroteno (Souza et al.,
2008; Tarko et al., 2009). Sin embargo, varios estudios indican que los compuestos
polifendlicos son los principales fitoquimicos con propiedades antioxidantes en las plantas
superiores (Magalhaes et al., 2009). Algunos autores encontraron una alta correlacion
entre el contenido fendlico y la actividad antioxidante (Kuskoski et al., 2005;
Mahattanatawee et al., 2006; Reddy et al., 2010; Silva et al., 2014; Thaipong et al., 2006),
mientras que otros no encontraron ninguna relacion (Imeh & Khokhar, 2002; Ismail et al.,
2004). En general, es un hecho bien aceptado que a medida que aumenta el contenido
fenolico total en un producto vegetal después del procesamiento (o cualquier tipo de
tratamiento), se produce un aumento correspondiente en la capacidad antioxidante.
Ademas, el potencial antioxidante aumenta en productos que contienen altas

concentraciones de acido ascorbico (Bhat ef al., 2011; Mozarina et al., 2011).

Se ha determinado que el consumo de una dieta pobre en antioxidantes resulta en un
descenso en la capacidad antioxidante en el plasma sanguineo, mientras que, al adicionar

frutas a la misma dieta, no solo se previene dicho descenso, sino que se observa un
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aumento en dicha capacidad (Jensen et al., 2008). Al respecto, numerosos estudios
epidemioldgicos han demostrado una clara asociacion entre el consumo regular de frutas
y vegetales y la reduccion en la incidencia de males cardiacos, cancer y enfermedades
degenerativas, asi como en la reduccion de los efectos deletéreos del envejecimiento
(Huang et al., 2005; Wolfe & Liu, 2007; Honzel et al., 2008; Magalhaes et al., 2009;
Schaich et al., 2015).

Existen diversos métodos, ya sea in vitro o in vivo, para evaluar la capacidad antioxidante
en los alimentos, incluyendo suplementos vitaminicos, extractos de varios productos
naturales de plantas, animales, hongos y bacterias e incluso plasma sanguineo (Huang et

al., 2005; Prior et al., 2005; Honzel et al., 2008).

Una de las estrategias mas aplicables en las medidas in vitro de la capacidad antioxidante
total de un compuesto, mezcla o alimento, consiste en determinar la actividad del
antioxidante frente a sustancias cromogenas de naturaleza radical. La pérdida de color
ocurre de forma proporcional con la concentracion de antioxidantes. No obstante,
generalmente las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro brindan
solamente una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo

(Kuskoski et al., 2005).

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes. Debido a la complejidad de
la composicion de los alimentos, separar cada compuesto antioxidante y estudiarlo
individualmente resulta costoso e ineficiente. Ademas, la capacidad antioxidante también
depende del microambiente en que se encuentra el compuesto. Los compuestos
interactiian entre si produciendo efectos sinérgicos o inhibitorios (Kuskoski et al., 2005,

Huang et al, 2005).

Entre los métodos para determinar la capacidad antioxidante de frutas y vegetales y sus
productos, se pueden mencionar ABTS (4dcido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfonico), DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo), FRAP (ferric reducing antioxidant
power), ORAC (oxygen radical absorption capacity) y TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity). Estos métodos difieren unos de otros en el sustrato utilizado, las

condiciones de reaccion y el método de cuantificacion (Huang et al., 2005).
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Se han realizado diversas investigaciones para determinar la capacidad antioxidante con
varios de los métodos anteriormente mencionados. La capacidad antioxidante que se
cuantifique para determinada fruta depende enormemente de la variedad, de las
condiciones ambientales, del manejo postcosecha y las condiciones de procesamiento. Sin
embargo, se han realizado estudios para poder determinar cuales son los valores de H-

ORAC de diferentes frutas y poder categorizarlas (Vicente et al., 2011).

El método ORAC es el de mayor relevancia debido a que utiliza una fuente de radicales
biologica (AAPH) y como solucién patron de antioxidante el Trolox que es el andlogo
soluble en agua de la vitamina E y es el que vamos a utilizar en esta investigacion para
ver el efecto que causa el US sobre la capacidad antioxidante del jugo de pifia pulposo

(Thaipong et al., 2006; Schaich et al., 2015).

En nuestro organismo los radicales libres (-O2°, HO-, NO-, ONOO", HOCI, ROO")
recorren nuestro cuerpo intentando captar un electron de las moléculas estables, con
potenciales reacciones destructoras de nuestras células alterando el ADN, las proteinas y
los lipidos o grasas. Estos radicales libres reaccionan con los antioxidantes (dismutasa,
peroxidasa, catalasa, albumina, ferritina, acido ascérbico, acido urico, tocoferoles,
carotenoides, polifenoles, entre otros) que se oxidan mas facilmente y neutralizan las

acciones dafiinas (Saenz, 1999; Prior ef al., 2005).

3.5.5. Biodisponibilidad de los antioxidantes

Es indispensable considerar la biodisponibilidad de los antioxidantes, pues la forma que
se encuentran en los alimentos no necesariamente es la misma en la que se encuentra en
la sangre o en los tejidos una vez que estos compuestos han sido metabolizados y
absorbidos (Liu & Finley, 2005; Wolfe & Liu, 2007; Honzel et al., 2008; Noguer et al.,
2008).

La biodisponibilidad de los antioxidantes de un alimento puede ser influenciada por varios
factores, entre ellos su estado en la matriz alimentaria, la digestion, el procesamiento del
alimento y el grado de madurez de los productos vegetales (Wang & Lin, 2000; Lee et al.,
2004; Liu & Finley, 2005; Bermtudez-Soto et al., 2007). Ademas, para ejercer su actividad

bioldgica, el metabolismo de los antioxidantes debe ser tomado en cuenta, ya que solo
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podran ser disponibles aquellos compuestos liberados por la matriz alimentaria por accion

de enzimas digestivas y la fermentacion bacteriana en el colon (Cilla et al., 2009).

Con base en Tarko et al. (2009), la digestion de los polifenoles en el organismo puede

conllevar transformaciones en dichos compuestos en tres niveles principales:

a. Los productos absorbidos por el metabolismo intestinal son transportados en la sangre
hasta el higado, donde son modificados enzimaticamente.

b. Algunos polifenoles y sus derivados son transportados desde el higado a diferentes
tejidos y a los rifiones, donde ocurre una transformacion subsecuente o son excretados
en la bilis.

c. Metabolitos polifendlicos que no son digeridos y absorbidos en el intestino delgado
son metabolizados activamente por la microbiota del intestino grueso (Bermudez-

Soto et al., 2007).

A manera de ejemplo se tienen los elagitaninos y el &cido elagico, compuestos fendlicos
que han recibido mucha atencion por su alta actividad antioxidante in vitro (Wang & Lin,
2000). Estos compuestos no son absorbidos como tales, sino que son metabolizados por
la flora intestinal produciendo urolitinas, las cuales son detectadas en concentraciones
importantes en el plasma, la orina y las heces. Esto explica la razén de que en numerosos
estudios no se encuentren trazas de elagitaninos después del consumo de productos ricos

en dichos compuestos (Cerda et al., 2005; Espin et al., 2007).

De manera similar, se ha observado que la absorcion de licopeno de tomates frescos y de
[-caroteno de zanahorias crudas es significativamente menor que la observada a partir de
jugo de tomate o zanahorias cocidas. Esto es debido a que este tipo de compuestos se
absorben de mejor manera en su forma cis que trans (a diferencia de otros carotenoides).
Aunque en los alimentos el licopeno se ingiere en su forma trans, in vivo se presenta una
isomerizacion que lo convierte en su forma cis y asi son encontrados en el plasma, tejidos

y en el suero sanguineo (Lee et al., 2004).

Para el caso de la vitamina C, se ha sugerido que el acido ascorbico se absorbe mejor en
el intestino humano que su forma oxidada, el 4cido dehidroascorbico, el cual también

posee funcion vitaminica (Kim & Lee, 2004).
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Por otra parte, la interaccion con otros componentes dentro del alimento frecuentemente
va a afectar de manera compleja la biodisponibilidad de los antioxidantes, ya que pueden
darse multiples tipos de efectos como adicion, sinergismo, mejoramiento, inhibicion,
enmascaramiento, neutralizacion o incluso oposicion, causando un antagonismo
competitivo en alglin receptor, o bien “secuestrando” algin compuesto antioxidante

(Jeffery, 2005).

Como referencia, se han identificado como compuestos no biodisponibles, polifenoles de
alto peso molecular asociados a fibra dietaria y compuestos indigeribles de los alimentos
(Noguer et al., 2008). De esta manera, con el estudio de componentes individuales
usualmente no se obtienen los mismos resultados de biodisponibilidad que con el estudio

del alimento completo.

3.5.6. El procesamiento térmico y la actividad antioxidante

Considerando los numerosos beneficios para la salud con el consumo de antioxidantes
naturales, la calidad nutricional de los alimentos procesados es de gran interés para la
industria alimentaria. En este sentido, el procesamiento térmico es una de las tecnologias
mas utilizadas para garantizar la inocuidad microbiologica de los productos (Christen &
Smith, 2000; Damodaran et al., 2008), pero, ademas, el tratamiento térmico es una
operacion de procesamiento de los alimentos que se considera responsable de la
degradacion de sus propiedades nutricionales naturales (Nicoli et al., 1999; Christen &

Smith, 2000; Damodaran et al., 2008).

Particularmente, las frutas son productos altamente perecederos que son tratados
térmicamente para ayudar a su preservacion, ademads de ser ampliamente procesados en
jugos, batidos o concentrados, ademas de ser comercializados deshidratados o enlatados,

sea enteros o en trozos (Rawson et al., 2011).

El procesamiento térmico puede ser alcanzado con una variedad de técnicas: a) empleando
agua caliente o vapor, como en la coccion, escaldado, pasteurizacion, esterilizacion,
evaporacion o extrusion; b) con aire caliente, por ejemplo, en el horneado, asado o secado;

¢) por medio de aceite caliente, en el caso de la fritura; d) aplicando energia irradiada, que
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incluye microondas, radiacion infrarroja o radiacion ionizante (Ramaswamy & Marcotte,

2006).

3.5.6.1. Pasteurizacion

La pasteurizacion es un tratamiento térmico moderado, en el que los alimentos son
calentados a temperaturas menores a 100 °C (Christen & Smith, 2000; Damodaran et al.,
2008). En alimentos de baja acidez (pH > 4,5 como la leche), este proceso se aplica para
destruir especies microbianas vegetativas seleccionadas (principalmente patégenos) y
extender la vida util del producto; mientras que en alimentos 4cidos (pH < 4,5 por ejemplo
frutas como la pifa), la pasteurizacion se utiliza para extender la vida util del producto por
destruccion de microorganismos de deterioro (mohos y levaduras) y/o por inactivacion de
enzimas (Fellows, 2000). Debido a que este proceso no elimina todas las bacterias
vegetativas, sobre todo las formadoras de esporas, los alimentos pasteurizados deben ser
contenidos y almacenados bajo condiciones de refrigeracion, con o sin aditivos quimicos
o en empaques con atmdsfera modificada, de manera que se minimice el crecimiento
microbiano (Ramaswamy & Marcotte, 2006). La severidad del tratamiento térmico y la
duracion del almacenamiento, dependen de la naturaleza del producto, las condiciones de
pH, la resistencia térmica de los microorganismos o enzimas objetivo, la sensibilidad del
producto y la forma de aplicacion del calor (Fellows, 2000). Algunas de estas condiciones
son resumidas en el cuadro 2. La mayoria de las operaciones industriales de pasteurizacion
que involucran liquidos (leche, productos lacteos, cerveza, jugos de fruta, huevo liquido,
entre otros), son llevadas a cabo en intercambiadores de calor continuos, en los cuales la
temperatura del producto es elevada rapidamente al nivel de pasteurizacion en un primer
intercambiador de calor, luego se mantiene por el periodo de tiempo requerido en tubos
contenedores y finalmente es enfriado rdpidamente en un segundo intercambiador de
calor. En el caso de fluidos viscosos, usualmente se emplea un intercambiador de calor de
barrido de superficie (SSHE por sus siglas en inglés), para promover la rapida
transferencia de calor y también prevenir problemas por acumulaciéon de producto

(Ramaswamy y Marcotte, 2006).



Cuadro 2. Proposito de la pasteurizacion en algunos alimentos.
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Obietivo Condiciones
Alimento Objetivo principal ) . minimas de
secundario
proceso
Inactivacion de enzimas Destrucc10n' de MO 65 °C x 30 min
Jugo de : de deterioro o .
(pectinesterasa y 77 °C x 1 min
fruta . (levaduras y o
poligalacturonasa) h 88°Cx15s
ongos).
Destruccién de MO de
deterioro (levaduras nativas — o .
Cerveza Lactobacillus- y levaduras """ (65-68) °C x 20 min
residuales —Saccharomyces-).
Destruccion de patogenos .,
Leche (Brucella abortis, Destr:;;ilglI;;igeI\/IO 63 °C x 30 min
Mycobacterium tuberculosis, y ) 71,5°Cx15s
: g deterioro.
Coxiella burnettii).
Huevo Destruccion de patogenos Destruccion de MO 64,4 °C x 2,5 min
(liquido) (Salmonella Seftenburg). de deterioro 60 °C x 3,5 min
., 65 °C x 30 min
Helados Destruccion de patogenos. Destruccién de MO 71 °C x 10 min

de deterioro.

80°Cx15s

Modificado de: Ramaswamy & Marcotte (2006).

3.5.6.2. Efecto del tratamiento térmico sobre los compuestos funcionales de los alimentos

Las operaciones de procesamiento de los alimentos, particularmente el tratamiento

térmico, se consideran responsables de la degradacion de las propiedades nutricionales

naturales de los alimentos (Nicoli ef al., 1999; Christen & Smith, 2000; Damodaran et al.,

2008). El cuadro 3 resume los efectos del tratamiento térmico reportados en distintas

investigaciones con frutas, en el cual se puede apreciar una reduccion de los niveles de

compuestos bioactivos en la mayoria de los casos.
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Cuadro 3. Efecto del procesamiento térmico en el contenido de compuestos bioactivos de algunas frutas exoticas.

Fruta Tipo Condiciones Parametros afectados
Cubos Escaldado a (70, 85 0 100) °C x (2,4, 6, 8, 10 0 12) min. | Carotenoides
Piia Secado a 65 °C x (5-6) h. | Antocianinas
. qay o . 1 Hidroximetilfurfural
Jugo Tratamiento a (55-85) °C x 80 min. | Carotenoides
Cubos Secado a 65 °C x (5-6) h. ! Carote:no%des
| Antocianinas
P A r .
apaya Fruto Enlatado a 95 °C x 45 min | Acido ascorbico
| Caroteno
. o . — Acido galico
Fruto Tratamiento con agua a 46,1 °C x 75 min. > Capacidad antioxidante
. o . <> Carotenoides totales
Fruto Inmersién en agua a (46 o 50) °C x (30 o 75) min. & Acido ascorbico
Mango Fruto Escaldado a 80 °C x 5 min. Enlatado a 95 °C x 35 min. L Acido ascorbico
| Caroteno
. . o . | Vitamina A
Puré Tratamiento a (85 0 93) °C x 16 min | Polifenol oxidas
Trozos Secado con aire caliente a 60 °C x 20 h. | Carotenoides totales
Mora Extracto del Almacenado a 70 °C x 10 h. ! Anjtomamrllas.totales
fruto | Acido ascorbico
Tomate de arbol Néctar Pasteurizado a (80, 90 o0 95) °C x 10 min. L Acido ascqrblco
<> Carotenoides totales
. . . | Quercetina
Acerola Jugo/pulpa Pasteurizado industrial. | Kaempferol
o | Xantofilas
Maraiion Jugo Tratado a 90 °C x (1,2 0 4) h. 1 Isdmeros cis carotenoides




| Quercetina

Jugo/pulpa Pasteurizado industrial. | Kaempferol
| Miricetina
| Quercetina

Jugo/pulpa Pasteurizado industrial. | Kaempferol

Pitanga

| Miricetina

Simbologia: |=decrecimiento, =aumento, <>=sin cambios.

Modificado de: Rawson ef al. (2011).
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Uno de los cambios mas importantes que puede producirse con el tratamiento térmico es
el movimiento de agua y solidos en el alimento, por lo que, en productos acuosos
mayoritariamente, como resultado de un tratamiento con calor puede ocurrir dilucion,
deshidratacion o pérdida de solidos totales, lo cual puede relacionarse directamente con la

disminucién de nutrientes (Christen & Smith, 2000; Damodaran et al., 2008).

A nivel molecular pueden ocurrir diversas reacciones durante el tratamiento térmico de
los alimentos, tales como desnaturalizacion de proteinas, oxidacion lipidica,
transformacion de compuestos menores (como las vitaminas) y reacciones que involucran

aminoacidos libres o asociados a proteinas como la reaccion de Maillard (Arnoldi, 2002).

Las vitaminas constituyen uno de los componentes de los alimentos mas sensibles al
deterioro por el calor (Fellows, 2000; Arnoldi, 2002; Ramaswamy & Marcotte, 2006). Los
mecanismos de degradacion de vitamina C en los alimentos pueden seguir una via
aerdbica (reacciones dependientes de oxigeno) o una via anaerobica (Fellows, 2000).
Estas dos vias presentan productos intermedios de degradacion dificiles de distinguir por
analisis quimicos, pero ambas conducen a la formacion de 4dcido dehidroascorbico, el cual
por degradacién posterior (reaccion irreversible) forma el acido 2,3-diketogulonico, el

cual es carente de actividad de vitamina C (Rawson et al., 2011).

La estabilidad de las vitaminas varia segun la matriz en la que se encuentra o de acuerdo
con el tipo de operacion de procesamiento. La vitamina C y la tiamina son los compuestos
mas susceptibles a la degradacion por accion del calor (Damodaran et al., 2008). Por su
parte, las vitaminas liposolubles son las mas estables, aunque pueden ser degradadas
mediante oxidacién, en especial cuando son calentadas. Por tanto, las pérdidas de
vitaminas y, por ende, el valor nutritivo y posible actividad antioxidante de los alimentos,
pueden ser considerablemente menores durante un tratamiento térmico prolongado

(Christen & Smith, 2000).

Los carotenoides son compuestos bioactivos sensibles al oxigeno, calor y luz (Damodaran
et al., 2008). Por ejemplo, el calentamiento de un jugo de marandn condujo a pérdidas

significativas de luteina y violaxantina (Zepka & Mercadante, 2009).
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Por otro lado, la exposicion al tratamiento térmico puede inducir isomerizacion de los
carotenoides, lo cual adquiere relevancia, por el hecho de que se ha reportado que las
configuraciones cis presentan mayor capacidad antioxidante que las formas originales de

dichos compuestos (Rawson et al., 2011).

En un estudio sobre el efecto del calentamiento sobre los carotenoides del jugo de
marafion, se registré un descenso en los niveles de los carotenoides trans, acompafiado de
un incremento de los isdmeros cis y de productos de oxidacion, conforme aumentaba la

temperatura y el tiempo de tratamiento (Zepka & Mercadante, 2009).

Ademas de la pérdida de color, al aplicar tratamientos térmicos los compuestos originados
por la oxidacion de los carotenoides pueden presentar efectos perjudiciales in vivo, a través
de la generacion de estrés oxidativo, induccidon de citotoxicidad e inhibicion de los

mecanismos de comunicacion intercelular (Rawson et al., 2011).

En resumen, los principales efectos sobre las propiedades antioxidantes intrinsecas de los
alimentos, debido al tratamiento térmico en operaciones de procesamiento y preservacion

son:

a. Pérdida de antioxidantes naturales: algunas vitaminas hidrosolubles como el 4cido
ascorbico son susceptibles a pérdidas considerables por el tratamiento térmico
(Damodaran et al., 2008). Los polifenoles también son particularmente sensibles a la
degradacion por tratamientos térmicos (Dhuique-Mayer et al., 2007; Cisse et al.,
2009), puede darse pérdida de polifenoles en alimentos tratados con calor, por su
consumo como reactantes en la reaccion de Maillard (Nicoli ez al., 1999). Esta pérdida
produce una caida en la capacidad antioxidante relativa a medida que se aumenta el
tiempo de calentamiento como se observa en la Figura 3.

b. Mejoramiento de las propiedades antioxidantes: algunos polifenoles exhiben mayores
propiedades de “captacion” de radicales libres en estados intermedios de oxidacion,
como el caso de la catequina (Nicoli et al., 1999). Asimismo, gracias a la inactivacion
térmica de la polifenol oxidasa, en jugo de ardndano se reporta un incremento en la
actividad antioxidante (Rossi et al., 2003). Por otra parte, se ha demostrado que el

procesamiento térmico aumenta la capacidad antioxidante y la biodisponibilidad del
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licopeno en pastas de tomate, principalmente debido a una mayor liberacion de
licopeno de la matriz celular (Dewanto et al., 2002).

c. Formacion de compuestos nuevos con actividad antioxidante: los productos de la
reaccion de Maillard, que pueden formarse como consecuencia de los tratamientos
térmicos, pueden exhibir propiedades antioxidantes fuertes, como ocurre en el caso
del té o el tostado del café (Nicoli et al., 1999). En el caso del café, se ha demostrado
que los productos de la reaccion de Maillard son los principales contribuyentes a la
capacidad antioxidante de las infusiones de café, sobrepasando a la cafeina y los
acidos clorogénicos (Liu & Kitts, 2011). Estos antioxidantes neoformados aumentan
la actividad antioxidante relativa o ayudan después de un lapso de calentamiento a
mantener o inclusive aumentar la actividad antioxidante total de la matriz (Figura 3).

d. Formacion de compuestos nuevos con actividad pro-oxidante: ademas de las
destacadas propiedades antioxidantes reportadas en la literatura, los productos de la
reaccion de Maillard también pueden exhibir propiedades pro-oxidantes,
principalmente en las etapas iniciales de la reaccion, donde se forman radicales
altamente reactivos relacionados con el desarrollo de pardeamiento del alimento

(Nicoli et al., 1999).

Como conclusion hay que considerar que las reacciones mencionadas anteriormente
podrian ocurrir de manera simultanea en una matriz alimentaria. Por lo que al someter una
matriz a un tratamiento térmico por un tiempo determinado se ve modificada su actividad

antioxidante relativa (Figura 3).
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Antioxidantes Naturales
— Antioxidantes Neo-formados
Actividad Antioxidante Total

IlNempo de calentamiento

Figura 3. Cambios en la actividad antioxidante global debido a eventos diferentes y

simultaneos en una matriz alimentaria sometida a calentamiento (Modificado de Nicoli

etal, 1999).

En resumen, los principales efectos sobre las propiedades antioxidantes intrinsecas de los

alimentos debido al tratamiento térmico se pueden agrupar en tres clases principales

(cuadro 4), dichos efectos se detallan seguidamente.

Cuadro 4. Cambios en la actividad antioxidante global de los alimentos debido al

tratamiento térmico en operaciones de procesamiento y preservacion.

Efecto

Posibles fenomenos asociados

Sin cambios

La concentracion de los antioxidantes naturales del alimento se
mantiene inalterada.

La pérdida de antioxidantes naturales es balanceada por la
formacion simultdnea de compuestos con propiedades
antioxidantes nuevas o mejoradas.

Mejoramiento de las propiedades antioxidantes de los

Aumento compuestos naturales del alimento.
e Formacion de compuestos nuevos con actividad antioxidante.
C e, e Pérdida de los antioxidantes naturales del alimento.
Disminucion

Formacion de compuestos nuevos con actividad pro-oxidante.
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3.6. Tecnologias no térmicas

Los tratamientos no térmicos de conservacion son los que no utilizan el calor como fuente
primordial para preservar la vida 1til de los alimentos. La cada vez mayor demanda de
alimentos minimamente procesados por parte del consumidor ha impulsado, entre muchas
otras cosas, el desarrollo de nuevos métodos de conservacion. Los procesos no térmicos,
como la alta presion hidrostatica, las atmosferas modificadas, la luz ultravioleta, los
campos magnéticos, pulsos eléctricos, los campos oscilantes, la osmosonicacion y el
ultrasonido, son algunos ejemplos de ello. Estos mecanismos pueden utilizarse para
procesar el alimento sin que se vea muy afectada su calidad nutricional y funcional y, por

tanto, manteniendo sus caracteristicas sensoriales.
Algunas de las ventajas que brindan son:
e Bajo consumo de energia y coste competitivo.
e Respeto al medio ambiente.

e Mayor vida util (inactivacion de microorganismos y enzimas, disminuye la carga

microbiologica).

e Minimizan impacto sobre caracteristicas sensoriales y antioxidantes o vitaminas

(valor nutricional).

En la presente investigacion se trabajo con la tecnologia no térmica de conservacion, el

US.

3.6.1. Elultrasonido

El ultrasonido también conocido como sonicacion, es un proceso mediante el cual se
generan ondas de presion con una frecuencia igual o mayor a 20 kHz (Gallo et al., 2018).
De acuerdo con Patist & Bates (2008) y Knorr et al. (2004), para generar ondas de
ultrasonido se utiliza el principio de transformacion electroestrictiva basado en la
deformacion ferroeléctrica de materiales en un campo de alta frecuencia eléctrica. Para
lograr la polarizacion de las moléculas, se transmite una corriente alterna al material a

través de dos electrodos, luego se da una conversion de la energia en oscilacion mecénica
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y las ondas se transmiten al medio a través de un amplificador y una sonda (Gallo et al.,

2018; Knorr et al., 2004; Patist & Bates, 2008).

Las ondas US son caracterizadas con base en su frecuencia, sin embargo, también son
importantes caracteristicas la longitud de onda, energia, potencia o intensidad. La longitud
de onda dependera del medio en el que se est4 transmitiendo la onda, por lo que en el caso
de aplicacion en alimentos es variable. Por otra parte, los equipos que se utilizan para
generar ondas de ultrasonido (transductor), proveeran ondas con una cantidad de energia
dada por la potencia (W). Sin embargo, la cualidad que se utiliza para indicar la energia
que se aplica en determinada situacion es la intensidad, calculada a partir de la potencia y
del 4rea de superficie del haz expresada en W/cm? (Knorr et al., 2011; Patist & Bates,
2008).

Con base en lo anterior, las aplicaciones se clasifican en alta o baja energia (alta o baja
potencia), o sus sinonimos: baja frecuencia-baja amplitud, alta frecuencia-baja amplitud
o baja frecuencia-alta amplitud. Las aplicaciones de baja energia usualmente se realizan a
intensidades menores a 1 W/cm? y a frecuencias mayores a 100 kHz. Algunos ejemplos
de aplicaciones de baja energia son: estimulacion de la actividad de células, limpieza de
superficies, extraccion de componentes, emulsificacion y filtracion (Knorr et al., 2004;

Gallo et al., 2018).

Las aplicaciones de alta energia se realizan a intensidades mayores a 1 W/ecm? y a
frecuencias entre 18 y 100 kHz. Este tipo de aplicaciones se han utilizado en la
desgasificacion de liquidos, induccion de reacciones de reduccion/oxidacion, extraccion
de enzimas y proteinas e inactivacion de enzimas y microorganismos. A altas energias
(mayores a 10 W/cm?) por tiempos prolongados, la aplicacion de ultrasonido logra la
ruptura total de todas las células biologicas (Knorr et al., 2011; Ulusoy et al., 2007; Patist
& Bates, 2008; Gallo et al., 2018).

Cuando la alta potencia del US en forma de ondas sonoras entra en contacto con un medio
liquido produce microchoques mecanicos que generan regiones de comprension y
expansion. Esas regiones causan una diferencia de presion que produce cavitacion
(burbujas de gas). Las burbujas formadas aumentan su area de superficie durante el ciclo

de expansion. Se alcanza un punto en el que la energia ultrasdnica proporcionada no es
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suficiente para retener la fase de vapor en la burbuja; por lo tanto, se produce una rapida
condensacion (Pingret ef al., 2003). Las moléculas condensadas chocan violentamente,
produciendo una implosion, la cual crea regiones de temperatura y presion muy altas a
nivel microscopico, alcanzando hasta 5500 °C y 50 MPa respectivamente (Piyasena et al.,
2003; Patist & Bates 2008; Suslick et al., 2011). Esos cambios de presion resultantes de
las implosiones son el principal efecto bactericida en el ultrasonido, ya que causa la
ruptura de estructuras y de componentes funcionales de la célula hasta lograr su lisis
(Figura 4) (USDA, 2000, Patist & Bates, 2008; Chemat et al., 2011). Por ejemplo, causa
cizallamiento de las paredes celulares, el adelgazamiento de las membranas celulares y
produce también radicales libres que afectan el ADN (Manvell, 1997; Butz & Tauscher,
2002; Rodrigues & Narciso, 2012).

El calor generado puede matar algunas bacterias, pero es localizado a nivel microscopico,
por lo que no tiene un efecto significativo sobre la reduccion microbiana al no afectar un

volumen importante del medio sonicado (Piyasena ef al., 2003; Patist & Bates, 2008).

Ultrasound H,O us
Ne®®eZ e® o e e~
/ Cell \\: e "@®Cell g @@ Cell g™
R - P 1 e 3
S e e TN ® e ® e
us us
Ondas Formacion de Implosién y
us microburbujas lisis celular

Figura 4. Mecanismo de daiio celular inducido por el US (Modificado de Chemat et al.,
2011).

3.6.1.1.  Aplicaciones de sonicacion en la industria de alimentos

El uso del ultrasonido en la industria de alimentos esta aumentando y en los ultimos afios
la investigacion se ha llevado a cabo para entender y determinar la eficiencia de la

aplicacion de ultrasonido en varias areas de la industria alimentaria (Gallo et al., 2018).
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La sonicacion ha sido utilizada ampliamente en diversos sectores de la industria de
alimentos como en el secado, lavado, eliminacion de pesticidas, la desinfeccion,
desgasificacion, remocion de espuma, extrusion, cortado, filtracion, congelacion,
extraccion y escaldado y también para mantener el valor nutricional y la vida util de los

alimentos (Chemat ef al., 2011; Rodrigues & Narciso, 2012; Gallo et al., 2018).

A pesar de estos usos su implementacion a nivel industrial es escasa y la aplicacion de la
sonicacion en la industria de alimentos es limitada. Existen otras aplicaciones indirectas
en las que el uso del US ha alcanzado mayor auge, més que todo en la parte quimica y de
investigacion como las técnicas para el andlisis de alimentos, la extraccion de

componentes y la homogenizacion de muestras (Rodrigues & Narciso, 2012).

El uso al que mas importancia o relevancia se le da al US en los ultimos afios en la industria
alimentaria es como una tecnologia no térmica para la inactivacion enzimatica y
microbiana (Ulusoy et al., 2007; Rodrigues & Narciso, 2012; Islam et al., 2014; Gallo et
al., 2018).

Para obtener productos terminados inocuos se debe lograr una reduccion de 5 logaritmos
en el nimero de los patdgenos mas resistentes segun la Food and Drug Administration
(FDA) de USA (FDA, 2001). El ultrasonido s6lo no es muy eficaz para cumplir esos
requerimientos, ya que necesitaria tiempos de tratamiento muy largos, los cuéles podrian
modificar negativamente las propiedades nutricionales y sensoriales de los alimentos. Esta
limitacién ha sugerido que el ultrasonido podria ser mas eficaz cuando se utiliza en
combinacion con otras técnicas como calor (termosonicacion), presion dindmica
(manosonicacion) o una combinacion de ambas (manotermosonicacion) o altas presiones
osmoticas, entre otras, para la inactivacion de enzimas y de microorganismos patogenos
y de deterioro, satisfaciendo asi el requisito de la FDA (Lewandowsky, 1981; FDA, 2001;
Ulusoy et al., 2007; Wong et al., 2010; Gallo et al., 2018).

Los tratamientos no térmicos combinados pueden causar que las estructuras de las
membranas de las bacterias dafladas no tengan la capacidad de la auto-reparacion, lo que
produce una inactivaciéon completa en comparacion a los tratamientos de aplicacion

individual (Ukuku & Geveke, 2010).
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La eficacia de un tratamiento de US depende del tipo de bacteria que se esté tratando. Los
microorganismos (especialmente las esporas) son relativamente resistentes a sus efectos,
por lo que se requeririan periodos prolongados de sonicacion para hacer un producto

seguro (Piyasena et al., 2003).

Ha sido estudiado que el US en combinacidon con otras técnicas es efectivo para la
reduccion de E. coli, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Saccharomyces

cerevisiae, Salmonella, Shigella boydii, y Streptococcus mutans (Rodrigues & Narciso,

2012).

Varias bacterias Gram-negativas tienen una mayor susceptibilidad hacia el US en
comparacion con las bacterias Gram-positivas. Las bacterias gram-positivas son menos
sensibles, ya que por lo general tienen una pared mas gruesa y una capa de peptidoglicanos
mas fuertemente adherida que las bacterias Gram-negativas. Se ha demostrado que el
principal sitio de accion del ultrasonido en la induccion de efectos letales sobre las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas no era necesariamente la membrana
citoplasmatica y la muerte celular podria ocurrir sin ningn dafio grave de las membranas

(Ananta et al., 2005).

En la ausencia de efecto térmico, la muerte celular parecia ser el resultado de una
degradacion no relacionada con la membrana. Por ejemplo, Listeria rhamnosus fue
inactivado por la aplicacion de ultrasonidos a pesar de que la integridad de la membrana
citoplasmatica de estas células no se vio gravemente afectada por el US (Rodrigues &

Narciso, 2012).

Microorganismos esporulados parecen ser mas resistentes a los ultrasonidos que los
vegetativos y los hongos son mas resistentes en general que las bacterias vegetativas

(Piyasena et al., 2003; Rodrigues & Narciso, 2012).

La inactivacién microbiana por ultrasonidos depende de muchos factores que son criticos
para el resultado del proceso. Estos factores son los pardmetros de disefio (potencia
ultrasonica y amplitud de la onda, la temperatura, el volumen de los alimentos a procesar),
parametros del producto (composicion y las propiedades fisicas de los alimentos) y

caracteristicas microbianas. También es importante notar que existe heterogeneidad
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dentro de la poblacién microbiana con respecto a su capacidad de resistir el impacto de

deterioro de ultrasonido (Guerrero et al., 2005).

El ultrasonido se ha estudiado para la inactivacion microbiana en sidra de manzana
(Ugarte et al., 2006) y jugos de frutas como el jugo de naranja (Valero et al., 2007),
guayaba (Cheng et al., 2007), sandia (Rawson et al., 2011), mora (Wong et al., 2010),
pifia, ardndano rojo y uva (Bermidez-Aguirre & Barbosa-Canovas, 2012); ademas del
jugo de tomate (Raviyan et al., 2005) y aunque la inactivacion microbiana no es nuestro
objetivo en esta tesis, al ser el US una técnica de procesamiento no térmico para los
alimentos, va de la mano o ligado a este tema, por lo que es importante su mencién aunque
el tema en si es abordado en varias investigaciones cientificas existentes, en nuestro caso
su importancia es el efecto que el US genera sobre los parametros sensoriales como el

color y los compuestos bioactivos.

3.6.1.2.  Efecto de la sonicacion sobre la calidad de los alimentos

Entre las ventajas que muestra la aplicacion de ultrasonido como una metodologia no
térmica de pasteurizacion en alimentos liquidos, es que el ultrasonido no produce olores,
sabores o subproductos toxicos (Gallo et al., 2018). Ademas, el tratamiento requiere muy
poca energia en comparacion con los procesos de tratamiento térmico. Por otro lado, los
jugos de frutas que se someten a pasteurizacion o la esterilizacion térmica tienden a
cambiar de color y perder parte de sus aromas y vitaminas durante el proceso de
calentamiento (Choi & Nielsen, 2005; Noci ef al., 2008), mientras que los jugos que son
tratados con ultrasonido tienden a mantener su calidad en muchas de las propiedades
sensoriales o al menos estas son afectadas con una menor incidencia (Piyasena et al.,

2003).

A continuacidén, se muestran algunos ejemplos de cémo se puede ver afectada

negativamente la calidad sensorial y funcional de los jugos al aplicar US:

a. Enel estudio realizado por Gomez-Lopez et al. (2010) se determind que la sonicacion
afect6 significativamente la calidad sensorial del jugo de naranja, principalmente por

la produccién de sabores y aromas secundarios indeseables. Ademas, el estudio
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también mostrd cambios en el color y en el contenido de acido ascérbico debido a los
tratamientos.

b. Tanto Valdramidis et al. (2010) como Tiwari ef al. (2008b) trataron jugo de naranja
sonicado obteniendo efectos negativos sobre el color. Wong et al. (2010) sonicaron
el jugo de mora entre 5,9 min y 34,1 min y un sabor no agradable se detect6 después
de 8 min de sonicacion.

c. Tiwari et al. (2008c), aplicaron sonicacion al jugo de fresa para tiempos de
tratamiento de 2 min a 10 min y pulsaciones de 5 s y al mayor tiempo el contenido de

acido ascorbico se redujo hasta en un 40%.

Sin embargo, otros autores han demostrado en sus investigaciones como el ultrasonido
ayuda a conservar las propiedades sensoriales y/o funcionales en los jugos de fruta. Wong
et al. (2010) sonicaron el jugo de mora entre 5,9 min y 34,1 min. El color, la capacidad
antioxidante, las antocianinas y los elagitaninos no cambiaron significativamente durante

el tratamiento hasta 32 min.

En otro estudio sobre el jugo de naranja evaluado por Valero ef al. (2007), al aplicar un
tratamiento de sonicacidon se conservaron la mayoria de los parametros de calidad
evaluados (limonina, indice de oscurecimiento y color). Sin embargo, en la investigacion
se concluye que la sonicacion a estas condiciones debe de combinarse con otras

tecnologias para mejorar las reducciones microbianas.

En el caso de compuestos bioactivos (antioxidantes), Tiwari et al. (2009a) aplicaron
sonicacion al jugo de mora y para el tratamiento mas drastico (100 % amplitud por 10
min), la retencion de antocianinas fue del 94%, mientras el color permanecio estable. En
otro estudio desarrollado por Tiwari et al. (2009b), se evalu¢ el efecto de la sonicacion

sobre las antocianinas del jugo de uva obteniendo una retencion del 80,9% al 98,0%.

Tiwari et al. (2008c¢), aplicaron sonicacion al jugo de fresa y para el tratamiento mas
drastico (100% amplitud por 10 min) se encontrd una reduccion de antocianinas del 3,2%,
mientras que el contenido de acido ascorbico se redujo en un 11%; valores realmente bajos
si los comparamos con el uso de tratamientos térmicos de pasteurizacion o esterilizacion,

por ejemplo.
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Una comparacion entre el jugo de naranja sonicado y el jugo pasteurizado térmicamente
fue realizado por Tiwari et al. (2009c, d), encontrando que el jugo sonicado ayuda a
preservar de mejor manera el acido ascorbico. La vida util pronosticada para el jugo de
naranja sonicado oscild entre 27 y 33 dias en comparacién con 19 dias para el jugo
pasteurizado térmicamente durante el almacenamiento a 10 °C. Estos resultados indican
que la sonicacién trae consigo una mayor retencion del acido ascoérbico en el jugo de

naranja durante el almacenamiento en comparacion con el tratamiento térmico.

Cao et al. (2010) investigaron el efecto del US en fresas, encontrando un 6ptimo a 250 W
y 9,8 min de tratamiento, estas condiciones fueron efectivas en la reduccion de la flora

microbiana de deterioro y en la preservacion de los parametros de calidad de la fruta.

Por otro lado, Tiwari et al. (2009b) evaluaron la sonicacion al jugo de mora y para el
tratamiento mas dréstico (100% amplitud por 10 min), la retencion de antocianinas fue del

94%., mientras el color permanecio estable.

Por ultimo, el uso de US en la produccion de extractos de mora para la mejora de la
extraccion de algunos compuestos fue investigado por Ivanovic et al. (2014) y como
resultado se increment6 la cantidad de antocianinas (principalmente la cianidina)
cuantificadas, ademas de que se alcanzaron valores mas altos de capacidad antioxidante

que en otros tipos de extraccion.

Estos fendmenos donde se retienen o se dan pérdidas bajas en los compuestos bioactivos
al utilizar US podrian atribuirse directamente a que en el proceso no se suministra calor y
ademas se elimina el oxigeno disuelto ocluido en el jugo debido a las cavitaciones, ya que
la presencia de este elemento contribuye con la degradacion de compuestos antioxidantes

(Knotr et al., 2004, Cheng et al., 2007).

El aumento en los compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante de los jugos de fruta
como resultado de los tratamientos ultrasonicos podrian atribuirse directamente a las
cavitaciones inducidas por el ultrasonido, que podrian haber causado una mayor
extraccion de compuestos antioxidantes (acidos ascorbico y compuestos fendlicos, etc) en
el producto debido a los efectos mecéanicos de las cavitaciones y las implosiones de

burbujas durante la sonicacion, ya que provocan la ruptura de las paredes celulares
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facilitando la liberacion de estos compuestos (Bhat et al., 2011; Abid et al., 2013; Zafra-
Rojas et al., 2013; Jabbar et al., 2014).

Por tanto, basado en todo lo mencionado es que se decide evaluar como el tiempo efectivo
de sonicacion puede afectar los compuestos bioactivos, la capacidad antioxidante y el

color del jugo pulposo de piia.
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4. METODOLOGIA

4.1. Localizacion

La presente investigacion se desarrolld en la Planta Piloto y el Laboratorio de Quimica del
Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CITA), ubicados en la Ciudad

Universitaria Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica (UCR).

4.2. Obtencion y caracteristicas de la materia prima

La materia prima que se utilizo6 fue pifia dorada variedad hibrido “MD2”, la cual se compr6
en Automercado (supermercado) ubicado en el centro comercial Plaza del Sol, Carretera

Interamericana, San José, Curridabat, 11801, Costa Rica.

Para obtener el jugo pulposo de pifia se realizo un lavado de la materia prima por
inmersion en una tina de acero inoxidable con agua y posteriormente una desinfeccion con
acido peracético (nombre comercial: Vortexx) a una concentracion de 256 ppm por un
tiempo de 4 minutos, seguido de un pelado y troceado manual del total de la pifia sin
cascara. Finalmente se obtuvo el jugo pulposo utilizando una despulpadora marca Indiana
laboratory, modelo 185-SC con mallas de 0,060 plg y 0,033 plg, luego se realizé un
prensado utilizando la hidroprensa a 25 psi de presion por Smin. Finalmente se obtuvo un
jugo de pina pulposo, el cual se analizé inmediatamente, ademas se guardé muestra de
respaldo en bolsas metalizadas, las cuales fueron almacenadas en congelacion a -20 °C

(Figura 5).
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Figura 5. Esquema sobre la obtencion del jugo de piria pulposo.

4.3. Tratamiento con ultrasonido en jugo pulposo de pifia

Las muestras de jugo pulposo de pifia obtenidas fueron sometidas inmediatamente a un
tratamiento con ondas de ultrasonido, en un cuarto provisto de luz amarilla, para evitar

afectaciones en los compuestos bioactivos y el color debidos a la luz blanca.
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Se utilizo el equipo de US (Figura 6) provisto de un procesador o controlador ultraséonico
marca Cole Parmer Instruments, modelo CP 750, Vernon Hills, Illinois, U.S.A, con un
poder de 750 Watts, una frecuencia de hasta 20 kHz, un voltaje de 120 V y un fusible de
15 Amperios.

El equipo consta ademés de una camara o sonda ultrasonica (H) que se encarga de
transmitir las ondas ultrasonicas a la muestra y un convertidor ultrasonico (F) modelo CV
33, el cual esta conectado a un controlador (G), a través del cual se hace recircular por
medio de una manguera (E) Masterflex 96400-25 el jugo de pina pulposo (B) colocado en
un beaker dentro de un bafio con hielo (A) y un termémetro (C) para controlar y mantener

la temperatura del jugo a (25 + 2) °C (Figura 6).

Para realizar este proceso se utilizO una bomba peristaltica (D) (Figura 6) marca
Masterflex L/S, Cole-Parmer Instrument Co, modelo 7518-10, Vernon Hills, Illinois.,
USA, que trabaja a 1,5 rpm y libera una energia de (50 = 0,2) W, lo que corresponde a
una densidad de potencia (fuerza de tratamiento) de 0,83 W/mL sobre los 60 mL de
muestra dentro de la celda de flujo continuo (50 W/60 mL). La intensidad del equipo es

de 39,4 W/cm?.

La camara es capaz de contener 60 mL y con el célculo del volumen dispensado por la
bomba en 1 min se obtiene un flujo de 182 mL/min del jugo de pifa pulposo. Con este
flujo se obtiene el tiempo efectivo de sonicacion por ciclo (0,330 min); luego, segln el
volumen de jugo total a tratar (150 mL) se obtiene el tiempo que toma ese volumen total
en completar un ciclo (0,82 min). Asi se calcula el tiempo de operacion de la bomba (en
este caso: (10, 20, 30, 40 y 50) min y se obtienen los tiempos efectivos de sonicacion o

periodos de sonicacién (0, 4, 8, 12, 16 y 20) min a utilizar en la presente investigacion.

El equipo de US y algunos parametros son los mismos y otros muy similares a los
utilizados por Wong et al. (2010) en sus investigaciones. Adicionalmente, se aplico una
amplitud del 40% (24,4 um) y un flujo continuo, donde el jugo se recirculé de forma
constante a una frecuencia de 20 kHz (Wong et al. 2010). Después del tratamiento, los
jugos fueron empacados en bolsas metalizadas de 500 g para proteger sus propiedades

antioxidantes y analizarlos posteriormente. Se congelaron algunas de esas bolsas
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metalizadas a -20 °C como custodia en caso de necesitar algun otro dato o repeticion del

analisis.
A- Baio de aguacon hielo E- Mangueras
B- Muestra F- Convertidorde
C- Termémetro Ultrasonido
D- Bomba perista’”ica con G- Control de Ultrasonido
control de flujo H- Camarade Ultrasonido

@!unm&lﬂ

La !

Figura 6. Sistema de sonicacion directa con recirculacion (Modificado de Wong et al.,

2010).
4.4. Métodos de analisis

4.4.1. Determinacion de vitamina C

La determinacion de vitamina C de las muestras fue realizada segin un método del
laboratorio de quimica del CITA, método de andlisis P-SA-MQ-024 Vitamina C por

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) basado en las metodologias descritas por
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Hernandez et al. (2006), Lykkesfeldt (2000) y Wechtersbach & Cigic (2007), con algunas

modificaciones.

El método de extraccion consiste en la identificacion y cuantificacion del acido ascorbico
(AA) asi como la reduccion del acido dehidroascérbico (DHA) con reactivos y
condiciones que eviten al maximo su deterioro. Esto se logra utilizando una disolucion
extractora de acido metafosforico, la cual protege al acido ascorbico de la oxidacioén por
el aire y la luz, ademas de una solucion de fosfina (clorhidrato de Tris [2-carboxietil]

fosfina (40 mmol/L)) que reduce el DHA a AA.

La submuestra del jugo se peso (5-10) g y se mezcld con (15-20) mL de la solucion
extractora (0,04% de acido metafosforico). La mezcla se homogeniz6 en vortex durante 1
min, luego se centrifugd a 4 500 rpm (4 °C) durante 10 min. Este procedimiento se repitid
dos veces y los dos sobrenadantes resultantes se mezclaron juntos en un balén de 50 mL
y se aford con la solucion extractora. Luego se tomo6 una alicuota de extracto, se colocod
en una jeringa con un filtro de microporo de celulosa regenerada (0,45 o 0,20) um, y se
filtr6 en un vial de 2 mL. Para reducir el DHA a AA, se tomo6 500 uL de extracto y se le
afnadio 500 pL de clorhidrato de Tris [2-carboxietil] fosfina (40 mmol / L), se calent6 a 30
°C durante 40 min. Tanto el extracto inicial como el de AA producto de la reduccion del
DHA fueron analizados por HPLC en una columna C18 (Phenomenex Luna 5 pm, 100 A,
250 mm x 4,60 mm). Las condiciones analiticas usadas fueron las siguientes: 30 C, flujo
0,8 mL/min; eluyente H2SO4 (1,8 mM, pH 2,60) condicion isocratica en 20 min a 245 nm.
La identificacion del AA se obtuvo mediante el uso de patrones y la comparacion de los
tiempos de retencion, mientras que la cuantificacion se realizé por medio de curvas de
calibracion externas con un rango de linealidad de (10-125) mg/L y un R?=0,9996. La

concentracion de vitamina C total y de AA se expresan como mg/100 g de muestra BS.

4.4.2. Determinacion de polifenoles totales

En cuanto a la cuantificacion de polifenoles totales, se aplico el método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu, el cual consiste en el uso de una mezcla de tungstato
de sodio y molibdato de sodio, para formar complejos con los compuestos fenolicos en la
muestra, por medio de una reaccion redox. El producto de la reduccion es un compuesto

de color azul cuya absorbancia maxima se obtiene a 760 nm, aunque tienen un amplio
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rango de absorbancia. De acuerdo con multiples autores (Jayaprakasha et al., 2012;
Macheix et al., 2018; Dominguez et al., 2018), el método debe su popularidad a que se
considera un procedimiento simple. Sin embargo, es poco selectivo, esto se debe a que el
reactivo Folin-Ciocalteu puede reaccionar con otros compuestos presentes en la matriz
como: acido ascorbico, azicares y acidos orgéanicos. Resultado de esto es que se puede
sobreestimar la cantidad total de polifenoles, por lo que es necesario utilizar cartuchos
fase solida SFC, para contemplar el aporte de este tipo de compuestos. El contenido de
polifenoles totales se determind siguiendo el método descrito por Georgé et al. (2005) y
se elimind la interferencia de acido ascorbico y azlicares reductores por diferencia

mediante el uso de cartuchos OASIS ® (Waters).

Inicialmente se prepard un extracto acuoso del jugo pulposo de pifia, utilizando
acetona:agua (70:30) y luego de extraer con pastilla magnética y filtrar a través de
microporo de 0,2 pm, se evapord la acetona en rotavapor y se llevd a un volumen
conocido. Se utilizd acido galico como estdndar. La absorbancia se midié usando un
espectrofotometro de UV-visible Shimadzu PharmaSpec UV-1700 (Kyoto, Japén) a 760
nm contra un blanco. El contenido de polifenoles es expresado como mg equivalentes de
acido galico (GAE) / 100g de muestra a partir de la curva de calibracion de acido galico

en un rango de (10-80) mg/L (R?>=0.9996) (Ballesteros, 2015; Gonzalez et al., 2018).

La absorbancia de las muestras fue interpolada en la curva y la concentracion de

polifenoles totales sera determinada como:
Cn polifenoles totales = Cn Parte A — Cn Parte B
Donde:

Cn Parte A: es la concentracién de polifenoles, acido ascoérbico y azicares reductores

presentes en la muestra.

Cn Parte B: es la concentracion de acido ascoérbico y azicares reductores presentes en la

muestra.
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4.4.3. Determinacion de capacidad antioxidante hidrofilica por el método H-

ORAC

La determinacion de la capacidad antioxidante hidrofilica mediante H-ORAC del inglés
“Hidrofilic-Oxygen Radical Absorbance Capacity” o en espafiol la capacidad de
absorbancia de radicales de oxigeno se llevo a cabo utilizando el método descrito por Ou
et al. (2001) y Huang et al. (2002). Este es un andlisis quimico usado para determinar el
potencial antioxidante de diversas sustancias nutracéuticas, farmacéuticas y alimenticias,

como lo es el jugo de pifia pulposo (Roy et al., 2010).

Los analisis de H-ORAC fueron realizados siguiendo la cinética de una reaccion por
medio de espectrofotometria de fluorescencia empleando un espectrofluorometro
automatico (Synergy™ HT, BioTek Instruments Inc.). En principio, se tiene una
disolucion de fluoresceina que es atacada por los radicales libres que, al oxidarla, causan
una disminucion de la fluorescencia de dicha disolucion. La muestra con poder
antioxidante contrarresta el ataque del radical libre protegiendo asi la disolucion de
fluoresceina (Fox & Whitesell, 2000; Huang et al, 2002; Wu et al., 2004; Prior et al.,
2005). Este método utiliza una disolucion de Trolox (6-hydroxy-2, 5, 7, 8
tetramethylcroman-2carboxylic acid) como solucion patron de antioxidante y como fuente
de radicales libres utiliza una sustancia con doble enlace de nitrégeno llamada AAPH
(2,2"—azobis (2—amidinopropane) dihidrochloride) como oxidante (Wu et al., 2004; Prior
et al., 2005, Brescia, 2012).

Como se muestra en la figura 7, el blanco representa a la disolucion de fluoresceina sin
sustancias antioxidantes. Se nota una rapida caida de la intensidad de fluorescencia, caso
contrario cuando se protege con las diferentes concentraciones de Trolox. El Trolox con
poder antioxidante contrarresta el ataque del radical libre y conforme aumenta su
concentracion la disminucion de la intensidad de fluorescencia ocurre a mayor tiempo, lo
que demuestra que el Trolox cumple con su funcion, proteger a la fluoresceina. Esto ocurre
porque el Trolox (AH) se oxida mas facilmente que la fluoresceina, donando el proton

fenolico (Wu et al., 2004).



61

40,000 -
30,000 A

i 20,000 A

10,000 1

0,000

Tiempo {min)

Figura 7. Caida de la intensidad de fluorescencia (FI) para diferentes patrones de
trolox (Modificado de Prior et al., 2005).

En cuanto a las muestras de andlisis (jugo de pifia), se mide su poder antioxidante
siguiendo la cinética de la reaccion de radicales a partir de la disminucion de la intensidad
de fluorescencia. Como el area bajo la curva de la caida de fluorescencia es proporcional
a la concentracion de Trolox o sustancia antioxidante, se construye otra curva de area bajo
la curva respecto a la concentracion de Trolox y se interpola la concentracion de la muestra
incognita. El resultado se expresa en micromol de Trolox equivalente por gramo de
muestra (umol TE/g muestra). Otros estudios utilizan vitamina C como patréon de
antioxidante, pero se prefiere al Trolox por ser mas estable (Wu et al., 2004; Prior ef al.,
2005). Se realiza una curva de calibracion de Trolox con concentraciones de (0, 4, 8, 16y

24) umol/L con un R? aceptable de 0,99.

4.4.4. Determinacion de carotenoides totales

A la muestra de jugo de fruta homogenizada se le extraen los carotenoides presentes con
ayuda de metanol y una mezcla de acetona:éter de petréleo (60:40), luego se separa la fase
organica, que es la que va a contener los carotenoides, de la fase acuosa con la ayuda de
agua y NaCl en un embudo separador y al final se lleva esa fase a un volumen conocido
con ayuda de éter de petroleo, segin el método empleado por Philip & Chen (1988) con
algunas modificaciones. Luego se cuantifican los carotenoides en éter de petroleo a 450

nm por medio de espectrofotometria UV-Visible, utilizando la absortividad molar del -
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caroteno (Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004). Los resultados finales se expresan como

ug B-caroteno/g muestra.

4.4.5. Determinacion de color

Los colorimetros estan basados en la vision del ojo humano, son dispositivos
triestimulares (tres filtros) para cada longitud de onda: filtros rojo, verde y azul. De esta
forma se emula la respuesta del ojo humano al color y la luz. En algunas aplicaciones de
control de calidad, estas herramientas representan la respuesta de menor costo. Existe una
serie de equipos, tales como los colorimetros Hunter Lab, Gardner, Color Eye, Color

Master, Momcolor, Dr. Lange y Minolta (Figura & Teixeira, 2007).

El ojo humano captura la luz visible en el rango de longitud de onda entre (380-700) nm.
Ademas de la percepcion de brillo y oscuridad, el ojo humano es capaz de capturar 3
diferentes estimulos: azul, verde y rojo, debido a que tiene 3 tipos de receptores en la
retina (conos). La impresion de color se logra mediante la adicion de estos estimulos en
el cerebro, ya que difieren en su sensibilidad espectral, uno reacciona al rojo-naranja (X),
otro al verde (Y) y el otro al azul (Z), por lo que pueden ser colocados en un sistema de
coordenadas (XYZ). El sistema CIE (L*, a*, b*) se basa en lo mismo, donde L* representa
el eje claro-oscuro, a* representa el eje rojo/verde y b* al eje azul/amarillo (Figura &

Teixeira, 2007).

La referencia para la medicion del color es la realizada por Gonnet (1998). Este se midi6
con un colorimetro Hunter Lab (Hunter lab Resto VA, USA), (65 observer angle and
illuminant 10) y se expresa como L*, a*, b* (Figura 8), valores de Aue (matiz o tono) y
chroma (grado de saturacion o pureza). Los parametros hue (H*), chroma (H*) y
diferencia total de color (AE), se obtuvieron como lo describe Gonnet (1998) usando las

ecuaciones 1,2y 3.
Ecuacion 1 hue = tan ! (b* / a*)
Ecuacion 2 chroma = ((a*)* + (b*)?)!?

Ecuacion 3 AE = ((AL*)?+ (AC*)? + (AH*)?)'"?



63

De acuerdo con Castellar ef al. (2006), el valor de AE debe ser igual o mayor a 5 para
poder distinguir diferencias de color entre dos muestras. En este caso los tiempos efectivos
de sonicacion (jugo tratado con US) se comparan contra el tiempo cero (t=0) que

representa al jugo pulposo de pifia sin tratamiento con US.

Las AE también se pueden clasificar analiticamente como no notables (0-0,5), levemente
perceptibles (0,5-1,5), perceptibles (1,5-3,0), bien visibles (3,0-6,0) y grandes (6,0-12,0)
(Cserhalmi et al., 2006).

L*: 100
Blanco

+a*
Rojo

L*: 0
Negro

Luminosidad

+b*
Amarillo

_a* e
Verde Azul

Figura 8. Coordenadas de color en el sistema Hunter Lab (Mathias-Rettig, & Ah-Hen,
2014).

4.5. Disefio experimental y analisis estadistico

4.5.1. Efecto del tiempo de sonicacion sobre el color, el contenido de
compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante del jugo de piiia

pulposo

Se empled un disefio de bloques al azar de un solo factor (tiempos efectivos de sonicacion)
el cual se analizd como una variable continua y las variables de respuesta fueron: las
pérdidas promedio de carotenoides totales, H-ORAC, polifenoles totales, acido ascorbico
y vitamina C, ademads de los datos de color (pardmetros CieLab L*, a*, b*, dngulo hue,
chroma y AE). También con estos valores de AE se puede determinar si el cambio en el

color respecto al tiempo efectivo de sonicacion es perceptible al ojo humano.
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Cada uno de los analisis se realizé utilizando duplicados (réplicas) por cada uno de los
muestreos (3 lotes). Estos lotes representan las 3 repeticiones independientes del

experimento y al mismo tiempo el factor bloque del disefio.

La pérdida promedio se calcula restandole el valor de cada variable (carotenoides totales,
H-ORAC, polifenoles totales, acido ascorbico y vitamina C) al tiempo 0, al valor para
cada uno de los tiempos efectivos de sonicacion (4,8,12,16 y 20) min, esto para cada uno
de los 3 lotes analizados, luego se obtiene el promedio con su respectivo intervalo de

confianza al 95%.

Se realiz6é un andlisis de variancia con el tiempo efectivo de sonicacion como factor
continuo para determinar si existe o no un efecto significativo de este sobre la pérdida
promedio del contenido de los distintos compuestos antioxidantes, los datos de color o el
AE con un nivel de significancia del 5%. Cuando no se encontro significancia en el factor
tiempo efectivo de sonicacion respecto a las variables de respuesta se reporto la Potencia
de la prueba (1-B) y asi evitar el error tipo II (cuando la hipdtesis nula es aceptada
incorrectamente). Los datos son expresados como la pérdida promedio con su respectivo
intervalo de confianza y fueron analizados con el programa estadistico JMP4 (SAS

Institute, NC, USA).



65

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Evaluacion del efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida

promedio del contenido de vitamina C.

5.1.1. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del

contenido de vitamina C total.

La vitamina C es un antioxidante que cumple diversas funciones fisioldgicas en el cuerpo
humano por lo tanto su conservacion en los alimentos es de vital relevancia (Russell,
2004).

Una de las caracteristicas quimicas mas representativas de la vitamina C es su poca
estabilidad (sensible a cambios de pH, presencia de luz, oxigeno y temperatura) ya que
puede degradarse a especies menos activas; por lo que su preservacion se ha convertido
en un inmenso reto para la industria de alimentos. Al ser la vitamina mas labil, es utilizada
como referencia o indicador de la estabilidad de las vitaminas hidrosolubles en un

alimento (Herrera et al., 2015).

En la presente investigacion en el jugo de pifia pulposo se encontr6 un efecto significativo
del tiempo efectivo de sonicacién sobre la variable pérdida promedio de vitamina C
(p<0,0015) (cuadro A.7). Se observo que a medida que aumenta el tiempo efectivo de
sonicacion (variable continua) se denota un ligero aumento en la pérdida promedio de este
compuesto bioactivo (cuadro 5). Este resultado puede comprobarse al observar la figura
9. Aunque, a pesar de lo inestable que es la vitamina, se nota un porcentaje de pérdida
muy bajo, alcanzando un valor maximo de apenas un 6,3% al tiempo maximo de
tratamiento (cuadro 5). Ademas, el uso de tecnologias no térmicas no exime de pérdidas
a un compuesto tan 1abil como se observé en la investigacion de Alothman et al. (2009),
en la cual el tratamiento ultravioleta (tecnologia no térmica) disminuy6 también el

contenido de vitamina C de la pifia (Alothman et al., 2009).
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Cuadro 5. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del

contenido de vitamina C total de un jugo pulposo de piiia (n=3).

Tiempo (min)  Pérdida promedio (mg/100 g BS) % Pérdida
0 0=+0,0 0,0
4 2,8+7,9 0,8
8 19,4 £ 24,5 5,3
12 15,7+ 14,4 4,3
16 19,6 £2,5 5,3
20 23,2 +15,7 6,3

Los resultados se representan como la pérdida promedio £IC.

60,0

0,0 \
5 10 15 20

Pérdidas promedio
(mg/100g BS)
N
o
k=)

Tiempo de sonicacion (min)

Figura 9. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del
contenido de vitamina C total de un jugo pulposo de pifia (n=3; barras de error

representan el intervalo de confianza).

El método de determinacion de vitamina C total es una metodologia que puede presentar
pérdidas del compuesto, por ejemplo, durante la extraccion de los componentes, al utilizar
la solucién extractora de acido metafosforico, la cual protege al acido ascorbico de la
oxidacion por el aire y la luz. El uso de cristaleria dmbar y el uso de luz amarilla son
importantes para minimizar esas pérdidas de vitamina C (Herndndez et al., 2006,
Lykkesfeldt, 2000; Wechtersbach & Cigi¢, 2007). Esas pequenas pérdidas de vitamina C
en el jugo de pifa pulposo al tratarlo con US también podrian deberse a que cuando el US
se aplica a sistemas liquidos, varios mecanismos pueden actuar simultineamente, como
tensiones mecanicas, microdifusion e implosion de ondas de choque, efectos térmicos
producidos por la implosion de burbujas y produccion de radicales libres (Valdramidis et

al., 2010).
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Otra razon posible de las pérdidas de la vitamina puede ser explicada porque quizas gran
parte de la vitamina C se encuentra en el citosol, asi como también en otros
compartimientos celulares (por ejemplo, cloroplastos) del jugo de pina pulposo, los cuales
no gozan del efecto protector de los fenoles, ni del efecto acido de las vacuolas como esta
establecido en la literatura. Todo esto deriva en una disminucion de la vitamina C, debida
a la disrupcion celular y a las pérdidas extravacuolares (Kalt ef al., 1999; Miller & Rice-

Evans, 1997).

En la mayoria de las investigaciones se presentan los resultados como AA y no como
vitamina C total, por lo que se vuelve importante presentar a continuacion la afectacion

del tiempo efectivo de sonicacion en este vitamero.

5.1.2. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del

contenido de acido ascorbico.

En el jugo de pina pulposo se encontrd significancia del factor tiempo efectivo de
sonicacion sobre la variable pérdida promedio de 4cido ascérbico (p<0,0003) (cuadro
A.7). En la figura 10 y el cuadro 6 se visualiza la tendencia del grafico, la cual nos indica
que a medida que se aumenta el tiempo efectivo de sonicacion (variable continua) las
pérdidas promedio de acido ascorbico son mayores. Por otro lado, el cuadro 6 muestra que
el porcentaje de pérdida se cuadruplica pasando de un 1,6% en el tiempo de sonicacion 4

minutos, a un 8,2% a los 16 minutos de sonicacion.

Cuadro 6. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del

contenido de acido ascorbico de un jugo pulposo de pifia (n=3).

Tiempo (min) Pérdida promedio (mg/100 g BS) % Pérdida
0 0=+0,0 0,0
4 5,3+ 10,1 1,6
8 151+123 4,5
12 15,9 +£15,1 4,8
16 274+ 124 8,2
20 26,2 +23.4 7,9

Los resultados se representan como la pérdida promedio +IC.
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Figura 10. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del
contenido de acido ascorbico de un jugo pulposo de pinia (n=3, barras de error

representan el intervalo de confianza).

Como se menciona en la literatura, el AA se degrada en un mayor nivel al aplicar US que
otros antioxidantes, ya que cuando compuestos con diferentes propiedades fisicoquimicas
se someten a sonicacion, los mas volatiles se degradan primero (Ashokkumar et al., 2008;
Pétrier et al., 2007). En la presente investigacion la degradacion de este vitamero es baja
(aproximadamente 8%, cuadro 6). Esta degradacion de AA puede deberse a las
condiciones fisicas extremas (termolisis o la combustién) que se producen dentro de las
burbujas durante su colapso cavitacional a microescala al aplicar US (Tiwari et al., 2008a,
b). Ademas, otra posible causa de la degradacion del AA podria ser por la reaccion con
radicales hidroxilo, lo cual conduce a la formacién de productos de oxidacidén que ocurren
en la superficie de la burbuja, debido a varias reacciones sonoquimicas que se producen
de forma simultinea o en forma aislada. Es conocido que los iones hidronio (H"), los
radicales libres (O", OH", HO?) y el peréxido de hidrogeno (H20>) son formados durante
la sinolisis de las moléculas de agua presentes en los jugos (Feril & Kondo, 2004; Pétrier
et al., 2007; Riesz & Kondo, 1992), lo que puede producir en el jugo procesos oxidativos

avanzados (Goémez-Lopez et al., 2010).

El AA es un compuesto bioactivo inestable, termosensible y muy labil, que por presencia
de luz u oxigeno sufre de deterioro, ademas puede verse disminuido por enzimas como la

ascorbato oxidasa o las peroxidasas. Es un compuesto que en condiciones normales se
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descompone facilmente; por lo tanto, entre menor sea el tratamiento, mayor sera su
retencion (Odriozola-Serrano et al., 2008). La ruptura de paredes celulares puede
incrementar la cantidad de enzimas con actividad hidrolitica y oxidativa y por lo tanto
inducir pérdidas de este compuesto y otros compuestos bioactivos (Dewanto et al., 2002;

Chism & Haard, 1996).

A pesar de lo anteriormente mencionado, estas pérdidas de AA son pequefias y a la vez
comparables con investigaciones que obtienen porcentajes de retencion realmente altos en
jugos tratados con US, todo esto a pesar de ser un compuesto tan inestable. A

continuacion, se citan algunos ejemplos:

— Enlainvestigacion de Tiwari et al. (2008c), aplicaron sonicacion al jugo de fresa (20
kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-10) min/ (0,30-0,81) W/mL) y para el tratamiento
mas drastico (100% amplitud por 10 min) se encontrd que el contenido de AA se
redujo tan s6lo en un 11%.

— Abid et al. (2014b) estudiaron un jugo de manzana fresco tratado con
termosonicacion por un tiempo de 10 min y con una frecuencia de 25 kHz y a 30 min
con una frecuencia de 20 kHz a (20, 40 y 60) °C para la inactivacion de enzimas y a
la mayor temperatura se presentaron reducciones significativas (p<0,05) del AA de
10% y 7% respectivamente.

— Vercet et al. (2001) aplicaron manotermosonicacion (20 kHz, 200 kPa a 62 °C por
(15-30) s) en jugo de naranja, obteniendo una pérdida alrededor del 10% de AA
(Vercet et al., 2001).

— Salah et al. (2013) aplicaron la termosonicacion en jugos de manzana y de guayaba a
temperaturas de (20, 35 y 50) °C, a una frecuencia de 20 kHz, con tiempos de
sonicacion de (2, 5 y 10) min y pulsaciones de 5 s. En las condiciones més drasticas
la retencion del AA se redujo a un 80% en jugo de manzana, pero a sélo un 93% en

jugo de guayaba (Salah et al., 2013).

En otras investigaciones se han presentado pérdidas mas representativas de AA con el
uso de sonicacidon cuando las comparamos con lo obtenido en esta investigacion, por

ejemplo:
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— En el estudio de Gomez-Lopez et al. (2010) se determino, que luego de la sonicacion
aplicada a una frecuencia de 20kHz, a una amplitud de (50-75) %, entre (5-30) °C,
por (0,2, 4, 6, 8 y 10) min se obtuvieron pérdidas de AA a medida que se aumentaban
los tiempos de tratamiento en el jugo de naranja, hasta tener una reduccion del 45%
en el tratamiento mas drastico.

— Adekunte et al. (2010), aplicaron sonicacion (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-
10) min/ (0,30-0,81) W/mL) al jugo de tomate y el contenido de AA se redujo
significativamente (p<0,05), pasando de (14,5 +1,3) mg/100 mL en el control a (9,8
+ 0,29) mg/100 mL a la maxima amplitud (61 um) y tiempo de sonicacion (10 min),
lo que representa un 33% de reduccion aproximadamente.

— Del mismo modo Rawson et al. (2011), aplicando US a las mismas condiciones que
Adekunte ef al. (2010), pero en jugo de sandia, obtuvieron una disminucion
significativa (p<0,05) en el acido ascorbico de un 26% al ir aumentando la amplitud

y el tiempo de tratamiento.

Como se acaba de demostrar con los anteriores ejemplos, atin en la pérdida al t=16 min
(cuadro 6), la afectacion al acido ascorbico obtenida en esta investigacion utilizando US
para el jugo pulposo de pina es menor que para muchos otros jugos, por lo que se mantiene
o preserva una cantidad importante del 4cido ascérbico utilizando esta tecnologia en las

condiciones aplicadas.

Al contrastar las pérdidas en los contenidos de 4cido ascérbico con otras tecnologias,
como lo muestra una comparacion entre el jugo de naranja sonicado y el jugo pasteurizado
térmicamente realizada por Tiwari et al. (2009c, d), se encuentra que el jugo sonicado (20
kHz/ (24,4-61) um/ (20-40) °C/ (0-10) min/ (0,30-0,81) W/mL) ayuda a preservar de
mejor manera el AA, incluso presenta pérdidas inferiores al 2% después de las condiciones
de tratamiento mas altas. Este efecto positivo del ultrasonido respecto a la pasteurizacion
se supone debido a la eliminacion eficaz del oxigeno ocluido en el jugo, un factor critico
que influye en la estabilidad del AA (Knorr et al., 2004, Cheng et al., 2007) ademas, al
igual que en este estudio, el US presenta pérdidas bajas para el tipo de compuesto

analizado.
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Segtin los datos obtenidos en nuestra investigacion se encontrd que, aunque el US provoca

algun tipo de degradacion en el AA (cuadro 6), esta es menor en muchas ocasiones que

las originadas por las tecnologias térmicas de procesamiento. A continuacion, algunos

ejemplos de afectaciones debidas al uso de tecnologias térmicas en el procesamiento de

jugos:

Un tratamiento térmico en puré de tomate (70 °C/ 2 min) causd una disminucion
rapida (38,9%) en AA (p<0,05) pasando de (204,83 a 125,14) mg de AA/100 g BH
(Patras et al., 2009). Dhuique-Mayer et al. (2007) indican una degradacion de la
vitamina C al utilizar tratamientos térmicos en jugos citricos.

Del mismo modo Torrales et al. (2008) encontraron que a mayor tratamiento térmico
en un puré¢ de melocoton (70-90) °C se da una mayor disminucién del dcido ascorbico.
Marfil et al. (2008) al aumentar la temperatura de secado en tomates enteros, cortados
a la mitad y escurridos, obtuvieron mayores tasas de degradacion del AA.

Burdurlu ef al. (2006) estudiaron la retencion de AA en jugos citricos (naranja, limén,
pomelo y mandarina) después del almacenamiento por una semana a temperaturas de
(28, 37 y 45) °C obteniendo aproximadamente porcentajes de (54,5-83,7) %, (23,6-
27) %y (15,1-20) %, respectivamente.

Segun Torregrosa et al. (2006) en un jugo de naranja con zanahoria tratado con dos
métodos de pasteurizacion diferentes, se presenta una degradacion del AA, aunque es
mayor en el jugo pasteurizado (98 °C, 21 s) que en el tratado con campos de pulsos
eléctricos (no térmico).

Segtn Tikekar ef al. (2011) al aplicar un tratamiento por UV al jugo de manzana se
acelera la degradacion del AA. En este caso se muestra que otras tecnologias no
térmicas pueden presentar pérdidas significativas de acido ascorbico al igual que el
US las presentd en esta investigacion (aunque en este estudio los porcentajes de

pérdida fueron bajos-cuadro 6-).

Otras investigaciones revelaron casos en los que el contenido de 4cido ascorbico mas bien

aumenta con el uso de sonicacion, por lo que mas investigaciones en el jugo de pifia con

distintas condiciones de US y con mayor cantidad de repeticiones y mejor eleccion de
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materia prima, pueden resultar importantes en el futuro. Algunos casos a modo de ejemplo

son:

En un jugo de manzana (25 kHz/ 20 °C/ (0-90) min) y un jugo de uva (28 kHz/ 20
°C/30-90 min) tratados con US se presenta un aumento significativo (p<0,05) en el
acido ascorbico, pasando de (4,20 + 0,27) mg/100 mL en el control a (5,63 £+ 0,07)
mg/100 mL al tiempo maximo de tratamiento de 90 min en el jugo de manzana (Abid
et al., 2013) y de (27,83 + 0,03) mg/100 mL en el control a (35,75 = 0,07) mg/100
mL a los 90 min en el jugo de uva (Aadil et al., 2013).

De la misma forma Cheng et al. (2007) obtuvieron que el contenido de acido
ascorbico en un jugo de guayaba utilizando US (35 kHz/ 20 °C/ 30 min), fue
significativamente (p<0,05) mayor que en la muestra control, pasando de (110,0 +
0,5) mg/100 mL a (119,0 + 0,8) mg/100 mL a un tiempo de 30 minutos (8%). En este
mismo articulo se menciona que se da alin un mayor incremento de AA (125 £1,1)
mg/100 mL, al aplicar junto con la sonicacion un proceso de carbonatacion
(aplicacion de didxido de carbono al medio), debido a que se disminuye la
temperatura y a que, el dioxido de carbono disuelto sirve como ntcleos o sitios para
las cavitaciones que produce la sonicacion (Mason, 1991).

Zafra-Rojas et al. (2013) trabajaron con el jugo de Nopal o tuna purpura (Opuntia
ficus-indica), aplicando un tratamiento US (20 kHz/ (40-80) %/ (0-25) min) y este
mostrd un aumento significativo (p<0,05) en el contenido de acido ascorbico de un
15%, pasando de (352,6 = 4,3) mg/L en el control a (415,6 = 7,0) mg/L, luego de un
tratamiento por 25 min.

Bhat et al. (2011) demuestran un aumento significativo (p<0,05) en el contenido de
acido ascorbico (7%) en un jugo de limén kasturi tratado con US (25 kHz/ 20 °C/ (0-
60) min) al pasar de (37,68 =1,5) mg/100 mL en el control a (40,20 £0,5) mg/100 mL

luego de 60 min de tratamiento con US.

La baja pérdida de AA debido al US podria atribuirse directamente a que en el proceso no

se suministra calor y, ademas, se elimina el oxigeno disuelto en el jugo (elemento que es

esencial para la degradacion del AA) debido a las cavitaciones, (Knorr et al., 2004, Cheng

et al., 2007). La desgasificacion del jugo por ultrasonido podria contribuir a una menor
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degradacion del 4cido ascorbico durante el almacenamiento (Zenker, et al., 2003). Las
cavitaciones producidas por la sonicacion, las cuales producen inestabilidad en la pared
celular (disrupciones) provocando que esta se rompa y que se liberen compuestos
bioactivos (Abid et al., 2013). Este fenomeno también puede explicar por qué se puede

aumentar o retener mejor el AA, como fue el caso de esta investigacion.

5.2. Evaluacion del efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida

promedio del contenido de polifenoles totales.

No se encontrd un efecto significativo del tiempo efectivo de sonicacion sobre la variable
pérdida promedio de polifenoles totales (p>0,8809; 1-p= 0,1128) (cuadro A.7). Como se
observa al calcular la potencia de la prueba se obtiene un valor bajo, lo cual es un indicador
de la probabilidad de que el efecto deba ser tomado en cuenta, ya que los resultados pueden
afectarse por la alta variabilidad en la materia prima, errores debidos al experimento,

ademas de la inestabilidad de estos compuestos bioactivos (oxigeno, aire, luz).

Los polifenoles son compuestos fitoquimicos a los que se les atribuyen multiples
beneficios a la salud humana, por lo tanto, se busca su conservacion durante el
procesamiento de los alimentos que los contienen. En esta investigacion y como se
observa en la figura 11, la pérdida promedio de polifenoles totales en el jugo de pifia
pulposo se mantuvo estable, a pesar de la aplicacion de US a los diferentes tiempos de

sonicacion, con porcentajes de pérdida menores al 8% (cuadro 7).

Cuadro 7. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del

contenido de polifenoles totales de un jugo pulposo de pifia (n=3).

Tiempo (min) Pérdida promedio (mg GAE/100 % Pérdida
g BS)

0 0+0,0 0

4 8,5+12,2 7,9
8 1,4+19,6 1,3
12 11,5+21,0 10,7
16 8,2 +26,2 7,6
20 -3,36 £32,7 -3,1

Los resultados se representan como la pérdida promedio £IC.
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Figura 11. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del
contenido de polifenoles totales de un jugo pulposo de piia (n=3, barras de error

representan el intervalo de confianza).

Una posible razon para explicar este fenomeno de la estabilidad observada en el contenido
de polifenoles totales podria atribuirse a la adicion de radicales hidroxilo (OH) generados
por via sonoquimica al anillo aromatico de los compuestos fendlicos. Se ha informado que
la adicion de un segundo grupo hidroxilo en las posiciones orto o para refuerza la
actividad antioxidante de las moléculas fendlicas/antioxidantes (Ashokkumar et al.,
2008). La retencion de los compuestos fendlicos en la sonicacion de los jugos puede ser
motivada también por la mayor alteracion de las paredes celulares, que podria haber
facilitado la liberacion de contenidos fendlicos unidos (Bhat et al., 2011). Esto se explica
debido a que la cavitacion y las propiedades de disrupcion de las ondas de US se han
utilizado para mejorar la extraccion o solubilizacion de polifenoles en diferentes medios
(Galanakis, 2012), ademas de la eliminacion eficaz del oxigeno ocluido en el jugo (Knorr

et al., 2004).

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con otras investigaciones donde se

aplica US al jugo de fruta obteniendo porcentajes de pérdida menores al 10%, por ejemplo:

-Tiwari et al. (2009a) aplicaron sonicacion al jugo de mora y para el tratamiento mas

drastico (100% amplitud por 10 min) la retencién de antocianinas fue del 94%.
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-Para el mismo jugo sometido a US (20 kHz, 0,83 W/mL durante (4 a 32) min), los
compuestos fendlicos no fueron degradados por el US, ya que no se observaron cambios

en la concentracion de antocianinas ni elagitaninos (Wong et al., 2010).

Otros ejemplos de este fendmeno son varias investigaciones en las que trataron con US a
diversas condiciones algunos jugos y obtuvieron retenciones en compuestos fenolicos

como las antocianinas, entre ellos:

-La investigacion de Tiwari et al. (2009b), quienes evaluaron el efecto del tiempo de
sonicacion sobre las antocianinas del jugo de uva obteniendo una retencion de hasta el

98%.

-Abid et al. (2014a), luego de tratar con US (25 kHz/ 70%/ 20 °C/ (0-60) min) un jugo de

manzana, obtuvieron estabilidad en el contenido del compuesto fendlico.

-Tiwari et al. (2009¢) investigaron el jugo de fresa bajo condiciones de US (20 kHz/ (24,4-
61) um/ (25-45) °C/ (0-10) min/ (0,30-0,81) W/mL) y obtuvieron retenciones de mas del

90% después de 10 dias de almacenamiento del jugo a 4 °C.

-Tiwari et al. (2010) trataron el jugo de uva roja con US con las mismas condiciones
anteriormente mencionadas obteniendo una retencion de 97,5% en las condiciones de

tratamiento mas altas (20 kHz/ 61 pm/ 45 °C/ 10 min/ 0,81 W/mL).

Adicionalmente, como se observa en el cuadro 7, en la muestra del experimento para el
maximo tiempo efectivo de sonicacion (t=20 min) se muestra un valor negativo del
porcentaje de pérdida, lo que sugiere este valor es que a tiempos mayores de sonicacion
se podria empezar a ver un efecto contrario, en donde, se podria empezar a favorecer la

ruptura de los tejidos liberando polifenoles.

Respecto a la anterior mencion, la literatura indica que el procesamiento con US puede
inclusive mejorar la extraccion de compuestos fenolicos y otros compuestos bioactivos,
lo que puede ser debido a las cavitaciones producidas por la sonicacidn, las cuales
producen inestabilidad en la pared celular (disrupciones) provocando que esta se rompa 'y
que se liberen algunos compuestos bioactivos (polifenoles) y por lo tanto aumentan su

biodisponibilidad (Abid et al., 2013).
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Algunas investigaciones, de hecho, han presentado en sus resultados un aumento en su

contenido de polifenoles al aplicar US en jugos de fruta. Por ejemplo:

— Enun jugo de manzana tratado con ultrasonido por tiempos de (0, 30, 60 y 90) min a
20 °C, se presenta un aumento gradual en los polifenoles totales a los 3 tiempos de
sonicacion (p<0,05), pasando de 757 pg GAE/g en el control a 829 ng GAE/g (9,5%)
al tiempo maximo.

— En el vino de uva, Cocito, et al. (1995) obtuvieron un aumento en los polifenoles al
tratarlo con US.

— Aadil et al. (2013) trataron jugo de uva con US (28 kHz/ 20 °C/ (30-90) min) y
obtuvieron un aumento significativo (p<0,05) en los polifenoles totales, flavonoides
y flavonoles después del tratamiento US.

— Al jugo de tuna purpura se le aplico un tratamiento US (20 kHz/ (40-80) %/ (0-25)
min) y se obtuvo un aumento significativo de los polifenoles totales. Se encontrd que
a un nivel de amplitud del 80% aplicado durante 5 y 8 minutos se produjo una
liberacion significativa del contenido fendlico total, posiblemente debido a la ruptura
de las paredes celulares producida por el US (Zafra-Rojas et al., 2013).

— Eneljugo de fresas y en el jugo de uva roja tratado con US (20 kHz/ 24,4-61 pm/ 25-
45 °C/ (0-10) min/ (0,30-0,81) W/mL) Tiwari et al. (2008c) y Tiwari et al. (2010)
respectivamente, descubren un aumento significativo (p<0,05) en el contenido de la
antocianina pelargonidin-3-glucosido, pero a diferencia de nuestra investigacion,
cuando los niveles de amplitud y los tiempos de tratamiento son mas bajos.

— Al tratar con US un jugo de limon kasturi (25 kHz/ 20 °C/ (0-60) min) se muestra un
aumento significativo (p<0,05) en los polifenoles totales, ya que pasa de (263,8 £0,7)
mg GAE/g en el control a (336,0 + 1,3) mg GAE/g, equivalentes a un 27%, luego de
60 minutos de sonicacion (Bhat ef al., 2011).

— Incluso el jugo de mango Chokanan (Mangifera indica L.) tratado térmicamente a 90
°C por 30 s y 60 s y sonicado (40 kHz por (15, 30 y 60) min a 25 °C) presentd un
aumento significativo en la extractibilidad de los polifenoles totales en un 30% y un
35% luego de los tratamientos ultrasonicos a 15 y 30 min, respectivamente, respecto

al control (Santhirasegaram et al., 2013).
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La estabilidad mostrada en la pérdida del contenido de polifenoles totales (figura 11) en
esta investigacion, utilizando un tratamiento no térmico como el US, es un hallazgo muy
importante, ya que como se menciono este tipo de compuestos son labiles y dificiles de

conservar si se utilizan las tecnologias tradicionales de preservacion como las térmicas.

Varias investigaciones han obtenido resultados adversos utilizando ya sea tratamientos de
US acoplados a otras tecnologias o los ya conocidos tratamientos térmicos como se

ejemplifica a continuacion:

— En el jugo de fresas tratado con US (20 kHz/ 24,4-61 um/ (25-45) °C/ (0~10) min/
(0,30-0,81) W/mL) Tiwari et al. (2008c) obtuvieron una disminucidn significativa
(p<0,05) del contenido de antocianinas (3,2%) cuando la amplitud y el tratamiento
fueron méximos.

— Se aplico US (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-10) min/ (0,30-0,81) W/mL)
para unos batidos de fruta y se dio una reduccion significativa de los polifenoles
totales en el nivel de amplitud més alto (Keenan et al., 2012).

— El jugo de sandia recién exprimido fue sometido a tratamientos de termosonicacion
(20 kHz, 61 um) con variables de proceso como la temperatura (25-45) °C y el tiempo
de procesamiento (2-10) min. La concentracion de polifenoles totales en el jugo
fresco era de 13,89 mg GAE/100 mL (t=0). A medida que se aumentaba la
temperatura o el tiempo de procesamiento, se aumentaba la degradacion de los
polifenoles totales llegando a decrecer significativamente (p<0,05) su contenido
desde un 17% y 37% (2 y 6 min respectivamente) hasta un 58% (10 min), para la
condicion maés extrema de temperatura 45 °C (Rawson et al., 2011).

— Aunque haya pérdidas los compuestos antioxidantes se mantienen atin mas con el uso
de termosonicacién que con otros procesos o tecnologias como las térmicas, por
ejemplo, para pasteurizacion del jugo de manzana. Gardner et al. (2000) reportaron
una pérdida total del contenido de polifenoles totales a 80 °C por 15 min.

— En jugo de toronja, Igual et al. (2010), observaron que la pasteurizacion disminuyd

en un 25% el contenido total de compuestos fendlicos.
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— Hartmann et al. (2008), en el caso del procesamiento de la fresa en jugos y purés, con
el tratamiento térmico encontraron un descenso importante (cerca del 30%), del
contenido total de polifenoles.

— Para el caso del procesamiento de la mora, en la elaboracion de una bebida a escala
industrial, Gancel et al. (2010) determinaron que el tratamiento térmico, en especial
el escaldado, redujo drasticamente el contenido de antocianinas, mientras que el
llenado en caliente degradd de manera importante el contenido de elagitaninos, lo
cual tuvo un impacto negativo en los polifenoles totales.

— Por su parte, en la elaboracion de purés y jugos de mora, con el tratamiento térmico
se reportan pérdidas de hasta un 65% de antocianinas, asociado a un descenso
importante en los polifenoles totales (Hager et al., 2010).

— En un estudio realizado por Puupponen et al. (2003), se encontrd que las pérdidas de
polifenoles oscilan entre un 20% y un 30%, después de una operacion de escaldado y

del almacenamiento en congelacion lenta aplicada a zanahorias, papas y espinacas.

Por otro lado, tratamientos térmicos como esterilizacion, pasteurizacion y deshidratacion
causan la pérdida de compuestos antioxidantes como polifenoles, carotenoides y vitamina
C debido a reacciones de Maillard o por degradacion oxidativa (Nayak et al., 2015;

loannou et al., 2012).

5.3. Evaluacion del efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la capacidad

antioxidante hidrofilica (H-ORAC).

El método H-ORAC permite obtener una medida de la capacidad protectora ante la
oxidacion que exhiben los compuestos hidrofilicos presentes en una muestra. Ante el
creciente interés de los consumidores por obtener alimentos funcionales y beneficiosos
para la salud, las propiedades antioxidantes de las frutas y sus derivados como jugos han
ganado relevancia. Ademds, se busca encontrar maneras para conservar estas
caracteristicas o minimizar el dafio provocado por el procesamiento o debido a factores

ambientales.

Debido a lo recientemente mencionado, es importante indicar que para la variable pérdida

promedio de la capacidad antioxidante hidrofilica no se encontré un efecto significativo
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(p>0,8378; 1-p=0,1000) (cuadro A.7) con respecto a la variable tiempo efectivo de
sonicacion. Sin embargo, al igual que para los polifenoles totales al calcular la potencia
de la prueba se obtiene un valor bajo, lo que indica que puede existir la posibilidad de que
si haya diferencia, pero no se pueda detectar (error tipo II). Esa diferencia podria ser
explicada por la alta variabilidad en la materia prima (ver datos iniciales a t=0, cuadro
A.6), la falta de mas repeticiones, errores debidos al experimento, ademds de la
inestabilidad de los compuestos bioactivos (oxigeno, aire, luz), lo que también afecta el

valor de H-ORAC.

En esta investigacion y como se observa en la figura 12, la pérdida promedio de la
capacidad antioxidante hidrofilica en el jugo de pifia pulposo se mantuvo estable a pesar
de la aplicacion de US a los diferentes tiempos efectivos de sonicacion, con porcentajes
de pérdida alrededor del 10% o menos (cuadro 8). Inclusive en la muestra del experimento
a los 20 min de tiempo efectivo de sonicacion se presentd un porcentaje de pérdida
negativa (cuadro 8 y figura 12), lo que podria indicar o dar a entender que hubo un efecto
contrario, en donde por efectos del US se pueden estar liberando mayor cantidad de
compuestos bioactivos, situaciéon que coincide con los resultados obtenidos para los

polifenoles totales, uno de los compuestos que mas aportan a la capacidad antioxidante

hidrofilica.

El resultado obtenido de todas maneras confirma que aunque la propagacion de ondas
ultrasonicas en liquidos inducen la cavitacion que da lugar a micro-burbujas a
temperaturas, presiones y fuerzas de cizallamiento muy altas, este proceso se comporta
como una tecnologia no térmica, ya que no se registra un aumento significativo de la
macro-temperatura y se conservan la mayoria de los parametros de calidad, incluida la

calidad funcional (Piyasena et al., 2003; Patist & Bates 2008).

El US es utilizado en la industria, entre otras funciones, para mejorar el porcentaje de
extraccion de materiales intracelulares al desintegrar las estructuras celulares (disrupcion
mecanica de las paredes celulares). Esta estabilidad en la pérdida promedio de la
capacidad antioxidante del jugo pulposo de pifa (cuadro 8 y figura 12), refleja esta utilidad
con una relacion positiva entre la liberacion de componentes y el tiempo de aplicacion de

ultrasonido (Rana et al., 2017; Etzbach et al., 2020).
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Cuadro 8. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio de la

capacidad antioxidante hidrofilica (H-ORAC) de un jugo pulposo de pifia (n=3).

Tiempo (min) Pérdida Promedio (mg TE/g BS) % Pérdida
0 0+0,0 0
4 2,9+2,3 6,8
8 4,1+27 9,8
12 1,1+42 2,5
16 4,2+4,1 10,1
20 -0,79+0,4 -1,9

Los resultados se representan como la pérdida promedio +IC.
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Figura 12. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio de la
capacidad antioxidante hidrofilica (H-ORAC) de un jugo pulposo de pinia (n=3; barras

de error representan el intervalo de confianza).

Del mismo modo que en la presente investigacion, otros trabajos reportados mostraron
efectos positivos al mantener estabilidad o no obtener pérdidas muy grandes en la

capacidad antioxidante luego de un tratamiento con US, por ejemplo:

— Wong et al. (2010) sonicaron el jugo de mora entre 5,9 min y 34,1 min a una
frecuencia constante de 20 kHz y a 0,83 W/mL. La capacidad antioxidante (ORAC)
no cambid significativamente (p>0,05) durante el tratamiento hasta 32 min.

— El jugo de nopal o tuna purpura (Opuntia ficus-indica) fue tratado a niveles de
amplitud de 40% y 60% por (10, 15 y 25) min y a 80% por (3, 5, 10, 15y 25) min y

no produjo efectos adversos en la actividad antioxidante total del jugo, ya que no
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mostré cambios significativos utilizando la actividad antirradical ABTS, DPPH y la

actividad de quelatos en iones de Hierro (Zafra-Rojas et al., 2013).

Ivanovic et al. (2014) utilizaron una extraccion asistida con US y obtuvieron resultados
positivos en la capacidad antioxidante (FRAP y DPPH) manteniéndola estable al aumentar

el tiempo de US.

Caminiti et al. (2011) aplicaron a jugos de manzana y arandano manotermosonicacion (20
kHz/ 23 um /4 bar a 43 °C por 8,4 min) junto a otras tecnologias no térmicas y el AAPH
y la capacidad antioxidante del jugo expresado como TEAC (mM) no tuvieron variaciones

significativas al igual que en la presente investigacion.

El aumento en la capacidad antioxidante de los jugos de fruta o su posible estabilidad
como se evidencia en este estudio para el jugo de pifia pulposo como resultado de los
tratamientos ultrasonicos, podria atribuirse directamente a las cavitaciones inducidas por
el ultrasonido, que podrian haber causado una mayor extraccidon de compuestos
antioxidantes (acidos ascorbico y compuestos fenolicos, etc.) en el producto debido a los
efectos mecanicos de las cavitaciones y las implosiones de burbujas durante la sonicacion
(Abid et al., 2013; Bhat ef al., 2011; Jabbar et al., 2014). Esto se demuestra en esta
investigacion, ya que en apartados anteriores se menciond que el AA y la vitamina C total
presentaron pérdidas pequefias y se evidencid una estabilidad en el contenido de
polifenoles totales, por lo que podria haber un efecto sinérgico causado por esa estabilidad

en el conjunto de estos en los compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes.

De igual modo resulta importante mencionar que a pesar de las pérdidas significativas
obtenidas en los contenidos de vitamina C y AA (p<0,05), algunos autores han
previamente reportado una baja contribucion de vitamina C (0,35-8,6%) al total de la
actividad antioxidante en 11 frutas (ardndano, manzana roja, uva, fresa, pifia, platano,
durazno, limon, naranja, pera y pomelo) (Sun et al., 2012) y menos del 5% para jugos de
manzana y de pifia (Gardner et al., 2000), por lo que podriamos decir que ese compuesto
bioactivo del jugo de pina no afecta de gran manera al H-ORAC, ya que no es un gran

contribuyente a su actividad antioxidante total.
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Por otro lado, y a modo de comparacion con este estudio, otras investigaciones realizadas

han inclusive detectado aumentos significativos en su capacidad antioxidante en diversos

jugos de fruta, por ejemplo:

En un jugo de manzana tratado con ultrasonido por tiempos de (0, 30, 60 y 90) min,
a 20 °C y con una frecuencia de 25 kHz y de 28 kHz se presenta un aumento
significativo (p<0,05) en la capacidad antioxidante total en un 21%, pasando de
299,64 ug AAE/g en el control a 363,05 ng AAE/g al tiempo méaximo de tratamiento
de 90 min en el jugo de manzana (Abid et al., 2013). De igual manera al tiempo de
90 min el porcentaje de inhibicion de DPPH paso6 de 32,87 a 42,94 respecto al control
(t=0). Este fenomeno se le atribuye al incremento en el 4acido ascorbico y a los
compuestos fendlicos debidos a las cavitaciones producidas durante la sonicacion que
aumentan la disponibilidad de los componentes (Abid et al., 2013).

En un jugo de limoén kasturi tratado con ultrasonido por tiempos de (0, 30 y 60) min,
a 20 °C y con una frecuencia de 25 kHz, al tiempo de 60 min el porcentaje de
inhibicion de DPPH pasé de 14,59% a 50,93% respecto al control (t=0). Este
fenomeno se le atribuye a que las cavitaciones producidas durante la sonicacioén
aumentan la extractibilidad y por ende la disponibilidad de los componentes
antioxidantes. En el tiempo de 60 minutos también se presentd un aumento
significativo (p<0,05) de la capacidad antioxidante pasando de 577,2 mg AAE/g de
jugo en el control a un 777,0 mg AAE/g de jugo a ese tiempo, lo que significa un
incremento del 34,6% (Bhat et al., 2011).

De igual manera le sucedid a Jabbar et al. (2014) cuya capacidad antioxidante
aument6 significativamente (p<0,05) en el jugo de zanahoria tratado con procesos
combinados de blanqueo y US (nivel de amplitud del 70%).

En un jugo de uva tratado con US (28 kHz/20 C/ (30-90) min) se presenta un aumento
significativo (p<0,05) en el DPPH y la capacidad antioxidante total, ese aumento esta
relacionado con la presencia de una alta concentracion del contenido total de
polifenoles en frutas que surgen como resultado de la cavitacion producida durante la

sonicacion (Aadil et al., 2013).
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— Abid, ef al. (2014c¢) estudiaron como la capacidad antioxidante del jugo de manzana
sonicado incrementd significativamente (p<0,05) con el aumento en el nivel de

amplitud del tratamiento ultrasoénico de 30% a 90% en comparacion con el control.

Los tratamientos con US pueden producir también descensos en la capacidad antioxidante
de los jugos y frutas, pero a pesar de eso, estos son bajos y generalmente menores que los
causados por los tratamientos térmicos, de ahi la importancia del uso de este tipo de

tecnologias para tratar jugos de fruta y mas atun de los resultados obtenidos.

A modo de mostrar este efecto negativo que puede ocurrir, algunos casos en los que se
obtienen resultados adversos de capacidad antioxidante al aplicar US o tratamientos

térmicos en jugos son:

— Enun jugo de manzana tratado con US por tiempos de (0, 30, 60 y 90) min, a 20 °C
y con una frecuencia de 25 kHz y de 28 kHz, luego de un periodo de almacenamiento
de 30 dias, la capacidad antioxidante disminuyé en todas las muestras,
independientemente de los tratamientos. Sin embargo, las muestras sometidas a US
mostraron un mayor potencial antioxidante incluso con el nivel mas alto de
tratamiento (amplitud del 90%) en comparacion con las muestras control (Abid, et
al., 2014c).

— Para unos batidos de fruta se aplico US (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-10)
min/ (0,30-0,81) W/mL) y se dio una reduccion significativa de la capacidad
antioxidante total (TAC) en el nivel de amplitud mas alto (Keenan et al., 2012).

— Enunjugo de toronja, Igual et al. (2010) observaron que la pasteurizacién disminuy6
en un 80% la capacidad antioxidante.

— Para el caso del procesamiento de la mora, en la elaboracién de una bebida a escala
industrial, Gancel et al. (2010) determinaron que el tratamiento térmico, en especial
el escaldado, redujo drasticamente el contenido de antocianinas, mientras que el
llenado en caliente degraddé de manera importante el contenido de elagitaninos, lo
cual tuvo un impacto negativo en la capacidad antioxidante del producto final.

— En la elaboracion de purés y jugos de mora al utilizar un tratamiento térmico se
reportan pérdidas de hasta un 65% de antocianinas monoméricas, asociado a un

descenso importante en la capacidad antioxidante (Hager et al., 2010).
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De los resultados obtenidos se deriva que, en general, el tiempo de tratamiento de
ultrasonido no tuvo un efecto negativo importante en los compuestos bioactivos polares
ni en la capacidad antioxidante del jugo de piia pulposo. Los datos analizados implican
que el US, bajo las condiciones estudiadas, se podria utilizar en jugo de pina pulposo como
parte de otras aplicaciones tecnologicas dado que no afecta de gran manera los compuestos
bioactivos hidrofilicos ni la capacidad antioxidante. Esta es una ventaja notable del US
sobre las tecnologias térmicas, ya que potencia la eficiencia de otras operaciones unitarias
y ademas permitiria la conservacion de los compuestos bioactivos hidrofilicos durante el
procesamiento, porque las condiciones de frecuencia, amplitud y densidad de energia
acustica permiten conservar las estructuras de los compuestos analizados y no provocan

una degradacion importante.

5.4. Evaluacion del efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el contenido

de carotenoides totales.

Diferentes estudios epidemioldgicos han sugerido que el consumo de vegetales y frutas
que contienen pigmentos como los carotenoides tiene efectos preventivos en el desarrollo
de algunos tipos de cancer. Algunos carotenoides son convertidos en vitamina A dentro
del organismo y su presencia se ha relacionado con un aumento de la respuesta del sistema
inmune y con un alto potencial antitumoral, siendo asociados con una disminucion del
riesgo de enfermedades degenerativas (Damodaran et al., 2008). Estos efectos bioldgicos
son independientes de la actividad de provitamina A y se han atribuido a una propiedad
antioxidante de los carotenoides a través de la desactivacion o captura de los radicales
libres de oxigeno (Namitha & Negi, 2010), de ahi la importancia de estudiar en esta
investigacion el efecto que causa el tiempo de sonicacion sobre la pérdida promedio del

contenido de carotenoides en el jugo de pifia pulposo.

En este estudio se encontr6 un efecto significativo del tiempo efectivo de sonicacion sobre
la variable pérdida promedio de carotenoides totales (p<0,0001) (cuadro A.7) en el jugo
de pina pulposo. Segun la figura 13 se observa que a medida que aumenta el tiempo de
sonicacion (variable continua) se presenta un aumento en la pérdida promedio de los
carotenoides (cuadro 9). De hecho, al tiempo maximo de tratamiento (20 min) inclusive

se alcanza un valor alto de pérdidas que asciende a un 40,1% (cuadro 9).
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En este estudio para la variable pérdida promedio de carotenoides totales se obtuvieron
diferencias significativas (p<0,0001) (cuadro A.7) con respecto a los tiempos efectivos de
sonicacion en el jugo de pifia pulposo. En la figura 13 podemos observar de forma grafica
como aumentan las pérdidas promedio de forma significativa a medida que van
aumentando los tiempos de sonicacion. De hecho, en el tiempo méaximo de tratamiento

(20 min) se alcanza un valor de pérdida que asciende a un 40,1% (cuadro 9).

Cuadro 9. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del

contenido de carotenoides totales de un jugo pulposo de pinia (n=3).

Tiempo (min) Pérdida promedio (ng/g B-caroteno E BS) % Pérdida
0 0,0+0,0 0,0
4 2,0+1,8 10,0
8 1,L1+£13 5,7
12 32+£2,6 16,0
16 6,4+32 32,4
20 7,9+2,5 40,1

Los resultados se representan como la pérdida promedio £IC.

10,00 -

T 5 10 15 20
-5,00

Tiempo de sonicacion (min)

Pérdidas promedio
(ng B-caroteno E/g BS)

Figura 13. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la pérdida promedio del
contenido de carotenoides totales de un jugo pulposo de pinia (n=3; barras de error

representan el intervalo de confianza).

Segun los datos obtenidos, el US no es una buena herramienta para conservar los
carotenoides en el jugo pulposo de pifia. Es muy importante tomar en cuenta estas pérdidas

en el contenido de carotenoides, ya que segiin Belitz & Grosch (1997), en la pifia se puede
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encontrar este compuesto en cantidades relativamente bajas y en forma de B-caroteno y
luteina. El primero es precursor de vitamina A y la luteina puede utilizarse como aditivo,
antioxidante y tiene una accion protectora de los ojos y de la piel, beneficios que pueden

perderse debido a las pérdidas que se presentaron.

La principal causa de destruccion de los carotenoides durante el procesamiento y
almacenamiento de alimentos es la oxidacion enzimatica o no enzimatica y esta depende
del oxigeno disponible, los carotenoides involucrados y su condicion fisica. La cadena de
dobles enlaces causa inestabilidad en los carotenoides incluyendo su susceptibilidad a la
oxidacion e isomerizacion geométrica. La luz, calor, metales, enzimas y peroxidos
estimulan la oxidacion (Rodriguez-Amaya, 2001; Meléndez et al., 2004b). Se ha
comprobado que los procesos de oxidacion son mas fuertes (con algunas excepciones)
cuando se pierde la integridad celular, de forma que en los vegetales triturados la pérdida
de compactacion celular pone en contacto sustancias que pueden modificar
estructuralmente e incluso destruir los pigmentos (Meléndez et al., 2004b). Quiza por este
motivo, a diferencia de polifenoles o vitamina C, los carotenoides se ven mas afectados
negativamente por la mayor alteracion de las paredes celulares, debido a que la cavitacion,
que implica la formacion, el crecimiento y colapso de burbujas microscépicas (implosion)
y las propiedades de disrupcion de las ondas de ultrasonido provocan esa division celular
que puede terminar destruyendo pigmentos carotenoides y degradando su concentracion
como lo puede haber generado la mayor exposicion al US en esta investigacion (Piyasena

et al., 2003; Patist & Bates 2008; Bhat et al., 2011; Galanakis, 2012).

Ademas, es importante recordar que el US puede producir tensiones mecénicas, efectos
térmicos producidos por la implosion de burbujas y produccion de radicales libres lo que
puede producir en el jugo procesos oxidativos avanzados que afectan los carotenoides
(Goémez-Lopez et al. 2010; Valdramidis et al., 2010). La degradacion de carotenoides
puede deberse también a las condiciones fisicas extremas (termolisis o la combustion)
como un aumento de la presion y de la temperatura local, alcanzando hasta 5500 °C y 50
MPa respectivamente, que se producen dentro de las burbujas durante su colapso
cavitacional a microescala. Ademas, el US genera una accion mecanica entre las interfaces

de solidos y liquidos y también varias reacciones que se producen de forma simultanea o
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en forma aislada (Suslick ef al., 1986). Las reacciones de oxidacion, promovidas por la
interaccion de los radicales libres (como los hidroxilo) producidos por la cavitacion
durante la sonicacion (Portenldnger & Heusinger, 1992; Sadilova et al., 2007), debido
principalmente al aumento de temperatura que se produce, también pueden contribuir a
esa destruccion de este tipo de compuestos (Tiwari ef al., 2008a, b; Rodrigues & Narciso,

2012).

Otras investigaciones mostraron un descenso importante en el contenido de carotenoides

tras la aplicacion de US, por ejemplo:

-Vercet et al. (2001) aplicaron manotermosonicacion (20 kHz, 200 kPa a 62 °C por (15-
30) s) y obtuvieron una degradacion del B-caroteno y pérdida de carotenoides en el jugo
de naranja (entre un 8% y un 12%). Inclusive en este estudio, el tratamiento térmico a la
misma temperatura (62 °C, (15-30) s) no mostr6 ninguna degradacion. La degradacion de
los carotenoides se atribuy6 a los radicales libres producidos por el ultrasonido y la

oxidacion.

También se encontraron algunas investigaciones cientificas en jugos que muestran
aumentos en los carotenoides y este fendmeno al igual que para la vitamina C y los
polifenoles se lo atribuyen a la ruptura mecénica de las paredes celulares, debido a que la
cavitacion y las propiedades de disrupcion de las ondas de ultrasonido facilitan la
extraccion de compuestos diversos. ¢ Esta situacion plantea el por qué se dan tendencias
distintas con la ruptura de las paredes celulares en los carotenoides? Algunas teorias que
lo expliquen podrian ser, el tipo de pigmento carotenoide que tenga la matriz y como se
comporta, la inhibicion de la oxidacidén por los antioxidantes presentes también en el
mismo alimento y cuanto oxigeno queda disponible después de la fase de implosion y
como este puede llegar a oxidar los carotenoides, ademés por supuesto de las distintas
condiciones de tratamiento US utilizadas. El metdodo de extraccion del jugo podria
también influir, ya que al obtener el jugo de pifia se genera mucha acumulacion de aire y
la sensibilidad a la luz de este compuesto pudo producir pérdidas durante la produccion

del jugo y las extracciones del compuesto durante el posterior analisis.

A modo de ejemplo y contrarrestando lo obtenido en este estudio para el jugo de pifa:
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Abid et al. (2014a) obtuvieron un aumento significativo en los carotenoides totales
de muestras de jugo de manzana sometidas a sonicacion (25 kHz/ 70%/ 20 °C) durante
30 min (12%) y 60 min (27%) en comparacién con muestras de jugo no sometidas a
ultrasonidos.

En el jugo de sandia al que se le aplicé US (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-10)
min/ (0,30-0,81) W/mL) se le encontrd un ligero aumento en el contenido de licopeno
cuando se utilizaron niveles de amplitud mas bajos (Rawson et al., 2011).

Al aplicar US (40 kHz/130 W/ (15-60) min/ 25 °C) al jugo de mango chokanan se dio
un aumento significativo de carotenoides (del 4% al 9%) (Santhirasegaram et al.,

2013).

Los carotenoides son pigmentos estables en su ambiente natural, pero cuando los
alimentos se calientan se vuelven mucho mas labiles (Meléndez et al., 2004b), en las
siguientes investigaciones cientificas se ejemplifican las pérdidas del compuesto bioactivo
y el por qué se buscan tecnologias no térmicas de conservacion para preservar los jugos.
A pesar de ello, en esta investigacion, se obtuvieron resultados que se asemejan mucho a
los obtenidos por la utilizacion de tratamientos térmicos en cuanto a la conservacion de

compuestos carotenoides se refiere. A manera de ejemplificar lo mencionado se tiene:

Durante el procesamiento de puré de mango sometido a desintegracion fisica y
tratamiento de calor extra a 80 °C durante 10 min, se favorecid la destruccion de
carotenoides, presentandose un 12% de pérdida de B-caroteno y una disminucion del
26% en la B-criptoxantina (Godoy & Rodriguez-Amaya, 1991).

Sian & Ishak (1991) examinaron los efectos de los tratamientos de escaldado y
presecado sobre la estabilidad de los carotenoides en papaya y pifia. Los carotenoides
disminuyeron progresivamente en las dos frutas a medida que aumentaron el tiempo
y temperatura del escaldado. La retencion de pigmentos después de escaldar o secar
fue menor en la pifia que en la papaya.

Otra investigacion como la de Rattanathanalerk et al. (2005), menciona cémo el
procesamiento térmico provoca pérdidas en la calidad de un jugo de pifa para un
rango de temperatura de 55 °C a 95 °C y se describe por el efecto no enzimatico de

pardeamiento y la destruccion de los pigmentos de carotenoides.
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La degradacion de los carotenoides en el jugo de naranja se monitored durante el
calentamiento por microondas en diferentes condiciones de tiempo/temperatura.
Varios carotenoides fueron identificados y cuantificados por HPLC. La tasa de
degradacion de los carotenoides se vio afectada a 60 °C y 70 °C durante 10 min, la
violaxantina y la anteraxantina fueron los compuestos mas inestables, mientras que
la luteina y la provitamina A fueron mas estables. A 85 °C se observé una disminucioén
de alrededor del 50% para casi todos los carotenoides después de 1 minuto de

calentamiento por microondas (Fratianni ef al., 2010).

A manera de contrastar los resultados obtenidos en nuestro estudio, otras tecnologias no

térmicas presentaron menores efectos en los carotenoides que las tradicionales, por

ejemplo:

El tratamiento de pasteurizacion (90 °C, 20 s) causa una mayor disminucion en la
concentracion de la mayoria de los carotenoides identificados. La concentracion total
de carotenoides disminuy6 un 12,6% en jugo de naranja pasteurizado con respecto al
jugo de naranja fresco no tratado, en oposicion a disminuciones de 9,6%, 6,3% o 7,8%
cuando se aplicaron campos eléctricos pulsados de alta intensidad de (25, 30 o 40)
kV/cm respectivamente. El jugo de naranja tratado con los campos eléctricos muestra
una mayor tendencia hacia el color amarillo y una menor tendencia hacia el rojo con
respecto al jugo de naranja sin tratar, mientras que la luminosidad del jugo permanece
practicamente invariable, lo que demuestra la presencia de una mayor cantidad de

pigmentos carotenoides respecto al jugo de naranja pasteurizado (Cortés et al., 1998).

Es importante mencionar que las caracteristicas de cualquier tipo de tratamiento (en

nuestro caso el US) siempre deben ajustarse al tipo de matriz, ya que en algunos casos

puede aumentar o disminuir la disponibilidad de los carotenoides segin sea la misma. A

continuacion, se ejemplifica esta situacion en dos diferentes tipos de puré a los que se le

aplican los mismos tratamientos:

El contenido de carotenoides obtuvo un aumento significativo (p<0,05) por el
procesamiento (térmico (70 °C/ 2 min) y de alta presion) en el puré de zanahoria,
respecto a las muestras no procesadas. Se sugiere que la homogeneizacion y el

tratamiento térmico rompen las membranas celulares y el complejo proteina-
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carotenoide, haciendo que los carotenoides sean mas accesibles para la extraccion. En
cambio, el contenido de carotenoides fue particularmente afectado por el
procesamiento en el puré de tomate utilizando el mismo tipo de procesamiento que
para la zanahoria, ya que se degrad6 de forma significativa (p<0,05) respecto a las

muestras no procesadas (Patras et al., 2009).

Aunque la literatura sobre la retencion o pérdida de carotenoides durante el procesamiento
y almacenamiento parece ser abundante, la mayoria de los trabajos implican mediciones
del contenido de carotenoides totales. Las transformaciones quimicas que ocurren durante
el tratamiento con calor involucran la isomerizacion y epoxidacion de carotenoides, no su
formacion. Los supuestos aumentos de P-caroteno podrian deberse simplemente a una
mayor facilidad con la cual se pueden extraer los carotenoides de muestras cocidas o
procesadas, en comparacion con la extraccion en alimentos frescos, donde los
carotenoides estan protegidos fisicamente y/o estan combinados con otros componentes
de los alimentos que impiden la penetracion de los solventes y la extraccion (Rodriguez-
Amaya & Kimura., 2004). Luego de los resultados obtenidos en el presente trabajo se
podrian realizar estudios del perfil de carotenoides en el jugo de pifia pulposo y asi poder
explicar de una mejor y mas detallada manera las transformaciones quimicas de estos
compuestos bioactivos y los motivos de su retencion o pérdida, luego de un tratamiento

con US.

5.5. Evaluacion del efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre los

parametros de color y la diferencia total de color (AE).

5.5.1. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre los parametros de color

(CIELab).

El color es uno de los primeros atributos que un consumidor percibe y es a menudo
importante en la aceptacion general de los alimentos. En el jugo de fruta es uno de los
criterios visuales mas importantes para los consumidores con respecto a la calidad general
del producto, ya que puede resaltar el nivel de aceptacion y puede servir como un

indicador de la calidad microbiana durante el procesamiento y almacenamiento de un jugo
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de fruta (Bhat et al., 2011; Tiwari et al., 2009c y d). También las valoraciones visuales

pueden influenciar la percepcion del sabor de los alimentos (Spence et al., 2010).

Para las variables a* (rojo/verde) (p>0,2274; 1-p=0,2200), el tono o Hue (H*) (p>0,8171;
1-p= 0,9418) y la Luminosidad (L*) (p>0,4620; 1-f=1) (cuadro A.8), no se encontrd un
efecto del tiempo efectivo de sonicacion utilizado en esta investigacion para el jugo de
pifia pulposo (p>0,05). A manera de ejemplo en el cuadro 12 y la figura 16 podemos
observar que el tono (H*) no presenta grandes modificaciones o variaciones y se mantiene
con cambios minimos durante los distintos tiempos de sonicacion. Lo mismo sucede con

a* y L* (A.9 y A.10).

Como se observa al realizar las potencias de la prueba se obtiene un valor bajo para la
variable a*, lo que significa que existe la posibilidad de que si haya efecto, debido por
ejemplo al tamafio de la muestra, por la alta variabilidad en la materia prima (ver datos
iniciales a t=0, cuadro A.6) u otros errores debidos al experimento. Mientras tanto para
las variables L* y H*, la potencia de la prueba evidencia que definitivamente no existe un

efecto del tiempo de sonicacion para estos parametros.

El cuadro A.8 muestra que tanto para la variable de color b* como para la variable chroma
(C*) (p<0,0001 para ambas) se obtuvo un efecto del tiempo de sonicacion (p<0,05) para

el jugo de pina pulposo.

Segun los cuadros 10 y 11 a medida que aumenta el tiempo efectivo de sonicacion en el
jugo de pifia pulposo decrecen sus valores de b* (azul-amarillo) y C*, osea que disminuye
el grado de intensidad o saturacion amarilla del jugo. Es importante mencionar que el
color del jugo de fruta estd generalmente influenciado por la existencia de pigmentos
naturales, que a su vez dependen de la etapa de madurez de la fruta, las condiciones de
almacenamiento empleadas, la actividad enzimatica y la contaminacion microbiana (Bhat

etal.,2011).

Los cambios de color obtenidos en esta investigacion pueden estar ligados a las pérdidas
en los carotenoides totales ya reportadas en este trabajo, ya que estos compuestos son
antioxidantes naturales responsables de la coloracidon natural amarilla en el jugo de piia.

El diferente estado de madurez en las materias primas proveniente de cada lote contribuye
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también con esas diferencias significativas, ya que el color percibido en la pifa esta
relacionado con sus contenidos de carotenoides y clorofila. La clorofila, que es
responsable del color verde, se pierde en la pifia madura, lo que da lugar a carotenoides,
lo que a su vez contribuye a un color amarillo cada vez méas evidente (Dull, 1971; Paull,

1993).

Cuadro 10. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el valor b* en un jugo

pulposo de pinia (n=3).

. . b* (*)
Tiempo (min) -

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 58,2 60,6 53,8 57,5+ 0,0
4 56,0 63,1 54,5 579+52
8 54,9 59.8 52,3 55,7+43
12 51,6 58,2 53,1 54,3+39
16 53,9 56,9 49,7 53,5+4,1
20 51,9 54,3 47,8 51,3+3,7

(*) Los valores son significativos (p<0,05). Los resultados se representan por el

promedio + IC.

65,0 4
60,0 -

55,0:

h*

50,0

45,0 ‘ ‘
o 5 10 15 20 25

Tiempo efectivo de sonicacion (min)

Figura 14. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el valor b* de un jugo pulposo

de pifia (n=3; barras de error representan el intervalo de confianza).
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Cuadro 11. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el valor C* en un jugo

pulposo de pifia (n=3).

: . C* (%)
Tiempo (min) .

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 58,2 60,6 53,8 57,5+0,0
4 56,0 63,2 54,5 57,9+5,3
8 54,9 59.8 52,3 55,7+4,3
12 51,6 58,2 53,1 54,3+39
16 53,9 56,9 49,7 53,5+4,1
20 51,9 54,3 47,8 51,3+ 3,7

(*) Los valores son significativos (p<0,05). Los resultados se representan por el

promedio +IC.
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Figura 15. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el valor C* de un jugo

pulposo de piiia (n=3; barras de error representan el intervalo de confianza).

Cuadro 12. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el valor Hue en un jugo

pulposo de pinia (n=3).

H*

Tiempo (min) Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 5047,5 5066,8 51194 5078 £ 0,0
4 5020,3 5057,8 5131,0 5069,7 £+ 63,7
8 5107,0 5046,6 5145,0 5099,5 + 56,2
12 5060,9 5059,0 5074,8 5064,9 £9,8
16 5096,6 5088,5 5120,9 5102,0 £ 19,1
20 5114,5 51224 5040,2 5092,4 £51,3

(*) Los valores son significativos (p<0,05). Los resultados se representan por el

promedio +IC.
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Figura 16. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el valor Hue de un jugo

pulposo de piiia (n=3; barras de error representan el intervalo de confianza).

Otra explicacion de la correlacion entre las pérdidas de carotenoides y la reduccion de b*
o de C* es que la relacion de las coordenadas CIElab y los carotenoides en las muestras
analizadas generalmente se deben principalmente a la presencia de sistemas de dobles
enlaces conjugados de la cadena polienoica de los carotenoides que permite formar un
cromoforo (parte de la estructura responsable de la absorcion de luz visible y por tanto del
color del compuesto) cuya capacidad de absorcion de luz da lugar a los llamativos y
caracteristicos colores de estos pigmentos (amarillo) y el nimero de dobles enlaces
conjugados y la presencia de diferentes grupos funcionales determinardn en ultima
instancia las caracteristicas espectroscopicas propias de cada pigmento (Moreno et al.,

2012).

La degradacion del color amarillo en las muestras del jugo de pifia sonicado se puede
atribuir a la isomerizacién acelerada de carotenoides, asi como a las reacciones de
oxidacion que ocurren como resultado de la interaccion con radicales libres generados
durante los tratamientos de sonicacion. La cavitacion inducida durante la sonicacion
también puede ser un factor que contribuye a los cambios que se producen en el color del
jugo. Por otro lado, la degradacion del color asociada con el uso de ultrasonido podria ser
atribuida también a las condiciones fisicas extremas localizadas de temperatura (hasta

5000 K) y presion (50 000 kPa) en las muestras (Chen et al., 1995).
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Las reducciones en b* afectan las caracteristicas sensoriales del jugo de pifia, ademas de

su aceptacion, ya que la mayoria de los consumidores prefieren una pifia mas amarilla

porque esto estd asociado con una fruta mas madura y dulce (Britton & Khachik, 2009).

En otros jugos de fruta se han mostrado reducciones significativas en el valor de b* al

utilizar un tratamiento con US, por ejemplo:

El jugo de uva roja (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-10) min/ (0,30-0,81)
W/mL) (Tiwari et al., 2010), jugo de naranja (20 kHz, 61 um, 10 min, 0,81 W/mL)
(Tiwari et al. (2008a, 2008b)), jugo de fresas (20 kHz, 61 pmy 10 min a 0,81 W/mL)
(Tiwari et al., 2008c) y el jugo de tomate (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-10)
min/ (0,30-0,81) W/mL) (Adekunte et al., 2010). Se piensa que dichos cambios de
color son causados por efectos cavitacionales que provocan diversas reacciones
fisicas, quimicas y biologicas, es decir, aceleran las reacciones quimicas, aumentan
las tasas de difusion, dispersan los agregados o degradan las enzimas y los
microorganismos (Sala et al., 1995).

En otra investigacion los parametros de Hunter Lab se vieron afectados
significativamente (p<0,05) en el jugo de naranja tratado con US (20 kHz/ (50-75) %/
(5-30) °C/ (0-10) min). En este caso las muestras de jugo se volvieron ligeramente
mas claras, aument6 la luminosidad (L*), mas verdes (disminucion de a*) y mas
amarillas (aumenta b*). Sin embargo, no se observo diferencia estadistica en el color
seguin panel sensorial de prueba, incluso en condiciones extremas de tratamiento no
se detectaron diferencias a simple vista por los jueces sensoriales (Gémez- Lopez et

al., 2010).

Para diversos jugos la sonicacién también ha causado cambios en sus caracteristicas de

color, por ejemplo:

El tratamiento por US (35 kHz/ 20 °C/ 30 min) en el jugo de guayaba provocd un
aumento del rojo (a*) y el amarillo (b*) de las muestras en comparacién con el jugo
no tratado, mientras que la luminosidad (L*) disminuy6. Ademas, mostr6é un cambio

significativo en el valor AE (Cheng et al., 2007).
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El jugo de mora tratado con US (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-10) min/ (0,30-
0,81) W/mL), provoco una disminucion significativa de la luminosidad (L*) cuando
se increment6 el nivel de amplitud (Tiwari et al., 2009a).

La luminosidad (L*) del jugo de sandia tratado con US (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-
45) °C/ (0-10) min/ (0,30-0,81) W/mL), aument6 con niveles de amplitud mas altos
y tiempos de tratamiento mas largos (Rawson et al., 2011).

El rojo (a*) y la luminosidad (L*) aumentaron en el jugo de uva roja después de los
tratamientos de US (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-10) min/ (0,30-0,81)
W/mL) (Tiwari et al., 2010).

Se presentd una disminucioén significativa del rojo (a*) y aumento de la luminosidad
(L*) en el jugo de naranja después de utilizar el nivel de amplitud de US mas alto (61
pm) y el tiempo de tratamiento mas prolongado (10 min) (Tiwari et al. (2008a,
2008b)), misma situacion que reportan Tiwari et al. (2008¢), pero en el caso del jugo
de fresa.

Al tratar el jugo de limon Kasturi con US (25 kHz/ 20 °C/ (0-60) min) al mayor tiempo
de exposicion, se obtuvieron cambios significativos (p<0,05) con los valores mas
bajos para L*, a* y el valor b* mas alto (Bhat et al., 2011).

Los mismos resultados fueron obtenidos para el jugo de manzana, con un tratamiento
de sonicacion (25 kHz/ 20 °C/ 90 min). Los cambios en el color de los jugos de fruta
pueden atribuirse a las cavitaciones durante la sonicacion. Sin embargo,
sensorialmente, los pequeios cambios de color inducidos por la sonicacion del jugo
de limon kasturi y del jugo de manzana no fueron detectables a simple vista por los
consumidores. Asi que por esta razon se puede justificar la aplicacion de US en el
procesamiento de estos jugos (Seshadri et al., 2003; Abid, et al., 2013).

Con los batidos de fruta procesados con US (20 kHz/ (24,4-61) um/ (25-45) °C/ (0-
10) min/ (0,30-0,81) W/mL) se obtuvieron valores mas bajos para los pardmetros de
color (L*, a* y b*), posiblemente debido a limitaciones de procesamiento (Keenan et
al., 2012). Estas tendencias de degradacion durante el procesamiento ultrasoénico
pueden estar relacionadas con la formacion de radicales libres que se producen
durante la sonicacion, dando como resultado un aumento potencial en las vias de

oxidacion (Portenldnger & Heusinger, 1992; Pétrier et al., 2007).
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A modo de comparacion con los resultados obtenidos en la presente investigacion, en
algunos jugos el tratamiento US no produce cambios significativos en el color, por lo que
este tipo de tratamiento no térmico se convierte en una herramienta ideal para tratarlos,

de esta forma tenemos como ejemplo:

— El jugo de uva investigado por Aadil et al. (2013), no present6 diferencias
significativas en la luminosidad (L*), rojo (a*) y el amarillo (b*) de las muestras
tratadas con US (28 kHz/ 20 °C/ (30-90) min) en comparacién con los jugos no
tratados.

— El tratamiento con US ((23-500) kHz/ (120-600) W/ (0-180) min) en el jugo de
naranja no tuvo ningun efecto sobre la produccion de pigmentos, ademas el indice de
pardeamiento y el color son similares entre muestras tratadas y no tratadas (Valero et
al.,2007).

— En el jugo de mora procesado con US (20 kHz/ 40% (48 um) / 25 (£2) °C/ (5,9-34,1)
min/ 0,83 W/mL) los parametros de color (L*, C*, H*) se mantuvieron constantes
(p>0,0675; 1-p=0,98) para todos los tiempos de sonicacidn, incluidas las muestras no
tratadas. El AE también se mantuvo constante (p>0,4072; 1-$=0,99), lo que indica la
ausencia de degradacion general del color entre las muestras no tratadas y tratadas
(Wong et al., 2010).

— Al aplicar US y calor también se reportan cambios en el color de los jugos de fruta,
ejemplo de esto lo presentan Caminiti et al. (2011), ya que al aplicar
manotermosonicacion (20 kHz/ 23 um/ 4 bar a 43 °C por 8,4 min) al jugo de manzana
y arandano, se observaron disminuciones significativas (p<0,001) de 37% y 34% en
el parametro a*, que muestra que el jugo procesado era menos rojo que el control.

— -Enun estudio realizado por Zenker et al. (2003), al aplicar termosonicacion (20 kHz,
75 °C por (0-30) s), el color del jugo de naranja cambid significativamente. Ademas
se presentd un incremento en la luminosidad (L*) que se explica por una precipitacion
parcial de particulas insolubles suspendidas.

— El jugo de pifia, uva y arandano present6 cambios significativos en el color (p<0,05)
luego de aplicar una termosonicacion (24 kHz/ 120 um/ (40-60) °C/ (0-10) min)
(Bermudez-Aguirre & Barbosa-Canovas, 2012).
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El calor sigue siendo la técnica mas utilizada para la inactivacion de microorganismos en
los alimentos y de enzimas como la polifenoloxidasa, la cual es responsable del
pardeamiento enzimatico y puede producir cambios en el color, sabor o pérdidas de
vitamina C (Rattanathanalerk et al., 2005). El uso de calor en el procesamiento de jugos

de fruta provoca cambios y pérdidas en el color, esto se ejemplifica:

— En el estudio realizado por Rattanathanalerk et al. (2005), se reporta que el
procesamiento térmico provoca pérdidas en la calidad de un jugo de pifia en un rango
de temperatura de 55 °C a 95 °C, obteniéndose cambios significativos en los
parametros a* y b*, mientras que el AE se ajusta a un modelo que se describe por el
efecto no enzimatico de pardeamiento y la destruccion de los pigmentos carotenoides
(Rattanathanalerk et al., 2005).

— Otro ejemplo del efecto del uso del calor para el procesamiento, en este caso para el
puré¢ de pifa, se refleja en la investigacion llevada a cabo por Chutintrasri &
Noomhorm (2007), donde debido al aumento en la temperatura entre los 70 °C y los
110 °C (rango utilizado para cubrir el precalentamiento y la esterilizacion del puré de
pifa comercial aséptico) se presentaron cambios en el color del puré, maés
especificamente en la luminosidad (L*) y la diferencia total de color (AE), los cuales
se asocian con una pérdida de carotenoides.

— Patras et al. (2009) al utilizar calor y altas presiones en los purés de tomate y
zanahoria, encontraron que los parametros de color fueron afectados

significativamente (p<0,05).

Por estas razones y complicaciones que se encuentran generalmente con el uso de
tratamientos térmicos de procesamiento y conservacion es que el uso del US en productos
de fruta puede convertirse en una buena herramienta para mantener de mejor manera o
producir pocos cambios visuales en el color de los productos, si se controlan y se

continuan estudiando sus parametros.

5.5.2. Efecto del tiempo de sonicacion sobre la diferencia total de color (AE).

Se encontr6 un efecto significativo (p<0,0001) del tiempo de sonicacion sobre la

diferencia total de color (AE) para el jugo de pifia pulposo (cuadro A.8). En este caso el
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cambio de color aumenta con el tiempo de sonicacién como puede observarse en la figura

17.

Cuadro 13. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion en la diferencia total de color (AE)

en un jugo pulposo de pinia (n=3).

. . AE (*)

Tiempo (min) .
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio

0 0,0 0,0 0,0 0,0+0,0

4 2,5 2.9 2,2 25+04

8 3,6 2.9 3,1 32+04

12 49 2,4 23 32+1,7

16 4.4 3,9 4.8 44+0,5

20 6,5 6,4 6,8 6,6 0,2

(*) Los valores son significativos (p<0,05). Los resultados se representan por el

promedio +IC.
10

25

Tiempo efectivo de sonicacion (min)

Figura 17. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la diferencia total de color
(4E) de un jugo pulposo de piia (n=3, barras de error representan el intervalo de

confianza).

Como menciona Cserhalmi et al. (2006), los AE se pueden clasificar analiticamente como
no notables (0-0,5), levemente perceptibles (0,5-1,5), perceptibles (1,5-3,0), bien visibles
(3,0-6,0) y grandes (6,0-12,0) (Cserhalmi et al., 2006). Por lo que segun el cuadro 13, para
el tiempo efectivo de sonicacion 4 min se muestran diferencias perceptibles al 0ojo humano
y a medida que se aumentan los tiempos de sonicacion esas diferencias van aumentando

como se puede notar de forma grafica en la figura 17, incluso para los tiempos 8, 12y 16
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minutos, los valores de AE serian bien visibles al ojo humano (3,2, 3,2 y 4,4) y al madximo

tiempo de sonicacion la AE (6,6) es mas grande la percepcion (cuadro 13).

Por otro lado, segln la clasificacion que realiza Castellar et al. (2006), en la cual el valor
de AE debe ser igual o mayor a 5 para poder distinguir diferencias de color entre dos
muestras (Castellar et al., 2006), s6lo el mayor tiempo de sonicaciéon (20 minutos)
presentaria un AE (6,6) visible al ojo humano, respecto al tiempo cero (t=0) que representa

al jugo pulposo de pifia sin tratamiento con US (cuadro 13).

Realizar una distincioén entre las muestras sonicadas es dificil, aunque la teoria indique
que deba ser perceptible a simple vista. Dias et al. (2015) demuestran que, pese a que la
diferencia sea detectada instrumentalmente, no significa que vaya a ser encontrada a
simple vista. Aunque un andlisis instrumental indique un cambio suficiente para dicha
diferenciacion, ha sido corroborado que sensorialmente los consumidores no fueron
capaces de identificarla (Gémez et al., 2018). Seria importante confirmar esto con el
analisis sensorial correspondiente en el futuro con nuevas investigaciones en esta linea,

que complementen los resultados de esta investigacion.
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6. CONCLUSIONES

En el jugo de pifia pulposo se encontrd un efecto significativo del tiempo efectivo
de sonicacion sobre la pérdida promedio de vitamina C total (p<0,0015); se
observo que a medida que aumenta el tiempo efectivo de sonicacion (variable
continua) se denota un ligero aumento en la pérdida promedio de este compuesto
bioactivo.

En el jugo de pifia pulposo se dio un efecto significativo del tiempo efectivo de
sonicacion sobre la variable pérdida promedio de acido ascorbico (p<0,0003). A
medida que se aumenta el tiempo efectivo de sonicacion (variable continua) las
pérdidas promedio de acido ascorbico son mayores.

El AA y la vitamina C, presentan porcentajes de pérdida bajos, menores al 8,2%

incluso al mayor tiempo efectivo de sonicacion (20 min).

No se encontrd un efecto significativo del tiempo efectivo de sonicacion sobre la
variable pérdida promedio de polifenoles totales (p>0,8809; 1-$=0,1128).

Para la variable pérdida promedio de la capacidad antioxidante hidrofilica no se
encontr6 un efecto significativo (p>0,8378; 1-f=0,1000) con respecto a la variable
tiempo efectivo de sonicacion.

En este estudio se encontr6 un efecto significativo del tiempo de sonicacion sobre
la variable pérdida promedio de carotenoides totales (p<<0,0001) en el jugo de piia
pulposo. A medida que aumenta el tiempo efectivo de sonicacion (variable
continua) se presenta un aumento en la pérdida promedio de los carotenoides
totales. De hecho, al tiempo méaximo de tratamiento (20 min) inclusive se alcanza

un valor alto de pérdidas que asciende a un 40,1%.

Para las variables a* (rojo/verde) (p>0,2274; 1-f=0,2200), el tono o Hue (H*)
(p>0,8171; 1-p=0,9418) y la Luminosidad (L*) (p>0,4620; 1-p=1), no se encontrd
un efecto significativo del factor tiempo efectivo de sonicaciéon utilizado en esta

investigacion en el jugo de pifia pulposo (p>0,05).
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> Para las variables L* y H*, la potencia de la prueba evidencia que definitivamente
no existe un efecto del tiempo efectivo de sonicacién para estos parametros de

color.

> Tanto para la variable de color b* como para la variable chroma (C*) (p<0,0001
para ambas) se obtuvo un efecto significativo del factor tiempo efectivo de
sonicacion (p<0,05) para el jugo de pina pulposo. A medida que aumenta el tiempo
efectivo de sonicacion, en el jugo de pifia pulposo decrecen sus valores de b* (azul-
amarillo) y C*, o sea que disminuye la intensidad o saturacion de coloracién
amarilla.

> Se encontr6 un efecto significativo (p<0,0001) del tiempo efectivo de sonicacion
sobre la diferencia total de color (AE) para el jugo de pifia pulposo. En este caso
el AE aumenta conforme aumenta el tiempo efectivo de sonicacion.

> De acuerdo con la literatura se concluye que solo el mayor tiempo de sonicacion
(20 min) presentaria un AE (6,6) en el que se puede distinguir diferencias de color
respecto al jugo de pifia fresco (t=0) que representa al jugo pulposo de pifia sin
tratamiento con US y que estas serian perceptibles al ojo humano.

> Al ser el color un atributo importante en la aceptacion del producto por parte del
consumidor y segun los 2 criterios de evaluacion del AE no seria recomendable la
aplicacion de un tiempo de sonicacion de 20 min para tratar el jugo de pifia
pulposo.

> En general, tiempos efectivos de sonicacion de hasta 20 min no presentan un efecto
negativo sobre las cualidades nutricionales y los compuestos bioactivos del jugo
de pifa pulposo (excepto para los carotenoides totales). Los componentes
analizados se preservan o tienen porcentajes de pérdida muy bajos en comparacion
a otros jugos con tratamientos térmicos o no térmicos (incluido el US) en otras

investigaciones.

> Los hallazgos del presente estudio sugieren que el tratamiento de sonicacion
podria emplearse como una técnica adecuada para el procesamiento o
conservacion del jugo pulposo de pifia a diferentes tiempos de sonicacion, ya que

puede presentar muy buenas retenciones (del 90% o mads) en algunos de sus
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compuestos bioactivos (vitamina C, acido ascorbico y polifenoles totales) asi
como en la capacidad antioxidante hidrofilica (H-ORAC).

El estudio realizado sobre las pérdidas en los compuestos bioactivos del jugo de
pifia pulposo debido a los tiempos efectivos de sonicacidon es una importante
contribucion en la busqueda de alternativas no térmicas de preservacion de jugos
de fruta y a su vez para la industrializaciéon de este producto, brindando al

consumidor un jugo con alto contenido de compuestos bioactivos.

El1 US puede emplearse con éxito para obtener un jugo con una mejor calidad desde
el punto de vista funcional y de inocuidad (estudiado en otras investigaciones) que
favorezca la salud del consumidor. Es importante indicar que el US requiere ser
acoplado a otras tecnologias de conservacion (térmicas, Presion osmotica, entre
otras) porque por si solo no permite obtener jugos estables desde el punto de vista

del deterioro microbiologico.
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7. RECOMENDACIONES

> Es importante recalcar que esta tecnologia necesita ir en combinacién con otro
tratamiento para lograr asegurar la inocuidad del producto final. Sin embargo, este
trabajo no abord¢ los aspectos de inocuidad del jugo, ya que el enfoque consistid
en determinar el efecto del tiempo efectivo de sonicacidon sobre los compuestos
nutricionales de interés y no sobre su inocuidad. Por lo que, en este aspecto, seria
importante realizar trabajos enfocados a la aplicacion de US para jugo de pifia
pulposo a las condiciones evaluadas en esta investigacion, pero combinandolas
con otro tipo de tratamientos, tales como pulsos eléctricos, alta presion osmotica,
calor (termosonicacion), presion dindmica (manosonicacion), por citar algunos
ejemplos, para analizar también aspectos de inocuidad.

> Los resultados obtenidos en esta investigacion complementan los de
investigaciones previas y apoyan la hipotesis de que las condiciones y tiempos de
sonicacion utilizados en general presentan efectos significativos, pero los
porcentajes de retencion en general de los compuestos bioactivos estudiados
(exceptuando los carotenoides) son muy buenos (mayores al 90% en su mayoria),
por lo que seria recomendable realizar futuras pruebas aplicando estas condiciones
en el jugo de pifia pulposo, pero combinando tanto aspectos de inocuidad como el
analisis de compuestos bioactivos.

> A pesar de que a nivel industrial en Costa Rica la tecnologia de US no esta muy
desarrollada y existen pocas aplicaciones industriales actualmente disponibles, el
conocer las ventajas de preservacion de componentes nutricionales importantes
puede contribuir con el disefio de alternativas de procesamiento en jugos de pifia,
mas aun teniendo claro que nuestro pais es el primer exportador de pifa en el
mundo.

> Para analizar de manera mas exacta el comportamiento de los carotenoides o de
los polifenoles seria importante realizar una identificacion completa de cada

compuesto encontrado (perfil) en el jugo de pifia pulposo, utilizando para esto
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técnicas de HPLC o UPLC acoplado a Espectrometria de Masas (MS), esto
permitiria enfocar la investigacion hacia compuestos especificos.

Al igual que en otros experimentos con ultrasonido, podrian utilizarse otras
condiciones de frecuencia y amplitud, o con flujos continuos o discontinuos, de
esta manera podria evaluarse si se logra producir un aumento significativo de todos
los componentes bioactivos o si, al contrario, presentaria un efecto adverso para el
jugo de pifia pulposo.

Se recomienda realizar las mediciones de los distintos compuestos bioactivos y de
los parametros de color con una mayor cantidad de repeticiones, para mejorar la
calidad de los resultados, ya que se observd una gran variabilidad y en algunos
casos, la potencia de la prueba fue muy baja (polifenoles totales, por ejemplo).

Al ser el color un atributo importante en la aceptacion del producto por parte del
consumidor, esta evaluacion instrumental deberia ser complementada con una
evaluacion sensorial en futuras investigaciones para verificar si los consumidores

pueden detectar diferencias en el color a este nivel.

Se recomienda también una evaluacion sensorial del sabor del jugo de pifa
pulposo contra el jugo sometido al tiempo mas prolongado de sonicacion, asi se
puede comprobar si los consumidores encuentran una diferencia entre ambos jugos

y, de encontrarla, seria importante evaluar el agrado o preferencia entre ellos.

Se recomienda evaluar adicionalmente otros métodos de determinacion de
actividad antioxidante que no sean in vitro, los cuales puedan brindar una idea
aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo, con el fin de
identificar un método que genere resultados mas confiables y precisos. Un método
que se podria utilizar para evaluar la capacidad antioxidante a nivel celular puede
ser el que emplea eritrocitos (ERYCA).

Respecto a los carotenoides, al presentarse pérdidas mds significativas y las
mismas se ven reflejadas en los parametros de color que son muy importantes para
la aceptacion del consumidor, seria importante realizar mas investigaciones, con
un mayor numero de lotes y mantener una mayor atencion sobre la materia prima

y sus caracteristicas iniciales como el grado de madurez, ademés de la zona
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geograficay la época de cosecha, para tener menores afectaciones en los resultados
en general obtenidos luego de aplicar la sonicacion.

Un mejor muestreo de la materia prima de ser posible por parte del investigador
responsable también puede ser muy importante, tratando elegir primero las

caracteristicas anteriormente descritas deseadas.
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9. ANEXOS

Cuadro A.1. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el contenido de vitamina C

total de un jugo pulposo de pifia (n=3).

Tiempo Vitamina C (mg/100g BS)
(min) Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 407,1 £3,8 306,0 £16,3 391,2 44,7 368,1 £54,4
4 396,2 £2,2 307,7 +4,7 391,9 44,5 365,3 49,9
8 365,2 +17,7 307,3 £15,2 373,549,1 348,7 +£36,0
12 379,0 £26,6 303,3 +£5,1 375,0 £11,1 352,4 +42,6
16 385,8 3,9 285,6 £3,2 374,1 £12,5 348,5 +£54,8
20 372,1 £1,5 298,1 £5,4 364,6 10,4 344,9 +40,8

Los resultados se representan por el promedio con su respectiva deviacion estandar.

Cuadro A.2. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el contenido de acido

ascorbico de un jugo pulposo de pifia (n=3).

Tiempo Acido ascérbico (mg/100g BS)
(min) Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 375,8 £2,8 267,1 £5,0 357,7+1,1 333,5+58,2
4 360,2 +£5,0 266,8 +4,4 357,8 £8,0 328,3 £53,2
8 349,542,0 262,8 £14,8 343,0 £8,5 318,4 +48,3
12 358,4 1,6 265,1 £1,7 329,3 £3,5 317,6 +47,7
16 348,542,0 250,6 +£3,2 319,3+13,2 306,1 +£50,3
20 326,1 +4,1 256,5 5,6 339,4 45,5 307,3 +44,5

Los resultados se representan por el promedio con su respectiva deviacion estandar.
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Cuadro A.3. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el contenido de polifenoles

totales de un jugo pulposo de pifia (n=3).

Tiempo Polifenoles totales (mg GAE/100g de muestra BS)
(min) Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 144,3 +£5,8 63,5 9.5 115,2 £12,3 107,6 +40,9
4 124,2 +5.4 64,8 £10,0 108,3 £19,2 99,1 £30,8
8 122,9 £1,0 71,3 £3,0 124,4 £7,7 106,2 £30,2
12 111,8 £9.4 66,2 15,4 110,5+9,3 96,2 £26,0
16 110,2 +0,9 62,2 +3.3 125,9 +6,1 99,5 £33,2
20 114,3 +17,6 85,2439 133,5+7,6 111,0 £24,3

Los resultados se representan por el promedio con su respectiva deviacion estandar.

Cuadro A.4. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre la capacidad antioxidante

hidrofilica (H-ORAC) de un jugo pulposo de piia (n=3).

Tiempo H-ORAC (mg TE / g muestra BS)
(min) Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 37,9 £2,0 413434 459429 41,7 +4,0
4 37,0 +4,7 38,6 2,4 40,9 £2,6 38,8 +2,0
8 35,6 £2,4 38,0 £2,7 39,1 £2,7 37,6 £1,8
12 38,8 £2,3 35,9 +1,6 472 +43 40,6 +5,8
16 37,1 £2,6 37,5427 37,9 +1,9 37,5+0,4
20 38,3 +£3,8 42,3 4+2,8 46,9 £33 42,5443

Los resultados se representan por el promedio con su respectiva deviacion estandar.
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Cuadro A.5. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el contenido de carotenoides

totales de un jugo pulposo de pifia (n=3).

Tiempo Carotenoides totales (ug p-caroteno E/g BS)
(min) Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 15,2 +£0,2 22,9 +0,3 21,3 £0,6 19,8 +4,1
4 11,6 £0,1 21,2 +0,1 20,7 £0,1 17,8 £5,4
8 14,8 0,2 22,5 +0,1 18,8 +0,2 18,7 £3.,8
12 9,7+0,3 19,8 £0,5 20,4 +0,2 16,6 £6,0
16 8,0 +0,3 19,7 £0,3 12,5 £0,5 13,4 £5,9
20 9,7 £0,2 14,4 +0,4 11,5+0,4 11,94+2,4

Los resultados se representan por el promedio con su respectiva deviacion estandar.

Cuadro A.6. Caracterizacion del jugo pulposo de pifia al t=0 (materia prima).

Analisis Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
% Humedad 85,5+1,6 85,4 +0,7 85,8 £1,6 85,6 £0,2
Vitamina C (mg/100g BS) 407,1 £3,8 | 306,016,3 | 391,2+4,7 | 368,1 £54,4
AA (mg/100g BS) 375,8 2,8 267,1 £5,0 357,7 £1,1 333,5+58,2
CT (ug B-caroteno E/g BS) 15,2 £0,2 22,9 +0,3 21,3 £0,6 19,8 £5,1
PT (mg GAE/100g BS) 144,3 +£5,8 63,5 +9.,5 115,2+12,3 | 107,6 +40,9
H-ORAC (mg TE/g BS) 37,9 +£2.0 41,3 +£3,4 45,9 £2.9 41,7 +4,0

Donde AA= Acido ascorbico, CT= Carotenoides totales y PT= Polifenoles totales, H-

ORAC= actividad antioxidante hidrofilica. Los resultados se representan por el

promedio con su respectiva deviacion estandar.
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Cuadro A.7. Parametros de la regresion lineal de las caracteristicas evaluadas en el jugo

pulposo de pifia o Anélisis de varianza para algunos parametros en el jugo pulposo de

pifia.
Anlisis Significancia para el factor Potencia de

tiempo Prueba

Vitamina C (mg/100g BS) 0,0015%* -

AA (mg/100g de muestra BS) 0,0003* -

CT (ug/g de muestra BS) <0,0001* -

PT (mg/100g de muestra BS) 0,8809 0,1128

H-ORAC (mg TE / g muestra BS) 0,8378 0,1000

* Los valores son significativos para una p<0,05.

Donde AA= Acido ascérbico, CT= Carotenoides totales y PT= Polifenoles totales.

Cuadro A.8. Andlisis de varianza para los parametros de color en el jugo pulposo de

pina.
Significancia
Potencia de
Analisis | para el factor
Prueba
tiempo
a* 0,2274 0,2200
b* <0,0001(*) -
Cc* <0,0001(*) -
L* 0,4620 1,0000
Hue (H¥) 0,8171 0,9418
AE <0,0001(*) -

(*) Los valores son significativos para una p<0,05.
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Cuadro A.9. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el valor a* en un jugo

pulposo de pina (n=3).

Tiempo (min) il

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 1,9 1,7 0,6 1,4+0,7
4 2,3 1,9 0,4 1,53+ 1,0
8 0,8 2,0 0,2 1,0+0,9
12 0,4 1,7 1,3 1,1 +0,7
16 1 1,2 0,5 0,9+04
20 0,7 0,6 1,7 1,0+ 0,6

(*) Los valores son significativos (p<0,05). Los resultados se representan por el

promedio +IC.

Cuadro A.10. Efecto del tiempo efectivo de sonicacion sobre el valor L* en un jugo

pulposo de pina (n=3).

Tiempo (min) v

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio
0 57,5 56,7 59,3 57,8 +1,3
4 56,3 58,1 57,2 57,2+0,9
8 56,2 56,6 56,7 56,5+0,3
12 56,2 57 57,3 56,8+ 0,6
16 57,3 57,7 56,9 57,3+04
20 57,8 57,2 56,4 57,1+0,7

(*) Los valores son significativos (p<0,05). Los resultados se representan por el

promedio +IC.



