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Resumen

RESUMEN

La zarzamora es un fruto que presenta gran adaptabilidad climatica, por lo que en
México la produccion de este fruto alta, asi como la exportacion de este producto a
otros paises, ocupando el tercer lugar en ambos aspectos. Sin embargo su vida de
anaquel es corta, por lo que se han elaborado productos entre los que destaca el
jugo. El jugo de zarzamora es una bebida que presenta compuestos bioactivos con
capacidad antioxidante, siendo mayoritarios los compuestos fendlicos, tales como
las antocianinas, sin embargo durante el procesamiento térmico hay pérdida de
dichos compuestos, por lo que han surgido tecnologias emergentes como el
termoultrasonido, que inactiva eficazmente microorganismos Yy enzimas,
preservando o favoreciendo el contenido de estos compuestos, asi como las
propiedades relacionadas con la calidad. Por lo que el objetivo de este estudio fue
optimizar las condiciones de termoultrasonicacion del jugo de zarzamora sobre las
caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas y antioxidantes.

Se evalud el pH, °Bx, turbidez y oscurecimieto, asi como la carga microbiana
(recuento total, enterobacterias, levaduras y bacterias acido lacticas), la actividad de
la polifenol oxidasa y pectin metilesterasa, la capacidad antioxidante y el contenido
de acido ascorbico, fenoles totales y antocianinas del jugo de zarzamora
termoultrasonicado para su optimizacion por superficies de respuesta y se comparé
con jugo pasteurizado (90 °C/15 s) y jugo fresco. Se utilizo el disefio de superficie de
respuesta con un disefilo central, compuesto rotable, siendo las variables
independientes la temperatura (X;) y el tiempo (Xz). La comparacién de los jugos
termoultasonicado, pasteurizado y control, se realizé con la prueba de Tukey con un
nivel de confianza del 95 %.

Con excepcion del analisis microbiano, las variables estudiadas se ajustaron al
modelo matematico con una R?Adj 20.87. El termoultrasonido logré la total
inactivacion microbiana para las 4 técnicas estudiadas y una reduccion significativa
de las enzimas PME y PPO (53 y 98 % respectivamente), asi como un aumento de
la actividad antioxidante y de los compuestos fendlicos, con una ligera reduccion del
acido ascorbico y de las antocianinas. De manera general, la temperatura fue la

variable mas influyente en estas variables de respuesta, tanto en términos lineales
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Resumen

como cuadraticos. Las condiciones Optimas, obtenidas por la superposicion de
superficies de respuesta, fueron de 50+1 °C por 17+1 min, encontrando mayor
reduccién enzimatica, una alta capacidad antioxidante y elevado contenido de
antocianinas y fenoles totales.

En cuanto a la comparacion de las técnicas de procesamiento, el jugo
termoultrasonicado, comparado con el pasteurizado, logr6 mayor reduccion de la
polifenoloxidasa (98.3 %) y de la pectinmetilesterasa (63.7 %) con aumento de
actividad antioxidante (1,118.2 mg EAA/L y 13,964.96 umol ET/L), acido ascorbico
(291.16 mg EAA/L), compuestos fendlicos (3,311.3 mg EAG/L) y contenido de
antocianinas (922.55 mg Cy-3-Gl). La metodologia de superficie de respuesta
permitio definir las condiciones Optimas de termoultrasonido. Esta tecnologia resulta
mejor que la tecnologia convencional en cuanto a la inactivacion enzimatica y
mejoramiento de las propiedades antioxidantes del jugo de zarzamora, confiriendo

un valor agregado al producto.



Abstract

ABSTRACT

Blackberry is a fruit with a great climatic adaptability, being México a high production
of this fruit, occupying the 3™ position in the international production and exportation.
Besides, shelf-life of blackberry is short therefore has been elaborated some
products, like juices. Blackberry juice is a beverage with bioactive compounds which
present antioxidant capacity, among them phenolic compounds like anthocyanins,
nevertheless during the thermal processing there are a loss of this compounds,
therefore in this study the objective was to optimize the thermoultrasonication
conditions for blackberry juice, based on physic-chemical, microbiological and

antioxidants properties.

pH,°Bx, cloud and browning index were measured, also microbial load (total plate
counts, enterobacteriae, molds and lactic acid bacterium), enzymatic activity
(polifenoloxidase and pectinmetylesterase activity), antioxidant capacity, total
phenolic compounds and the ascorbic acid and anthocyanins content of the
thermoultrasonicated blackberry juice were investigate to optimize by response
surface superposition and was compared with the pasteurized juice (90 °C/ 15 s) and
fresh juice. The response surface methodology was employed to obtain the optimum
conditions of thermoultrasonication with a central, composited rotatable design, being
the independent variables temperature (X;) and time (X). Significant differences
between mean values of thermoultrasonicated, pasteurized and control juice were

determined by Tukey pairwise comparison test at a significance level of p < 0.05.

Excepting the microbial analysis, the studied variables showed high correlation
coefficients with mathematical model of R?Adj = 0.87. Thermoultrasonication
treatment showed total microbial inactivation (total plate counts, enterobacteriae, olds
and lactic acid bacterium), enzymatic activity reduction (98 % of polifenol oxidase
and 53 % of pectinmetylesterase activity), an aincrease of antioxidant capacity and
total phenolic compounds, on the contrary,the ascorbic acid and anthocyanins
content was reduced. Generally, temperature was the most important independent
variable on the response variables, in linear terms as well as quadratic terms. The

optimum conditions by response superposition figures was 50+1 °C at 17+1 min,
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showing higher enzymatic reduction, augment of antioxidant activity and greater
anthocyanins and total phenol content.

Comparing the processing techniques of blackberry juice, thermoultrasonication
treatment, compared with pasteurization, showed higher reduction of polyphenol
oxidase (98.3 %) and pectin metylesterase (63.7 %) activity, higher antioxidant
activity (1,118.2 mg EAA/L and 13,964.96 umol ET/L) as well as greater phenolic
compounds and anthocyanin content (3,311.3 mg EAG/L and 922.55 mg Cy-3-GlI
respectively). The response surface methodology allows obtain the optimum
conditions of thermoultrasonication for blackberry juice. This technology is better than
conventional in terms of enzymatic inactivation and improvement of the antioxidant

properties of blackberry juice.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

El conocimiento de la zarzamora se remonta al afio 370 a.c., donde ya se usaba
como alimento y con fines medicinales. Desde entonces se han colectado de
manera silvestre, debido a su rapida reproduccion vegetativa y a la diseminacion de
semillas por las aves (Pérez-Barraza y Vazquez-Valdivia, 2004; Chavez, 2011). Este
fruto pertenece al grupo de las “berries”, es un fruto rojo que al madurar se tornan
negro con sabor dulce y aromético, es utlizado para la preparacién de jugos,
helados, yogurt, mermeladas, dulces y mosto de frutas (Pérez-Barraza y Vazquez-
Valdivia, 2004; Cuevas-Rodriguez, 2011; SIAP, 2014a).

México ocupa el tercer lugar en produccion de zarzamora, siendo el estado de
Michoacan el principal productor, mientras que el estado de Hidalgo genera menos
del 1 % de la produccion nacional (SIAP, 2014b). De acuerdo a la SAGARPA (2014),
el cultivo de las berries es el de mayor rentabilidad en la industria hortofruticola,
siendo un importante generador de divisas y empleos para el campo nacional, por lo

gue se esta en busca de alternativas para aumentar la produccion de estos frutos.

En cuanto a su composicion nutricional, la zarzamora contiene alrededor del 80 %
agua, es buena fuente de fibra, vitaminas del complejo B y minerales, como calcio,
fésforo, potasio y magnesio, entre otros, y destacan también sus compuestos
bioactivos con propiedades antioxidantes, tales como vitamina E y C, B-carotenos,
polifenoles y flavonoides como las antocianinas y taninos (Deighton et al., 2000;
Cuevas-Rodriguez et al., 2010; Chavez, 2011; Lee et al., 2012), siendo estos ultimos
compuestos los que confieren mayor poder antioxidante (Deighton et al., 2000;
Tiwari et al., 2009b). Estos antioxidantes tienen la capacidad de aplazar, retardar o
prevenir el dafio oxidativo causado por radicales libres, especies reactivas de
oxigeno (ROS) o nitrogeno, ademas de brindar proteccion de las defensas
enddgenas de antioxidantes, promoviendo o mejorando la salud humana (Cuevas-
Rodriguez et al., 2010; Lee et al., 2012).

Debido a esto y a la vida de anaquel corta, se han elaborado productos como jugos
pasteurizados de zarzamora, con la finalidad de alargar la vida atil del producto, ya
gue en México, los jugos de frutas son ampliamente consumidos y son empleados

como sustituto de los refrescos, ya que, a diferencia de estos ultimos, proveen la
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Introduccién

mayor parte de los nutrientes de su fuente natural. Sin embargo, el procesamiento
térmico presenta algunas desventajas, ya que se genera la degradacion de
compuestos bioactivos y otras cualidades sensoriales y de calidad, tales como color,
sabor, turbidez, oxidacion, entre otras, por lo que han surgido tecnologias
emergentes como el ultrasonido. Esta tecnologia resulta econdmica, sencilla,
respetuosa con el medio ambiente y eficaz para lograr una disminucion de la carga
microbiana, sin afectar de manera significativa, las caracteristicas sensoriales y
nutricionales de los jugos procesados (Earnshaw et al., 1995; Tiwari et al., 2009c;
Soria y Villamiel, 2010; Herceg et al., 2013). Se ha estudiado el efecto del
ultrasonido con otras técnicas de procesamiento, tales como la aplicacion de altas
presiones y/o calor (Earnshaw et al., 1995; Herceg et al., 2013). Asi, la aplicacion de
ultrasonido con un tratamiento térmico suave (< 100 °C), da lugar al procedimiento
denominado termosonido o termoultrasonido (Demirdéven y Baysal, 2008; Herceg et
al., 2013), esta tecnologia es una alternativa a los tratamientos térmicos
convencionales, con resultados favorables como la inactivacion microbiana y
enzimatica, asi como la liberacion y retencion de compuestos con actividad
antioxidante y el mantenimiento de sus propiedades relacionadas con la calidad
como el color, acidez titulable, entre otros parametros (Earnshaw et al., 1995; Cheng
et al.,, 2007; Demirdéven y Baysal, 2008; Tiwari et al., 2010; Adekunte et al., 2010;
Vidal-Fonteles et al., 2012; Ercan y Soysal, 2013).
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2. MARCO TEORICO

2.1 Zarzamora

La zarzamora (Rubus fruticosus sp.), es un arbusto de ramas espinosas y de
seccion pentagonal y pueden crecer hasta 3 metros. Las flores son blancas o
rosadas, brotan en racimos dando lugar a inflorescencias de forma oblonga o
piramidal. Los pétalos son ovalados de 10 a 15 mm, variando su color desde el
blanco al rosa (figura 1). En algunos paises se considera a las zarzamoras como
plantas invasivas, pertenecen a la familia de las rosaceas y es conocido por su fruto:

la zarzamora (Pérez-Barraza y Vazquez-Valdivia, 2004; SIAP, 2014a).

Este fruto pertenece al grupo de las “berries” o frutillas, en el cual se incluyen
también la fresa, la frambuesa, el arandano, las uvas, las aronias y las grosellas. La
zarzamora es un fruto rojo, que al madurar se tornan negro, con sabor dulce y
aromatico, es utilizado para la preparacion de jugos, helados, yogurt, mermeladas,
dulces y mosto de frutas. Esta compuesta de numerosos frutos (drupas) situados
alrededor de un nucleo fibroso (Pérez-Barraza y Vazquez-Valdivia, 2004; Cuevas-
Rodriguez, 2011; SIAP, 2014a).

La planta esta lista para fructificar aproximadamente a los 7 meses de edad; a los 16
dias se desarrolla la yema floral y tiene una vida de 6 dias que es cuando tira los
pétalos, en ese momento y hasta que el fruto comienza a colorear transcurren 24
dias; finalmente se obtiene el fruto para cosecha a los 10 a 20 dias después,

dependiendo de la variedad y las temperaturas (Chavez, 2011).

2.1.1 Origen de la Zarzamora.

El conocimiento de la zarzamora se remonta al afio 370 A. C. (Antes de Cristo),
donde ya se usaba como alimento y con fines medicinales. Desde entonces se han
colectado de manera silvestre, e incluso, esta planta llegé a ser plaga en Australia y
Sudamérica después de ser introducida por los colonizadores, debido
principalmente, a su rapida reproduccion vegetativa y a la diseminacién de semillas

por las aves (Pérez-Barraza y Vazquez-Valdivia, 2004; Chavez, 2011).
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Figura 1. Planta de zarzamora

Fue hasta el siglo XVII que se domesticO el cultivar Evergreen, y el resto de los
cultivares conocidos actualmente, fueron producidos hasta el siglo XIX y XX. En
Ameérica comenzaron a ser cultivadas por los afios de 1850-1860, el tipo Himalaya y
Evergreen de Europa fueron las primeras en introducirse. En 1867 se listaron 18
cultivares, la mayoria seleccionados de plantas nativas. En Norteamérica fue a fines
del siglo XIX que comenzaron a establecerse huertos comerciales en forma notable
(Chavez, 2011; Cuevas-Rodriguez, 2011).

La industria de la zarzamora en Meéxico inicia a mediados de los 80’s, con los
primeros huertos comerciales en Morelos con el cultivar Logan y en Michoacan con
el Brazos. Posteriormente, se fueron introduciendo otras variedades como
Cherokee, Comanche, Cheyenne, Shawnee y Choctaw, provenientes de la
Universidad de Arkansas y la variedad Tupy o la Brasilefia originada en Brasil
(Parra-Quezada, 1999; Parra-Quezada, 2005; Chavez, 2011; Cuevas-Rodriguez,
2011).

Alicia Cervantes Eligamande



Marco teérico

En México la variedad Tupy es la que mejor se ha adaptado, y la cual ha presentado
buenas cualidades en cuanto a firmeza, color y productividad, siendo mejor que la
variedad Brazos (Finn y Clark, 2012).

2.1.2 Adaptabilidad

La planta de zarzamora crece a grandes altitudes, en terrenos ubicados entre dos y
tres mil metros sobre el nivel del mar. En México, llega a crecer a altitudes desde
1,100 m hasta alrededor de 2,500 m; crece adecuadamente en suelos &acidos con pH
de 5.5 a 6.5 y con una profundidad de al menos 50 cm (Pérez-Barraza y Vazquez-
Valdivia, 2004; FAO, 2014; SIAP, 2014a).

En condiciones naturales, la zarzamora se desarrolla bien en climas frescos y frios,
sin embargo, cuando las temperaturas descienden a -17 °C o mas, las zarzamoras
sufren dafos. Por otro lado, hay variedades que no requieren frio para su desarrollo,
por lo que crecen adecuadamente en climas calidos (Pérez-Barraza y Vazquez-
Valdivia, 2004). También llega a crecer en pedregales, en donde encuentra algo de
suelo rico en materia organica, se adapta a condiciones de luz y sombra; pero

cuando recibe mucha luz crece con mas vigor (SIAP, 2014a).

2.1.3 Produccion

Debido a la gran adaptabilidad de la planta de zarzamora, México representa una
alternativa para el mercado nacional y de exportacion. La produccién de este fruto se
da en la mayor parte del afio (de octubre a junio), por lo que la demanda mundial es
alta. En México se producen 128,976.41 toneladas anuales, lo que representa un
valor de produccién en pesos de $ 4,095,530.11, siendo el mayor productor el
estado de Michoacan (tabla 1). El estado de Hidalgo es productor de este fruto, y en
2013 se generd una produccién de 2.20 toneladas, con una ganancia de $ 29.7
miles de pesos, siendo Atotonilco ElI Grande el Unico productor del estado (SIAP,
2014b).

De acuerdo a un reporte emitido por la SAGARPA (2014), el cultivo de las berries es
el de mayor rentabilidad en la industria hortofruticola, siendo un importante
generador de divisas y empleos para el campo nacional, por lo que se esta en busca

de alternativas para aumentar la produccion de estos frutos.



Tabla 1. Produccion agricola de zarzamora en México, 2013
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su su Valor
P P. Produccién PMR Produccién

Estado Sembrada Cosechada :

(Ton) ($/Ton) (Miles de
(Ha) (Ha)
Pesos)

Chihuahua 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Colima 108.00 108.00 1,182.00 31,032.99 36,681.00
Distrito 5.00 5.00 16.38 10,900.00 178.54
Federal ) ) ’ ’ : )
Guanajuato 23.00 3.00 6.00 10,666.67 64.00
Hidalgo 1.00 1.00 2.20 13,500.00 29.70
Jalisco 431.00 300.00 5,138.03 12,004.02 61,677.00
Michoacan 11,456.00 11,400.00 122,203.90 32,682.51 3,993,930.17
Morelos 10.00 10.00 18.00 10,750.00 193.50
México 20.00 20.00 74.10 15,828.54 1,172.90
Nayarit 3.00 3.00 21.60 20,000.00 432.00
Puebla 34.00 34.00 273.20 1,515.41 414.01
Querétaro 3.00 3.00 27.00 9,900.00 267.30
Veracruz 2.00 2.00 14.00 35,000.00 490.00
Total 12,117.00 11,889.00 128,976.41 31,754.10 4,095,530.11

Fuente: SIAP, 2014b
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2.1.4 Exportacion

En el periodo 2010 - 2013 México ocupo el tercer lugar en exportacion mundial de
zarzamora (figura 2), generando una ganancia en dolares de $ 562, 293, 386, siendo
el mayor exportador Estados Unidos (COMTRADE, 2014a). Del total de las
exportaciones de zarzamora que realiza México, el 90 % es destinada a los Estados
Unidos y el resto es para el mercado nacional en fresco y para la industria de
mermeladas, yogurt y helados principalmente (Chavez, 2011; SAGARPA, 2014).

Principales paises exportadores de Frutillas
(2010-2013)

$997,538,280

$628,555,803
$562,293,386 $565,624,225
$188,157,302
i $125,530,840
USA

Espafia México Netherlands Portugal Otros

Figura 2. Valor comercial en dolares de las exportaciones de frutillas realizadas en
los afios 2010 — 2013. Fuente: COMTRADE, 2014a

Cabe mencionar que en los ultimos afos, el precio de la zarzamora ha ido en
aumento a nivel mundial, por lo que el valor de las exportaciones realizadas por
México aument6 un 60.7 % del afio 2009 al 2013 (figura 3)
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Valor comercial de la prduccidon de zarzamora en
México

$149 888437 ~162176,957

$118,486,119 $131,741,873
'] i i i

2009 2010 2011 2012 2013

Figura 3. Aumento del valor comercial de la zarzamora exportada por México en el
periodo 2009-2013. Fuente: COMTRADE, 2014b

2.1.5 Composicion quimicay nutricional

Los frutos de zarzamora contienen un porcentaje de agua elevado (alrededor de un
80 % de su peso total), es buena fuente de fibra, vitaminas del complejo B y

minerales, como calcio, fosforo, potasio y magnesio, entre otros (tabla 2).

Son también una fuente rica en compuestos bioactivos con propiedades
antioxidantes, tales como vitamina E y C, B-carotenos, polifenoles y flavonoides
(Deighton et al., 2000; Cuevas-Rodriguez et al., 2010; Chavez, 2011; Lee et al.,
2012), siendo estos ultimos compuestos, los que confieren mayor poder antioxidante
(Deighton et al., 2000; Tiwari et al., 2009b).
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Tabla 2. Informacién nutrimental de la zarzamora

Nutrientes (Unidad) Valor por 100g de

porcién Comestible

Agua (g) 88.15
Energia (Kcal) 43
Proteinas (g) 1.39
Grasa (9) 0.49
Carbohidratos (g) 9.61
Fibra dietética (g) 5.3
Azlcar (g) 4.88
Calcio (mg) 29
Hierro (mg) 0.62
Magnesio (mg) 20
Fésforo (mg) 22
Potasio (mg) 162
Sodio (mg) 1
Vitamina C (mg) 21
Acido pantoténico (mg) 0.276
Vitamina A (UI) 214
Vitamina E (mg) 1.17
B-caroteno (ug) 128
Luteina (ug) 118

Fuente: USDA, 2011

2.2 Compuestos bioactivos

En los alimentos se han encontrado, ademas de macro y micronutrientes, otro tipo
de compuestos que no son denominados “nutrientes” como tal, sin embargo, dichos
compuestos son potencialmente bioactivos, produciendo una gran variedad de
efectos biologicos. Se pueden clasificar a estos compuestos de acuerdo a su
naturaleza bioquimica en &cidos grasos y lipidos estructurales, aminoacidos y
proteinas, carbohidratos y derivados, microrganismos y minerales, isoprenoides y
polifenoles (tabla 3) (Hall, 2001; Wildman, 2001).
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Tabla 3. Clasificacién de compuestos bioactivos segun su naturaleza bioquimica

Grupo Compuestos

Acidos grasos y lipidos Esfingolipidos, lecitinas, &acido linoléico, &cidos

estructurales grasos monoinsaturados y poliinsaturados
Aminoécidos y Aminoacidos, compuestos alil-S, capsaicinoides,
proteinas isotiocianatos, colinas y folatos

Carbohidratos y Acido ascorbico, oligosacéaridos y polisacaridos no
derivados almidonosos

Microorganismos Probidticos y prebidticos

Minerales Ca®*, Zn*", Cu*, K"y Se”

_ Carotenoides, saponinas, tocotrienoles y terpenos
Isoprenoides .
simples

) Acidos fenolicos, flavonoides, taninos, estilbenos y
Polifenoles . .
difluroilmetanos

Modificado de Wildman, 2001.

2.2.1 Acidos grasos y lipidos estructurales

Los &cidos grasos son acidos carboxilicos de cadena larga, suelen tener un niamero
par de atomos de carbono, generalmente entre 12 y 24, siendo los mas abundantes
los que tienen 16 y 18 carbonos. Las cadenas de los acidos grasos pueden ser

saturadas o insaturadas, este Ultimo caso se denominan poliinsaturados.

En la actualidad se ha estudiado la capacidad antioxidante que tienen algunos
acidos grasos, entre ellos se encuentra el acido poliinsaturado w-3 presente en
plantas y animales marinos, y el acido linoléico producido por bacterias en el rumen

de animales en pastoreo. Ambos acidos grasos son producidos ampliamente por

10
Atiia Qervantes Elgamands



Marco teérico

plantas, utilizando acetil CoA de manera similar a los humanos (Wildman y Kelley,
2006).

2.2.2 Proteinas y aminoacidos

Algunos aminoacidos han sido estudiados debido a los beneficios que brindan a la
salud, y se han clasificado como compuestos bioactivos o nutracéuticos. Entre ellos
destaca la arginina por su efecto cardioprotector, y la taurina, la cual, se ha
demostrado que reduce los niveles de presion arterial, actuando como antioxidante
(Wildman y Kelley, 2006). Asi mismo, se ha reportado que algunos aminoacidos
participan en la quelacion de metales, como el i6n ferroso, causante de estrés
oxidativo (Berlett et al., 2001; Heim et al., 2002). Otro derivado de los aminoacidos
es el acido folico (vitamina Bg), que reduce los niveles de homocisteina, brindando

un efecto cardioprotector (Wildman y Kelley, 2006).

2.2.3 Carbohidratos y sus derivados

Las plantas producen polisacaridos que tienen funciones prebioéticas, entre ellas se
encuentra la lignina, compuesta por anillos fendlicos, la cual no es digerible por las
enzimas del ser humano. También esta la celulosa, compuesta por repetidas
cadenas ramificadas de glucosa, y la hemicelulosa, que se encuentra normalmente
ligada a la celulosa, formando cadenas altamente ramificadas con pentosas,
hexosas, acido urénico y la pectina, formada por repetidas unidades de acido metil-
galacturonico (Wildman y Kelley, 2006). Otro derivado de los carbohidratos es el
acido ascorbico o vitamina C, el cual se encuentra en forma de acido L-ascoérbico y
acido dehidroascorbico en plantas, frutas y verduras, y en alimentos procesados a
los que se les ha afiadido como antioxidante, al ejercer un efecto protector contra

dafo oxidativo (Jonhson, 2001).

2.2.4 Microorganismos

Los microorganismos probiéticos son considerados compuestos bioactivos o
nutraceuticos, debido a los beneficios que estos brindan a la salud humana
(Wildman y Kelley, 2006). Se ha evaluado los extractos de especies de Penicillium y

Aspergillus, los cuales han demostrado gran capacidad protectora a acidos grasos.
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Ademas, en la actualidad se han aislado compuestos antioxidantes producidos por
microorganismos, tales como el &cido protocatecuico, la citrinina y acido curvdlico,
siendo este dltimo el de mayor capacidad antioxidante, incluso mayor que el a-
tocoferol (Hall, 2001).

2.2.5 Minerales

Algunos minerales se han reconocido por sus propiedades funcionales, tal es el caso
del calcio, que ademas de estar relacionado con la salud de los huesos, también se
le atribuyen efectos benéficos a la salud del colon y efectos cardioprotectores. El
potasio se ha relacionado con la disminucién de la presion arterial y salud
cardiovascular. Otros minerales como el zinc, cobre, selenio y magnesio han

mostrado propiedades antioxidantes (Wildman y Kelley, 2006).

2.2.6 Isoprenoides

Los isoprenoides son moléculas muy abundantes en los vegetales, constituidos por
unidades de 5 carbonos y se clasifican de acuerdo al nimero de isoprenos que
contienen, algunos de ellos se conocen como vitaminas liposolubles (vitaminas A, E
y K) (Voet et al., 2007).

La Vitamina A (Retinoides), encontrada en la naturaleza como S-caroteno, precursor
de dicha vitamina, posee una larga cadena de dobles enlaces que le confieren su
capacidad antioxidante. La vitamina E, es la principal vitamina liposoluble con
capacidad antioxidante. Este término se aplica a ocho compuestos: tocoferoles y
tocotrienoles a-, -, Y- &-, siendo el a-tocoferol el que ejerce un 90 % de la actividad
antioxidante de la vitamina E endégena en humanos (Jonhson, 2001). La vitamina K,
actia como cofactor en el proceso de carboxilacion del acido glutamico para dar
acido Y -carboxiglutamico, indispensable en la sintesis de determinados factores de

la coagulacién, como la protrombina (Battaner-Arias, 2014).

2.2.7 Polifenoles

Los polifenoles son una amplia variedad de metabolitos secundarios, sintetizados
por plantas vasculares, de los que se han identificado mas de 8000 compuestos
fendlicos (Singh et al., 2009; Wu-Yang y Yi-Zhong, 2010).
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Estos compuestos son sintetizados por la ruta de los aminoacidos aromaticos,
algunos de estos contintan la via de fenilpropanoides, produciendo derivados del
acido cindmico, los cuales podrian unirse en la ruta de los flavonoides para dar lugar
a una gran diversidad de compuestos flavonoides (Wildman, 2001; Cuevas-
Rodriguez, 2011).

Estructuralmente, los compuestos fendlicos son derivados del benceno con uno o
mas grupos hidroxilo sustituyentes, frecuentemente acompafiados de sustituciones
funcionales, tales como ésteres, ésteres metilicos, glicésidos y otros (Han et al.,
2007; Wang et al., 2008; Cuevas-Rodriguez, 2011). Los polifenoles varian desde
compuestos simples a complejos, su posicion y nimero de glicésidos, taninos y
derivados fendlicos grandes (Han et al., 2007; Wu-Yang y Yi-Zhong, 2010).

Los compuestos fendlicos se clasifican en cuatro grupos: acidos fendlicos
flavonoides, taninos, estilbenos y difluroilmetanos (Han et al., 2007; Cuevas-
Rodriguez, 2011).

a) Acidos fendlicos

Del total de polifenoles, los acidos fendlicos se encuentran presentes en las plantas
en un 30%. Se pueden diferenciar dos grupos principales de acidos fendlicos, los
acidos benzoicos y los acidos cinamicos. Los acidos fendlicos derivados del acido
hidroxibenzoico son &cido galico, protocatecuico, vanilico y siringico. Los acido
fendlicos derivados de acido hidroxicinamico incluyen el acido ferulico, p-cumarico,
cafeico y sinépico (figura 4), siendo el cafeico el que proporciona mayor actividad
antioxidante (Hall, 2001; Cuevas-Rodriguez, 2011).
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Figura 4. Estructura quimica de los principales acidos fendlicos

b) Diferuloilmetanos

Los compuestos diferuloilmetanos son un grupo de compuestos fendlicos con dos
anillos aromaticos, sustituidos con grupos hidroxilos y ligados por una cadena
alifatica conteniendo grupos carbonil. Los curcuminoides son el grupo mayormente
conocido de diferuloilmetanos, siendo el mas comun el aislados de raiz de Curcuma

longa (Cuevas-Rodriguez, 2011).

c) Estilbenos

Los estilbenos se caracterizan por la presencia de un nucleo de 1,2-difeniletileno con
grupos hidroxilo en los anillos aromaticos, existen en la forma de mondémeros y
oligbmeros (figura 5). Los estilbenos con mayor interés nutricional son el piceido
(resveratrol-3-O-B-D-glucdsido) y el resveratrol (3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno) que es el
compuesto mejor conocido, éste es generado en respuesta al estrés en algunas
plantas y se ha encontrado en mayor proporcién en la piel de las uvas, cacahuate y
vino tinto. Este posee efecto inhibitorio sobre radicales superdxido y peroxido de
hidrogeno, se le atribuyen propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas
(Martinez y Moreno, 2000; Riles et al., 2006; Cuevas-Rodriguez, 2011).
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Figura 5. Estructura quimica de los principales estilbenos

d) Flavonoides

Los flavonoides estan presentes de manera abundante en los vegetales,
aproximadamente 4000 sustancias, de las cuales, 900 forman parte de la dieta
humana (Yanishlieva, 2001; D'Archivio et al., 2007). Se distribuyen en las plantas
vasculares de manera ubicua y sus propiedades biolégicas han llamado la atencion
de los investigadores, de modo que, hoy dia, es el grupo de polifenoles mas
estudiado (Hassimotto et al., 2008; Cuevas-Rodriguez et al., 2010).

Se les atribuyen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiagregantes,
antihemorragicas, vasodilatadoras, antineoplasicas, antivirales, antibacterianas,
antialérgicas y hepatoprotectoras (Alvarez-Castro y Orallo-Cambeiro, 2003;
Hassimotto et al., 2008).

Su estructura basica (flavan) consta de dos grupos fenilo (A y B) unidos por un
puente de tres carbonos que forma un anillo heterociclico oxigenado (anillo C). En
funcidn de los grados de oxidacién e insaturacion del anillo heterociclico, se pueden
diferenciar varias clases de flavonoides y dentro de cada clase se pueden establecer
diferencias en base a la naturaleza y numero de los sustituyentes unidos a los anillos
(Robards et al., 1999).

Antocianinas

Son colorantes naturales que pertenecen a la familia de los flavonoides, se
encuentran ampliamente distribuidos en frutos principalmente, y en las flores
(aunque no en concentraciones altas). Estos pigmentos son responsables de las
coloraciones que van de rojo intenso a colores azules o morados, en frutas y

vegetales (Sellappan et al., 2002; D'Archivio et al. 2007; Tiwari et al., 2009c; Jiménez
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et al., 2010; Ivanovic et al.,, 2014), y juegan un papel muy importante en el
mecanismo de proteccion de las plantas al ataque de insectos (Hassimotto et al.,
2008; Tiwari et al., 2009b; Tiwari et al., 2009d; Cuevas-Rodriguez et al., 2010).

El interés en estos pigmentos se ha intensificado gracias a sus posibles efectos
terapéuticos y benéficos, asi como a su potencial antioxidante, ya que ayudan en la
reduccion de enfermedades coronarias, brindan efectos anticancerigenos,
antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos; ademas mejoran la agudeza visual
y el comportamiento cognitivo, asi como proteccion contra la radiacién solar
(Sellappan et al., 2002; Wu y Prior, 2005).

Su estructura esta constituida principalmente por el catién flavilo y dobles enlaces
conjugados responsables de la absorcion de la luz alrededor de 500 nm. En la
naturaleza, se encuentran en su forma de aglicona (glicosilada), llamadas
antocianidinas, por lo general con sustituciones penta-(3,5,7,3, 4) o hexa- (3,5,7,3, 4,
5) (Delgado-Vargas et al., 2000).

Se han identificado mas de veinte antocianidinas naturales; siendo las mas comunes
en los alimentos la pelargonidina (Pg), peonidina (Pn), cianidina (Cy), malvidina
(Mv), petunidina (Pt) y delfinidina (Dp) (figura 6) (Jurd, 1972; Wu y Prior, 2005; Tiwari
et al., 2009c; Dubrovi¢ et al., 2011).

La estabilidad del color de las antocianinas esta relacionada con factores como su
estructura, concentracion, pH, temperatura, luz, enzimas, oxigeno, copigmentos,
iones metalicos, acido ascorbico, azucares y los productos de degradacion (Tiwari et
al., 2009c; Dubrovic¢ et al., 2011).
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Figura 6. Estructura quimica de las principales antocianidinas

e) Taninos

Los taninos son metabolitos secundarios de las plantas, brindan caracteristicas
astringentes a los alimentos y son utilizados como agentes clarificantes y

antioxidantes en el vino, cerveza y jugos de frutas (Rodriguez et al., 2010).

Estos polifenoles son solubles en agua, con un peso molecular de entre 500 y 3000
g/mol (Santos-Buelga y Scalbert, 2000); sin embargo, algunos taninos son insolubles
en agua, tienen pesos moleculares de 3,000 a 30,000 g/mol y pueden encontrarse
asociados con polisacaridos de la pared celular (Wursch et al., 1984; Odriozola-
Serrano et al., 2009).

Los taninos se dividen en dos grupos: taninos hidrolizables y taninos condensados.
Los taninos condensados son los mas comunes en la dieta humana y sus efectos en
la salud han sido mucho mas estudiados que las de los taninos hidrolizables, este
tipo de taninos son hidrolizados por acidos, bases, agua caliente y por enzimas
como la tanasa (Nandakumar et al., 2008; Rodriguez et al., 2010; Cuevas-
Rodriguez, 2011).

e Taninos condensados.

Los taninos condensados, conocidos también como proantocianidinas, son
compuestos fendlicos que se encuentran muy distribuidos en frutas, vegetales,
nueces, semillas, flores, té negro y corteza de plantas. Son compuestos que toman
la forma de oligdmeros o polimeros de unidades de flavan-3-ol, tales como catequina

y epicatequina (Nandakumar et al., 2008). Los tres anillos que conforman la
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estructura basica de las proantocianidinas son denominados con las letras A, By C
(figura 7). Estructuralmente, estan ligados por enlaces C-C y ocasionalmente por
enlaces C-O-C. Las proantocianidinas mas comunes en los alimentos son las
procianidinas (PCs) con una sustitucion en el anillo B de 3,4 -dihidroxi y las
prodelfinidinas con sustitucién 3",4",5 -trihidroxi. (Hashimoto et al., 1989; Santos-
Buelga y Scalbert, 2000; Nandakumar et al., 2008).

Ry
' :OH
0\ @ R
c? n
' b\'\OH

Figura 7. Estructura basica de las proantocinidinas: propelargonidinas R1, R2 =H;
procianidinas R1 =H, R2 =OH; prodelfinidinas R1, R2 =OH. Fuente: Santos-Buelga y
Scalbert, 2000.

Las subunidades de flavan-3-ols pueden tener grupos acilo sustituyentes como acido
galico o grupos glicosilo, ambos pueden estar unidos en la posicion del C3 o C5 de

los oligbmeros (Santos-Buelga y Scalbert, 2000).

e Taninos hidrolizables

Los taninos hidrolizables se forman cuando el acido elagico se esterifica y se liga
con grupos hidroxilo de un carbohidrato poliol, como la glucosa, fructosa, xilosa y
sacarosa. Si el acido es acido elagico, los compuestos son llamados galotaninos, y
elagitaninos cuando se hidroliza el tanino y se forma acido elagico y agua
(Odriozola-Serrano et al., 2009).

Estos compuestos bioactivos ayudan a reducir de manera considerable las
enfermedades cronico-degenerativas, tales como cancer, diabetes y enfermedades
cardiovasculares, gracias a sus propiedades antioxidantes (Nandakumar et al., 2008;

Odriozola-Serrano et al., 2009; Rodriguez et al., 2010; Cuevas-Rodriguez, 2011).
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2.3 Actividad antioxidante

Un antioxidante es capaz de aplazar, retardar o prevenir el dafio oxidativo causado
por radicales libres, especies reactivas de oxigeno (ROS) o nitrdgeno, ademas de
brindar proteccion de las defensas naturales de antioxidantes. Cuando en el
organismo se produce un desbalance entre la produccion de radicales libres y ROS,
y la eliminacion de estos, ocurre lo que se conoce como estrés oxidativo, el cual se
ha relacionado con el desarrollo de ciertas patologias, entre ellas la diabetes, ciertos
tipos de cancer y cardiopatias (Nandakumar et al., 2008; Reuter et al., 2010).

Los antioxidantes se clasifican en dos: a) primarios, que inhiben o retardan la
oxidacién mediante el atrapamiento de radicales libres; entre ellos se encuentran los
compuestos fendlicos como la vitamina E, y b) secundarios, que actuan mediante la
guelacion de metales pesados, captacion de oxigeno, conversion de hidroperéxidos
a especies no radicales, absorcion de rayos UV o inactivacion de oxigeno (Gordon,
2001).

2.3.1 Antioxidantes y la salud

La actividad antioxidante en los productos alimenticios proporciona beneficios sobre
la salud, principalmente a través de la combinacion de efectos aditivos y/o
sinérgicos. La mayor parte de la actividad antioxidante proviene principalmente del
contenido de flavonoides y otros compuestos fendlicos, actuando de manera
sinérgica con otros compuestos con actividad antioxidante, tales como las vitaminas
C, Ey A (Patras et al., 2009; Cuevas-Rodriguez, 2011; Ivanovic et al., 2014).

De manera general, los poifenoles tienen la capacidad de: atrapar radicales libres,
modular la transduccion de sefiales, inhibir enzimas oxidantes e inducir la actividad
de las enzimas antioxidantes. Estas propiedades impactan de manera significativa
en la salud humana, ya que brindan efecto cardioprotector, antiinflamatorio,
antitumoral, protecciéon endotelial, mejoran la salud gastroinestinal, brindan
inmunoproteccion y neuroproteccion, ademas de prevenir la diabetes (Han et al.,
2007).

Las isoflavonas y acidos fendlicos (acido cafeico y &cido géalico) son mejor

absorbidos, seguido de las catequinas, flavanonas y glucésidos de quercetina
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(Manach et al., 2005). Sin embargo, la mayoria de los polifenoles en la forma de
ésteres, glucosidos o polimeros no pueden ser absorbidos en su forma nativa, de tal
modo que deben de ser fraccionados por enzimas intestinales o por la microflora
para poder llegar a la sangre y tejidos (D'Archivio et al. 2007; Saura-Calixto et al.,
2007). Por otro lado, algunos polifenoles se conjugan con glucoronidatos, sulfatos y
grupos metilos de la mucosa intestinal y tejidos adyacentes para poder llegar a
plasma, tal es el caso de la epicatequina y la epigalocatequina (Serrano et al., 2009).

En cuanto a la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de taninos, estos no son
absorbidos como tal. En plasma se han detectado los dimeros B; (Sano et al., 2003)
y B,, los cuales han demostrado baja absorcion (100 veces menor que la de los
monomeros de flavanoles) (Manach et al., 2005; Cuevas-Rodriguez, 2011). Sin
embargo, para que los taninos tengan un efecto positivo a la salud, no requieren que
su absorcion intestinal sea eficiente, ya que pueden tener efectos directos sobre la
mucosa intestinal y protegerla contra el estrés oxidativo o la accion de los

carcindgenos (Manach et al., 2005; Williamson y Manach, 2005).

Se ha demostrado que el consumo de alimentos ricos en proantocianidinas,
aumenta la capacidad antioxidante del plasma, mostrando efectos positivos sobre la
funcidén vascular, lo cual podria estar asociado a su interaccion en el intestino con

otros componentes, tales como lipidos o hierro (Manach et al., 2005).

2.4 Antioxidantes presentes en la zarzamora

Varios estudios revelan la presencia de compuestos bioactivos con actividad
antioxidante en la zarzamora (Sellapan et al., 2002; Tiwari et al., 2009b; Jiménez et
al.,, 2010; Lee et al.,, 2012; Ivanovic et al., 2014), la cual ha evidenciado mayor
capacidad antioxidante con respecto a otros frutos y vegetales; por lo tanto, mayores
beneficios en la prevencion de enfermedades cronico degenerativas (Cuevas-
Rodriguez et al., 2010).

Entre los compuestos bioactivos presentes en la zarzamora se encuentra la fibra, la
vitamina C, B-caroteno, a-tocoferol, acido linoléico y linolénico, y compuestos
fendlicos, siendo los flavonoides y taninos los mas abundantes (Hager et al., 2008;

Acosta-Montoya et al., 2010; Cuevas-Rodriguez, 2011; Lee et al., 2012). En varios
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estudios se ha encontrado que en diversos cultivares de zarzamora, el compuesto
mas abundante en la zarzamora es la cianidina-3-glucosido (Mertz et al., 2007; Elisia
et al., 2007; Acosta-Montoya et al., 2010; Cuevas-Rodriguez, 2011).

En la tabla 4 se reportan los compuestos fendlicos identificados en especies de
zarzamora.

Tabla 4. Compuestos fendlicos identificados en especies de zarzamora.

Grupo Compuesto Referencia

Flavonoides Cianidina-3-O-glucésido 1-9
Cianidina-3-0O-(6-O-malonil) glucésido*
Cianidina-3-O-sambubiosido
Cianidina-3-O-arabindsido
Cianidina-3-O-xilosilrutinosido
Cianidina-3-O-rutinosido
Cianidina-3-O-xilosido*

Cianidina-3-dioxalilglucosido*
Pelargonidina-3-glucosido
Pelargonidina-3-rutinosido
Kaempferol-gucosido
Kaempferol-3-glucuronido
Quercetina-3-rutindsido
Quercetina-3-glucurénido
Quercetina-3-arabindsido
Quercetina-3-sofordsido
Miricetina

Acido fendlicos  Acido caféico 7.9
Acido cumarico
Derivados de acido ferualico

Taninos Lambertanina C 57,9
Sanguinina H-6
Derivados de acido elagico
Acido gélico y derivados
Catequina
Epicatequina

*no identificado en todas las variedades de zarzamora. Fuente: 1. Sellappan et al.,

2002; 2. Wu y Prior, 2005; 3. Elisia et al., 2007; 4. Mertz et al., 2007; 5. Acosta-
Montoya et al., 2010; 6. Cuevas-Rodriguez et al., 2010; 7. Sariburun et al., 2010; 8.
Cuevas-Rodriguez, 20011; 9. Ivanovic et al., 2014

Se ha demostrado que las frutas y vegetales ocupan el primer lugar en cuanto a

contenido polifendlico y al estar en forma soluble hace que estos tengan una mayor
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bioaccesibilidad y por tanto mayor biodisponibilidad, sin embargo, debido a la corta
vida de anaquel de estos productos, es necesaria la aplicacion de métodos de
conservacion, mediante los cuales ocurren cambios en la composicion nutricional del
alimento (Tscheuschner, 2001; Lee y Coates, 2003; Manach et al., 2005; Wells y
Singh, 2009).

2.5 Procesamiento de alimentos

Los alimentos son susceptibles a la alteracion, por lo que estos deben consumirse
de manera inmediata o conservarse para poder ser almacenados. Asi, el término de
conservacion se refiere a todas las medidas tomadas para impedir la alteraciéon de
los alimentos (Luck y Jager, 1995). En la industria alimentaria, los tratamientos
térmicos, como la pasteurizacion, son los mas usados para la inactivacion de
microorganismos y enzimas causantes del deterioro de alimentos (Lee y Coates,
2003; Wells y Singh, 2009).

2.5.1 Procesado de frutas

El procesado de frutas se caracteriza por dos rasgos: el periodo de cosecha limitado
y la capacidad de conservacion reducida, lo que hace necesaria la diversificacion de
productos derivados, tales como conservas esterilizadas, congeladas y crudas,
mermeladas, alimentos infantiles y jugos, para lo cual se requiere un estado de
esterilidad para evitar el crecimiento y desarrollo de microorganismos, y con ello el

deterioro del producto (Tscheuschner, 2001).

2.5.2 Jugos

La obtencion de la fraccidn liquida de las frutas y hortalizas se obtiene mediante el
prensado o trituracion, con el objetivo de extraer la mayor fraccion posible de jugo y
la menor fraccion posible de turbios finos (Tscheuschner, 2001). De acuerdo a la
Norma General del CODEX para zumos (jugos) y néctares de frutas (CODEX STAN
247-2005), el jugo de fruta es el liquido sin fermentar, pero fermentable, que se
obtiene de la parte comestible de frutas en buen estado, debidamente maduras y
frescas, lo cuales podran elaborarse mediante procedimientos que mantengan las
caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas (color, aroma y sabor) vy

nutricionales esenciales de la fruta de que proceden.
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En México, los jugos de frutas son ampliamente consumidos y son empleados como
sustituto de los refrescos, ya que, a diferencia de estos ultimos, proveen la mayor
parte de los nutrientes de su fuente natural. Sin embargo, en la mayoria de los jugos
industrializados, el aporte energético es alto y se altera el contenido de algunos de
los compuestos bioactivos, como la fibra, vitaminas y otros compuestos (Rivera et
al., 2008), y su consumo en exceso se han vinculado con resultados adversos en la
salud, incluido el aumento del riesgo de diabetes mellitus tipo 2 (Sanigorski y Bell,
2007; Tamy Garnett, 2006).

2.5.2.1 Problemas de calidad en los jugos

Uno de los principales problemas de calidad en la elaboracion y comercializacion de
jugos es la alteracibn microbiana, que puede provocar deterioro en la calidad del
producto, asi como problemas de intoxicacion alimentaria (Tiwari el al., 2008a; Tiwari
el al., 2008b; Wong el al., 2010; Abid et al., 2014). El oscurecimiento enzimatico es
otro problema de calidad de jugos de fruta, y se da por la formacion de pigmentos
color café, rojo o negro, relacionado con la oxidacion de compuestos fendlicos hacia
o-quinonas inestables altamente electrofilicas (Mayer and Harel, 1991) y se asocia
fuertemente a la actividad de la polifenoloxidasa (PPO) (Yoruk, 2003). Por otro lado,
la enzima pectinmetilesterasa (PME) provoca precipitados en los jugos de frutas,
debido a que genera una desesterificacion de los grupos metil en el acido
galacturonico de la pectina, afectando considerablemente la aceptacion del producto
(Ralet el al., 2001; Croak y Correding, 2006; Abid et al., 2014).

2.5.3 Procesamiento de alimentos y su efecto en los compuestos bioactivos

En la actualidad, los métodos mas comunes para el procesamiento de alimentos son
los tratamientos térmicos, que implican la aplicacion de calor, debido a su capacidad
para inactivar microorganismos y algunas enzimas responsables del deterioro y
descomposiciéon de alimentos (Ashokkumar et al., 2008; Soria y Villamiel, 2010;
Dubrovi¢ et al., 2011). Sin embargo, el tratamiento térmico en condiciones severas

puede inducir cambios quimicos y fisicos, perjudicando de manera significativa las
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propiedades organolépticas y el contenido o la biodisponibilidad de algunos
compuestos bioactivos.

En la actualidad el consumidor se inclina por alimentos procesados con alto valor
nutritivo y propiedades organolépticas similares a las del producto fresco. Es por
esto que hay un creciente interés en los nuevos métodos de procesamiento o las
llamadas “tecnologias emergentes”, que implican condiciones de procesamiento
suaves, tales como el procesamiento de alta presion hidrostatica (HHP), pulsos de
alta intensidad de campo eléctrico (PEF), pulsos de alta intensidad de campo
magnético (OMF), irradiacion y ultrasonido , entre otros, con la finalidad de extender
la vida de anaquel y obtener alimentos de alta calidad y que al mismo tiempo
preserven sus propiedades funcionales (Ashokkumar et al., 2008; Soria y Villamiel,
2010; Chemat et al., 2011; Dubrovic¢ et al., 2011; Rawson et al., 2011).

2.6 Uso de las tecnologias emergentes en el procesamiento de alimentos
Las tecnologias emergentes, 0 procesos no térmicos, presentan varias ventajas

sobre los métodos convencionales de procesamiento térmico, ya que se llevan a
cabo a temperaturas relativamente bajas (<50°C) y permiten la inactivacion de
microorganismos patdégenos y deteriorativos, asi como a la inactivacion de enzimas,
sin afectar de manera significativa el color, sabor y propiedades nutricias del

alimento (Calderén-Miranda et al., 1999).

2.6.1 Alta presion hidrostatica

En el procesamiento de alimentos por altas presiones hidrostaticas (HHP por sus
siglas en inglés) se aplica presion al alimento de manera isostatica, es decir, el
alimento es comprimido uniformemente en todas direcciones regresando a su forma
original al ser eliminada la presién. Las presiones empleadas durante el
procesamiento del alimento son mayores a 400 MPa y estas provocan un
incremento en la permeabilidad de la célula, inhiben reacciones energéticas y
desnaturalizan enzimas esenciales para el crecimiento y reproduccion de la célula

microbiana (Rastogi et al., 2007; Barbosa-Canovas et al., 1997).
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2.6.2 Pulsos de alta intensidad de campo eléctrico

Durante el procesamiento de liquidos por pulsos de alta intensidad de campo
eléctrico (PEF por sus siglas en inglés) el alimento se expone durante
microsegundos (< 1s) a pulsos de alto voltaje (20-80 kV/cm). La exposiciéon de la
célula microbiana a PEF induce la formacion de poros en la membrana celular, lo
cual puede ser reversible o irreversible de acuerdo a la intensidad del campo
eléctrico aplicado (Sefiorans et al., 2003; Qin et al., 1996).

2.6.3 Pulsos de alta intensidad de campo magnético

Los pulsos de alta intensidad de campo magnético (OMF por sus siglas en inglés),
son generados mediante electromagnetos de corriente alterna, y su intensidad varia
de manera periddica dependiendo de la frecuencia y del tipo de onda del magneto.
Sin embargo, los resultados reportados hasta ahora sobre el efecto que los campos
magnéticos ejercen en microorganismos Yy en otros sistemas biolégicos son
contradictorios, y se han clasificado en promotores del crecimiento, inhibidores del

crecimiento y ningun efecto observable (Rawson et al., 2011; Tiwari et al., 2009).

2.6.4 Irradiacion

La irradiacion se logra sometiendo al producto a una fuente de energia ionizante,
mediante rayos X, rayos gamma o electrones altamente cargados, o por radiacion
con rayos ultravioleta (UV), luz visible, microondas e infrarrojo. La inactivacion
microbiana es debida al dafio que ocasiona la irradiacion al ADN celular, inhibiendo
el crecimiento y reproducibilidad de los microorganismos (Rawson et al.,, 2011;
Tiwari et al., 2009).

2.6.7 Ultrasonido

El ultrasonido es una tecnologia emergente que resulta econdémica, sencilla,
respetuosa con el medio ambiente y eficaz para lograr una disminucion de la carga
microbiana, sin afectar de manera significativa, las caracteristicas sensoriales y
nutricionales de los jugos procesados (Earnshaw et al., 1995; Tiwari et al., 2009c;
Soria y Villamiel, 2010; Herceg et al., 2013).
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El ultrasonido se refiere a las ondas de sonido por encima de la frecuencia del oido
humano (>20kHz) y su aplicacion puede ser acoplado a un dispositivo, sumergido en
un bafio o de manera directa (Chemat et al., 2011). De acuerdo a la frecuencia
empleada, el ultrasonido puede ser dividido en dos:

e Ultrasonido de baja frecuencia/alta energia, en el rango de los KHz (16 - 100
kHz). Utilizado en la industria alimentaria para la conservacion de alimentos,
ya que pueden alterar las propiedades fisicoquimicas o la estructura de un
material, produciendo reacciones quimicas (Chemat et al., 2011; Kentish y
Feng, 2014).

¢ Ultrasonido de alta frecuencia/baja energia. Este se utiliza normalmente para
aplicaciones analiticas, como la determinacion de la composicion, estructura,
y estado fisico: ultrasonido de diagndstico (16 - 100 MHz) y ecografia de
diagnostico (1 - 10 MHz) (Chemat et al., 2011; Kentish y Feng, 2014).

Asi, el ultrasonido de alta intensidad y baja frecuencia genera el fenémeno de
cavitacion, que involucra el crecimiento y colapso de las microburbujas pre-
existentes en el medio tratado, elevando la temperatura y presion en la zona de
cavitacion. Su importancia radica en que cuando este pasa a través de un medio,
surgen vibraciones que pueden modificar particulas sdlidas presentes en el medio,
sin embargo, a medida que la frecuencia aumenta, la cavitacion es menor y en rango
de los MHz la cavitacion no ocurre (Earnshaw et al., 1995; Piyasena et al., 2003;
Tiwari et al., 2008; Soria y Villamiel, 2010; Valdramidis et al., 2010).

La coalescencia de las microburbujas supone la liberacion de toda la energia
acumulada, ocasionando incrementos de temperatura instantaneos y focales, que se
disipan sin que supongan una elevacion sustancial de la temperatura del liquido
tratado. Sin embargo, la energia liberada, asi como el chogue mecéanico asociadas
al fenomeno de implosién, afectan la estructura de las células situadas en el micro
entorno (Earnshaw et al., 1995; Tiwari et al., 2008; Tiwari et al., 2009b; Soria y
Villamiel, 2010; Valdramidis et al., 2010). Estos cambios de presion y temperatura
permiten la destruccion de los microorganismos (Earnshaw et al., 1995; Herceg et
al., 2013).
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La investigacion de las ondas de ultrasonido como potencial método de inactivacion
microbiana inici6 en la década de 1960, después de que fuera descubierto que las
ondas de sonido, utilizados en la guerra para detectar submarinos, mataba a los
peces del entorno, a partir de entonces el efecto de estas ondas ha sido estudiada
(Piyasena et al., 2003). Actualmente el ultrasonido tiene varias aplicaciones en la
industria de procesamiento de productos quimicos, asi como limpieza y
procesamiento de alimentos (tabla 5), en donde se utiliza el ultrasonido de alta
intensidad, del16 - 100 kHz (Patist y Bates, 2008).

Hoy en dia, se ha estudiado el efecto del ultrasonido con otras técnicas de
procesamiento, tales como la aplicacion de altas presiones, conocido como
manosonicacion, y combinado con calor (termosonicacion), o con ambas técnicas y

se le denomina manotermosonicacion (Earnshaw et al., 1995; Herceg et al., 2013).

2.7.1 Termoultrasonido

El término de termosonido o termoultrasonido se refiere a la aplicacion de ondas de
ultrasonido combinado con un tratamiento térmico suave (< 100 °C) (Demirddven y
Baysal, 2008; Herceg et al., 2013), esta tecnologia emergente ha demostrado ser
una buena opcidon como alternativa a los tratamientos térmicos convencionales, ya
gue se han obtenido resultados favorables en el procesamiento de alimentos, tales
como la inactivacion microbiana y enzimatica, asi como la liberacion y retencion de
compuestos con actividad antioxidante y el mantenimiento de sus propiedades
relacionadas con la calidad como el color, acidez titulable, entre otros parametros
(Earnshaw et al., 1995; Cheng et al., 2007; Demirdéven y Baysal, 2008; Tiwari et al.,
2010; Adekunte et al., 2010; Vidal-Fonteles et al., 2012; Ercan y Soysal, 2013).

Con la finalidad de inactivar microrganismos, se ha aplicado de forma directa el
ultrasonido, y se han empleado los mismos modelos que en otros métodos de
conservacion: Escherichia coli y Saccaromyces cerevisiae, siendo este ultimo el mas
resistente al tratamiento debido probablemente al tamafio del mismo (Lépez Malo et
al.,, 1999; Petin et al., 1999), sin embargo el termoultrasonido mostré mayor
efectividad, incluso en la inactivacién de Listeria innocua y en bacterias mesofilas,
observandose velocidades mayores de muerte térmica, mayores que cuando se

aplicé solo calor (Earnshaw et al., 1995). En el caso de inactivacién enzimatica, se
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la pectinmetilesterasa y la

poligalacturonasa en jugo de tomate con frecuencias de 24 KHz, amplitud de 25, 50
y 75 um de 60 a 65 °C (Wu et al., 2008).

Tabla 5. Aplicacion del ultrasonido en la industria

Aplicacién

Mecanismo

Beneficio

Extraccion

Emulsificacion/
Homogenizacion
Cristalizacion

Filtracion

Separacion

Viscosidad

Antiespumante

Extrusion

Inactivacién enzimética
de microorganismos

Aumento en la transferencia de
masa del disolvente, liberacion
del material de la célula vegetal
(desprendimiento cavitacional)
Alto cizallamiento por micro-
transmision

Nucleacion y modificacion de la
formacion de cristales

Alteracion de las capas
superficiales
Aglomeracion de los

componentes en puntos nodales
de presion

Modificacion estructural reversible
y no reversible a través de
vibracién y alto cizallamiento por
micro-transmision

Transmisién de aire por ondas de
presion que causan el colapso de
burbujas

Vibraciones mecanicas, menor

friccion

El aumento de la transferencia de
calor y alto cizallamiento. Dafio
cavitacional a membranas de
células microbianas

Aumento de la eficiencia de
extraccién, mayor rendimiento del
disolvente, medio acuoso o sistemas
supercriticos

Emulsién efectiva

Formacién de cristales mas pequefios

Aumento del flujo y reduccion de
incrustaciones

Complemento para procedimientos de
separacién no quimicos

Modificacion sono-quimica que
implica el entrecruzamiento vy
reestructuracibn para mejor sus
caracteristicas y funcionalidad, asi

como la reduccién de aditivos

Aumento en el rendimiento de la
produccién, reduccion o eliminacion
de los productos quimicos
antiespumantes 'y reduccién de
pérdidas en lineas de embotellado

Aumento del rendimiento

Inactivacién de enzimas a menor
temperatura para mejorar la calidad

Fermentacion Mejora la transferencia de Aumento la produccién de metabolitos
sustrato y los procesos y acelera los procesos de
enziméaticos fermentacion

Transferencia de calor Mejora de la transferencia de Aceleracion del calentamiento,
calor a través de las corrientes enfriamiento y secado a baja
acusticas y cavitacion temperatura

Fuente: Patist y Bates, 2008
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2.8 Efecto del ultrasonido en el procesamiento de jugos de frutas

Se han realizado estudios acerca del efecto del ultrasonido sobre las caracteristicas
fisicoquimicas de jugos de fruta, demostrando que dicho tratamiento no induce
cambios significativos en el pH ni en el contenido de sdlidos solubles, mientras que
las propiedades como turbidez y capacidad antioxidante se ven favorecidas después
del tratamiento (Tiwari et al., 2010; Abid et al., 2013). Asi mismo, estudios similares
revelan el efecto del ultrasonido sobre los compuestos bioactivos de jugos de frutas,
los cuales han demostrado aumentos significativos en el contenido de antocianinas y
compuestos fenodlicos (Masuzawa et al., 2000; Tiwari et al., 2008; Zafra-Rojas et al.,
2013). Por otro lado, Vidal-Fonteles et al. (2012) realizaron un estudio en jugo de
melén sonicado a 373 W/cm?10 min, mostrando una disminucién significativa de la
actividad residual de las enzimas polifenoloxidasa, peroxidasa vy
ascorbatoperoxidasa respectivamente. En cuanto al efecto de este tratamiento sobre
la carga microbiana, se logro una reduccion significativa de hongos, de hasta 5 log
UFC en jugo de tomate (Adekunte et al., 2010).

2.8.1 Efecto del termoultrasonido en el procesamiento de jugos de frutas

Actualmente se han realizado estudios del tratamiento de termoultrasonido sobre los
alimentos, el cual ha demostrado ser mas efectivo, con respecto al ultrasonido por si
solo. Dubrovi€ et al. (2011), realizaron un estudio en donde se comparo el efecto del
termoultrasonido con el tratamiento de pasteurizacion sobre el contenido de
antocianinas en jugo de fresa, mostrando mayor retencion de estos compuestos con
el tratamiento de termoultrasonido. Ademas de mayor retencion de compuestos
bioactivos, éste tratamiento logré una inactivacion total de los microorganismos
nativos del jugo de manzana, asi como de las enzimas pectinmetilesterasa,
polifenoloxidasa y peroxidasa (Abid et al., 2014). Por otro lado, en un estudio
realizado por Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas (2012), se observdé una
completa inactivacion de Saccharomyces cerevisiae (> 7 log/mL) en jugos de pifia,
uva y arandano rojo a temperaturas de 40-60 °C por 10 min. De este modo, surge la
necesidad de optimizar los procesos de termoultrasonido, para lograr una mayor
retencion de los compuestos bioactivos y que a su vez permita la obtencién de un

producto libre de microorganismos que pudieran afectar la calidad e inocuidad.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Con la finalidad de aumentar la expectativa de vida promedio, los consumidores
demandan productos que potencialicen, de manera significativa, la salud humana.
Unos de los “potenciadores” de salud son los compuestos bioactivos con capacidad
antioxidante, que brindan proteccion contra el dafio causado por los radicales libres,
reduciendo considerablemente las enfermedades cronico degenerativas, tales como
la diabetes, cancer y cardiopatias, que son unas de las primeras causas de
mortalidad. Sin embrago, durante el procesamiento de alimentos, llegan a perderse,
de manera parcial o total, estos compuestos bioactivos, por lo que, en la industria
alimentaria, la tendencia actual es hacia la produccion de alimentos minimamente
procesados, que conserven sus propiedades benéficas para la salud. En respuesta a
esta problematica, se han desarrollado tecnologias emergentes, tales como campos
pulsantes eléctricos, alta presion hidrostatica, la irradiacion ultravioleta de onda corta
y el ultrasonido, las cuales se usan solas o en combinacion, con la finalidad de
inactivar microorganismos y la actividad enzimatica, utlizando temperaturas
relativamente bajas.

Sin embargo, el uso de bajas temperaturas se ha asociado a brotes de
enfermedades transmitidas por el consumo de bebidas, por lo que la Food and Drug
Administration (FDA) requiere una reduccion minima de 5 log 10 de

microorganismos patdgenos en jugos de fruta.
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4. JUSTIFICACION

La zarzamora es un fruto que posee un alto contenido de antioxidantes, y en México
su produccion es alta, ocupando el tercer lugar en producciéon a nivel mundial. Sin
embargo, debido a la fragilidad del fruto, la vida de anaquel es de 3 a 4 dias en
refrigeracién, por lo que se han elaborado productos como jugos pasteurizados, con
la finalidad de alargar su vida util y evitar pérdidas del fruto. Sin embargo la
pasteurizacion genera pérdida de calidad y de los compuestos bioactivos.

Debido a la demanda de los consumidores, de productos que brinden beneficios a la
salud, la industria alimentaria est4 en busca de procesos que disminuyan la pérdida
de compuestos bioactivos, presentes en los alimentos de manera natural.

Una de las tecnologias que han demostrado menor dafio a dichos compuestos es el
ultrasonido, el cual, junto con un tratamiento térmico, disminuye también la carga
microbiana presente en el alimento, brindando asi bebidas que cumplan con los
requisitos de inocuidad, preservando la calidad sensorial, nutricional y sus
propiedades funcionales.

Es por esto que en el presente estudio se busca un tratamiento que genere la menor
pérdida posible de compuestos bioactivos presentes en el jugo de zarzamora,
combinando tiempo y temperatura, y que al mismo tiempo permita la obtencion de
un producto inocuo y de calidad. Aunado a esto, la optimizacion del proceso,
permitira a la industria alimentaria ahorrar tiempo y energia, lo que se traduce en

disminucién de los costos de produccion y del dafio al ambiente.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Optimizar el proceso de elaboracibn del jugo de zarzamora
termoultrasonicado, con base en los parametros fisicoquimicos,

microbioldgicos y antioxidantes.

5.20bjetivos especificos

e Obtener el jugo de zarzamora tratado por termoultrasonicacion y
determinar sus caracteristicas fisicoquimicas (pH, °Brix, indice de

oscurecimiento y turbidez)

e Analizar la presencia de microorganismos (recuento total,
enterobacterias, levaduras y bacterias acido lacticas) y la actividad

enzimatica (pectinmetilesterasa y polifenoloxidasa) en el jugo

e Evaluar la actividad antioxidante por ABTS y DPPH y el contenido de
los compuestos bioactivos (fenoles totales, acido ascorbico y

antocianinas)

e Obtener el mejor tratamiento por medio del disefio de superficie de

respuesta

e Comprobar la reproducibilidad del estudio por comparacion de los

valores predichos por el modelo con los experimentales

e Comparar el jugo optimizado con el jugo fresco y pasteurizado

realizando las determinaciones anteriores
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién de las muestras

Para la obtencion del jugo, la zarzamora fue obtenida de Atotonilco el Grande,
Hidalgo, la muestra se someti6 a homogenizacion en una licuadora industrial
(38BL52-LBC10, Waring Comercial®). La mezcla fue filtrada con un colador
convencional, con la finalidad de separar el jugo de la pulpa, semillas y piel.
Posteriormente el jugo fue clarificado mediante centrifugacion (Allegra 25TM,
Beckman Coulter, California, USA) a 10,000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Se
separaron tres porciones del jugo, una porcion de jugo fresco (muestra control), otra
porcidon fue sometida a pasteurizacion (90 °C/15 s), y se congelaron a -32 °C para su
posterior analisis, y la otra porcion fue sometida a termoultrasonido, se realizo el
analisis microbiologico y la muestra restante se congelé a -32 °C para los demas

analisis.

6.2 Tratamiento termoultrasonido

Se aplico el tratamiento de termoultrasonicacion con un equipo de ultrasonido (VCX-
1500, Sonics & Materials, Inc. Newtown, USA) con potencia de 1500 W y una
frecuencia de 20 kHz. Se utiliz6 una celda de flujo continuo con capacidad de 400
mL para controlar la temperatura en el cual se utiliz6 un bafio de calentamiento
(12108-10, Cole Parmer, USA). Las muestras fueron tratadas segun el disefio
experimental (tabla 6). Una vez optimizado, se elabord un jugo por triplicado bajo las
condiciones oOptimas segun el disefio de superficie de respuesta. Todos los analisis

fueron realizados por triplicado.
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6.3Determinacion de las propiedades fisicoquimicas

pH vy sdlidos solubles totales

Para la medicion del pH se utiliz6 un potenciometro (HANNA, PH210, Rumania)
previamente calibrado con soluciones buffer de pH 4 y 7. Las muestras (20 mL)
fueron colocadas en vasos de precipitado de 50 mL y se insert el electrodo. Los
solidos solubles se determinaron con la ayuda de un refractémetro (Trading Co.,
Brix’/ATC FG-113, Chincan) a temperatura ambiente. El refractometro fue limpiado
antes de cada medicién con agua destilada y algodon.

indice de turbidez

Se centrifugaron 5 mL de muestra (Hamilton Bell, V6500, USA) a 3,400 rpm durante
10 minutos. Posteriormente se leyo la absorbancia del sobrenadante obtenido a 660
nm en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior,
USA), utilizando agua destilada como blanco (Versteeg 1980).

indice de oscurecimiento

El indice de oscurecimiento se determin6 de acuerdo a la metodologia descrita por
Meydav et al. (1977), se centrifugaron 15 mL de muestra (Hamilton Bell, V6500,
USA) durante 10 minutos a 3,400 rpm. En un tubo, se adiciond6 5 mL del
sobrenadante y 5 mL de etanol (95 %) y se volvio a centrifugar a las mismas
condiciones. La absorbancia del sobrenadante fue medida a 420 nm en el lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA).

6.4 Analisis microbioldgico

Los andlisis microbiolégicos se realizaron mediante la técnica de vaciado en placa,
para lo cual se agregd 1 mL de jugo diluido en agua peptonada 0.1 % previamente
esterilizada. Las diluciones fueron seriadas de 1x10" a 1x10°. Se realiz6 el recuento

total (RT), de enterobacterias (EB), levaduras (LV) y bacterias acido lacticas.

Para el RT se utiliz6 el agar para métodos estandar (PCA), se incub6 a 30°C (LSI-
3016A, Labtech, Korea) vy el conteo se realizdé a las 48 h. El recuento de EB se
realiz6 en agar bilis rojo violeta glucosado (VRBG), las placas fueron incubadas a

37°C (LSI-3016A, Labtech, Korea) y se realiz6 el conteo transcurridas las 24 y 48 h.
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Para analisis de LV se utiliz6 como medio el agar de extracto de malta y el conteo se
realizé a las 72 h de incubacién a 25 °C (LSI-3016A, Labtech, Korea) (Cruz et al.,
2007). El recuento de bacterias &acido-lacticas (BAL) se realiz6 a la 24 y 48 h de
incubacion (LSI-3016A, Labtech, Korea) de incubacion a 30 °C en medio APT segun
lo reportado por Evans y Niven (1951).

6.5 Determinacién de la actividad enzimética

6.5.1 Pectinmetilesterasa (PME)

La determinacion de la actividad residual de la enzima PME se realizé mediante
titulacion del grupo carboxil, de acuerdo a Askar y Treptow (1993). Se afadieron 20
mL de jugo a 40 mL de solucién de pectina citrica al 1%, en una solucién NaCl 2N.
La mezcla se ajusté a pH 7.0 con NaOH 1 N. Una vez alcanzado el pH de 7.0, se
agrego 1 mL de NaOH 0.05 N y se midi6 el tiempo requerido para que la muestra
regresara al pH de 7.0. Una unidad de PME (UPME) es definida como la liberacion
de 1 umol del grupo carboxil por minuto a pH de 7.0 a 30 °C. Para el calculo de la

actividad enzimatica se utilizo la siguiente formula:

UPME/mL= (mL de NaOH) * (normalidad del NaOH) * 1000

(minutos) * (mL de muestra)

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

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

6.5.2 Polifenoloxidasa (PPO)

La actividad de la PPO fue medida por espectrofotometria a 420 nm en un
espectrofotometro con arreglo de diodos (Agilent, USA), de acuerdo a la
metodologia reportada por Cano et al. (1997). El extracto de la enzima se obtuvo

mezclando 5 mL de muestra con 5 mL de buffer Mcllvaine (pH 6.6). Esta mezcla fue
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centrifugada (Allegra 25TM, Beckman Coulter, California, USA) a 4 °C, a 10,000 rpm
por 40 min y posteriormente se filtr6 con papel Whatman no. 1. Una vez obtenido el
extracto, se tomaron 0.25 mL y se afiadié 1 mL de buffer Mcllvaine (pH 6.6) y 0.5 mL
of catecol (0.175 M). La absorbancia se midi6 cada 15 s por 3 min y la porcion lineal
de la curva se utilizo para calcular las unidades de actividad enzimatica (UAE). Una
UAE es definida como 0.001 AAszo /min/mL. Los valores fueron convertidos a % de
actividad residual con respecto a la muestra control, la cual represento el 100 % de
actividad de PPO.

6.6 Determinacion de actividad antioxidante

6.6.1 Determinacion actividad antioxidante por el método con ABTS*",

La determinacion de la actividad antioxidante por medio del atrapamiento del radical
ABTS*" se realiz6 de acuerdo a Kuskoski et al. (2005). EI ABTS®* es un radical con
un nitrégeno central que presenta un color caracteristico azul-verde, cuando este
cation es reducido por un antioxidante a la forma no radical, presenta una pérdida de

color.

Se preparo una solucion de ABTS al 7 mM/L con persulfato de potasio al 2.45 mM/L,
se incub6 durante 16 h a temperatura ambiente en la oscuridad para dar lugar a la
formacion del radical libre ABTS®, posteriormente se realizé una dilucion 1:15 en

agua desionizada para obtener una absorbancia de 0.7+0.1 a 754 nm

Se tomaron 980 uL de dicha dilucién y 20 yL de muestra, se mezclaron y se dejo
reposar durante 7 min. Posteriormente se realizé la lectura espectrofotométrica a
754 nm en el lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior,
USA).

Se utilizé una curva estandar, para la cual, se preparé una solucion de acido
ascorbico con las siguientes concentraciones: 0, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/L. La
capacidad antioxidante se expresé como mg equivalentes de acido ascorbico por
litro de jugo (mg EAA/L).
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6.6.2 Determinacion actividad antioxidante medida por el método con DPPHe

La determinacion antirradical por el método con DPPH se realiz6 segun la
metodologia reportada por Morales y Jiménez-Pérez (2001). El reactivo DPPHe es
un radical libre estable, que en solucion etandlica presenta una coloracion violeta. Si
se adiciona a este medio una sustancia susceptible de atrapar radicales libres, el
electron no apareado del DPPHe se aparea e inmediatamente se presenta una
decoloracion de la solucion que puede ir hasta amarillo en razén del nimero de

electrones apareados.

Se prepar6 el radical DPPHe en solucién etandlica. A 100 uL de muestra se le
agregaron 500 pL de solucion de DPPHe, se dejé reposar durante 1h a temperatura
ambiente y posteriormente se centrifugd a 3,000 rpm durante 10 min (C1200/DW41,
Labnet, Korea). La absorbancia fue medida a 520 nm utilizando un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA).

Se realiz0 una curva de calibracion, utlizando trolox como antioxidante de
referencia, a concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 300 umol/L. La actividad
antioxidante se expresé como pmol de equivalentes de trolox por litro de jugo (pmol
ET/L).

6.7 Porcentaje de actividad quelante (% AQ)

La actividad quelante se determind segun Giilcin et al. (2003), el cual se basa en la
reaccion de la molécula quelante de referencia con el ion ferroso (Fe?"),
posteriormente el ion ferroso que no fue quelado reacciona con la ferrozina
generando color. A 100 uL de muestra se le agregaron 50 uL de solucién de cloruro
férrico Il tetrahidratado 2 mM. Se afadieron 450 yL de metanol y se mantuvo en
reposo durante 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 400 pL de solucion de
ferrozina al 5 mM y se dejo reposar durante 10 min a temperatura ambiente. La
absorbancia fue medida a 562 nm utilizando un lector de microplacas (Power Wave
XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). Como agente quelante de referencia se
utiliz6 EDTA a 0.1 M y como muestras control se utiliz6 agua desionizada bajo las

mismas condiciones.
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Para el calculo de la actividad quelante (% AQ) se aplico la siguiente ecuacion:
% AQ = [(Ao —Al)/Ao]*100.

Doénde: Ag = absorbancia de la muestra control. A; = absorbancia de la muestra.

6.8 Determinacién de &cido ascoérbico (AA)

Se determind la cantidad de &cido ascoérbico de acuerdo a Durist et al. (1997) el
cual utiliza el reactivo 2,6-diclorofenolindofenol (DCPI) que tiene una coloracion azul-
violeta y al entrar en contacto con acido ascorbico cambia de color a rosa o incoloro,

segun la concentracion de AA.

En viales ambar de 1.5 mL, se mezclaron 100 pL de muestra (dilucion 1:30 en &cido
oxalico al 4 %) con 100 pL de amortiguador (acetato de sodio) y 800 uL de DCPI. La
absorbancia fue medida a 520 nm utilizando un lector de microplacas (Power Wave

XS UV-Biotek, software KC Junior, USA), el blanco fue acido oxalico al 4 %.

Para realizar la curva estandar se realizaron concentraciones a partir de la solucién
de acido ascorbico: 0, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/L. Los resultados fueron expresados

como mg acido ascorbico por litro de jugo (mg AA/L).

6.9 Determinacién del contenido de compuestos fendlicos totales (CFT)

Se realiz6 segun Stintzing et al. (2005), el cual utiliza el reactivo Folin Ciocalteu. Este
reactivo es una mezcla de acido fosfotugstico y fosfomolibdico, la cual es reducida a
oxidos azules de tugsteno y molibdeno durante la oxidacion fendlica que ocurre en

condiciones alcalinas. La coloracion azul refleja la cantidad total de polifenoles.

Se tomaron 100 pL de muestra (dilucién 1:10) y se mezclaron con 500 uL de Folin-
Ciocalteu diluido (1:10 en agua desionizada). Se agregaron 400 uL de carbonato de
sodio al 7.5 % y se mantuvo en reposo durante 30 min a temperatura ambiente. La
absorbancia fue medida a 765 nm utilizando un lector de microplacas (Power Wave
XS UV-Biotek, software KC Junior, USA).
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La concentracion de compuestos fendlicos totales se obtuvo a partir de una curva
estandar (figura 10) preparando una solucion de &cido gélico con las siguientes
concentraciones: 0 100, 200, 300 mg/L. Los resultados se expresaron como mg
equivalentes de &cido gélico por litro de jugo (mg EAGI/L).

6.10 Determinacién de antocianinas

Para la determinacion de antocianinas totales se utilizé el método reportado por
Giusti y Wrolstad (2001), el cual es un método colorimétrico que se basa en el
diferencial de color emitido por las antocianinas en distintos pH.

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

fue calculado por la siguiente ecuacion:

Contenido de antocianinas (mg Cy3gl/L) = (A*PM * FD *1000) / (E * Tc)

Dénde:

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

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

E = Absorcion molar (26900 L mol-1 cm-1)
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Tc = Tamarfio de la celda

Como blanco se utilizé agua destilada.

6.11 Disefio experimental y analisis estadistico

Para la optimizacién del tratamiento del jugo de zarzamora se utilizé la metodologia
de superficie de respuesta (RSM por sus siglas en inglés) con el programa
estadistico JMP 7.0.2 (SAS Institute Inc 2007).

Se consideraron dos factores (temperatura y tiempo) para el tratamiento de
termoultrasonido y se empled un disefio experimental central, compuesto, rotable,
con un a= 1.414, teniendo como resultado 5 puntos centrales, 4 axiales y 4
factoriales (figura 8), dando un total de 13 puntos experimentales (tabla 6). El nivel

de amplitud del ultrasonido fue fijado a 80%.

Las variables independientes o de proceso fueron:

X1 = Temperatura (40 °C - 50° C) X2 = Tiempo (15 - 25 minutos)

X;

&
o) o)

]

ele

L ole ® X,
o o

® Puntos centrales ®

@ Puntos axiales

O Puntos factoriales

Figura 5. Disefio central compuesto rotable.
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Tabla 6. Disefio experimental de tratamiento por ultrasonido

Amplitud (%) Temperatura (°C) Tiempo (min)
80 45 20
80 40 15
80 45 20
80 45 13
80 50 25
80 38 20
80 52 20
80 45 27
80 40 25
80 50 15
80 45 20
80 45 20
80 45 20

Para predecir las variables de respuesta se emple6 como modelo matematico un

polinomio de segundo grado:

Yi = Bo + BiX1+ BoXy + Biy X1Xo + B11Xi? + BpoXo?

donde Y; es la respuesta, X; es la temperatura, X, es el tiempo de

termoultrasonicacion y By, Bi, Bo, B12, B11 yB22 son los coeficientes de regresion.

Las variables de respuesta son:

Y= pH Yo= Pectinmetilestrerasa

Y= °Brix, Y0=Polifenoloxidasa

Ys=indice de oscurecimiento Y1,=Capacidad antioxidante por ABTS
Y,=indice de turbidez Y1,=Capacidad antioxidante por DPPH
Ys=Recuento Total Y13=Capacidad quelante
Ye=Enterobacterias Y14=Acido ascorbico

Ys=Levaduras Y15=Compuestos fendlicos totales
Yg=Bacterias acido-lacticas Yis=Antocianinas
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Todas las técnicas se realizaron por triplicado. Una vez obtenidos los resultados de
la optimizacion, se elabord por triplicado el jugo bajo las condiciones 6ptimas y se
compard con jugo pasteurizado y jugo fresco como control, mediante el analisis de
varianza (ANOVA) con el paquete estadistico SPSS version 12.0.1, para Windows
(SPSS Inc. Chicago, llinois) y se les aplicd el test de Tukey con un nivel de
significancia del 95%. Se comparo la inactivacién de la pectin metilesterasa, polifenol
oxidasa, capacidad antioxidante por ABTS y DPPH, CFT, antocianinas y acido

ascorbico.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Propiedades fisicoquimicas

pH y solidos solubles

Para determinar las propiedades fisicoquimicas de los jugos o néctares de frutas, es
necesario medir su pH y los sdlidos solubles (°Brix). Los °Brix de los jugos se
conforman principalmente por azlcares reductores (glucosa y fructosa), seguidos
por azucares no reductores y por acidos (Rodriguez et al., 2010). Los valores
obtenidos de pH y °Brix del jugo de zarzamora termoultrasonicado se muestran en la
tabla 7, donde se observa que se encontraron en un rango de 3.02 - 3.21y9.9-11.1
respectivamente. Estos resultados se ajustaron al modelo matematico, con una R2
de 0.98 y 0.96 respectivamente (tabla 8). De acuerdo al analisis de regresion, se
puede observar que el pH fue influenciado principalmente por el tiempo en su
término lineal (b2) y la temperatura en términos cuadraticos (b11) (p < 0.0001), asi
como por la interaccidon de estos (b12) (p < 0.01). Por otro lado, los °Brix se vieron
afectados principalmente por la temperatura en su forma cuadratica (b1ll) (p <
0.0001) (tabla 8). Estas tendencias se pueden apreciar en sus graficos (figura 9y 10
respectivamente), en donde se puede apreciar que conforme aumenta el tiempo de
ultrasonido, el pH disminuye, del mismo modo que los °Brix, encontrando los valores

mas altos de estos parametros a temperaturas y tiempos de tratamiento intermedios
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Tabla 7 Efecto de la temperatura y tiempo de termoultrasonido sobre el pH, solidos solubles (°Brix),

turbidez y oscurecimiento del jugo de zarzamora

Tratamiento pH °Brix Turbidez Oscurecimiento
Control 3.15+0.06 11.1+0.06 0.029+0.00 0.62+0.08
40°C 25 min 3.07+0.00 10.1+0.00 0.019+0.00 0.79+0.07
38°C 20 min 3.06+0.01 10.2+0.00 0.016+0.00 0.69+0.01
50°C 25 min 3.02+0.01 10.2+0.06 0.019+0.00 0.66+0.06
40°C 15 min 3.12+0.00 11.1+0.00 0.020+0.00 0.65+0.06
45°C 27 min 3.10+0.05 10.5+0.05 0.025+0.00 0.70+0.06
45°C 20 min 3.17+0.01 11.1+0.05 0.025+0.00 0.65+0.06
52°C 20 min 3.04+0.05 9.9+0.10 0.018+0.00 0.83+0.01
45°C 20 min 3.19+0.05 11.1+0.06 0.025+0.00 0.67+0.04
50°C 15 min 3.15+0.05 10.2+0.10 0.023+0.00 0.85+0.07
45°C 13 min 3.21+0.05 10.9+0.06 0.025+0.00 0.78+0.06
45 °C 20 min 3.18%0.05 11.0+0.05 0.025+0.00 0.65+0.13
45 °C 20 min 3.19+0.05 11.0+0.00 0.024+0.00 0.65+0.04
45 °C 20 min 3.19+0.10 11.0+0.00 0.024+0.00 0.64+0.06
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Tabla 8. Coeficientes de regresion del modelo y significancia para las variables de respuesta pH, °Bx,
turbidez y oscurecimiento del jugo de zarzamora termoultrasonicado

Coeficientes pH °BX Turbidez Oscurecimiento
bo 3.184% 11.0402 0.2432 0.6492
by -0.006 -0.158° 0.009 ° 0.035°
b, -0.0422 -0.201° -0.004 -0.019¢
b1o -0.021° 0.240° -0.001 -0.081°
b1 -0.0702 -0.4912 -0.0392 0.051°
b2 -0.018° -0.166° 0.002 0.043°
R2Ad] 0.98 0.96 0.93 0.91

Niveles de significancia: a, p < 0.0001; b, p < 0.001; ¢, p<0.01yd, p<0.05. En los

coeficientes (b) el subindice 1= temperatura; 2= tiempo

Figura 6. Efecto del termoultrasonido sobre el pH del jugo de zarzamora
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Figura 7. Efecto del termoultrasonido sobre los sélidos solubles (°Bx) del jugo de

Zarzamora

Estos parametros cumplen con los criterios de calidad establecidos para jugos y
néctares de frutas, donde se indica que el pH no debe ser inferior a 2.5 y los °Brix
deberan de estar entre 9 y 11.1 dependiendo de la variedad de zarzamora (CODEX,
2005; Rodriguez et al., 2010). Al respecto, se ha reportado que los valores de pH de
la zarzamora se encuentra entre 2.69 y 3.42 (Hassimotto et al., 2008; Tiwari et al.,
2009b), mientras que los °Brix van desde 8.8 hasta 11.7 (Strik y Thompson, 2009), y
esto depende tanto de la variedad del fruto, el suelo y la época de cosecha
(Hassimotto et al., 2008; Strik y Thompson, 2009; Tiwari et al., 2009b). Con respecto
al efecto del termoultrasonido sobre estas dos propiedades en jugos de frutas, se ha
reportado anteriormente que esta tecnologia no ejerce cambios significativos (Tiwari
et al., 2009b; Abid et al., 2014), sin embargo, las temperaturas utilizadas han sido
menores a la aplicadas en este estudio, y de acuerdo los coeficientes de regresion

mostrados anteriormente (tabla 8), la temperatura es la variable que mas influye.
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indice de turbidez

Otro parametro de calidad en los jugos y néctares de frutas es el indice de turbidez,
el cual esta relacionado con las proteinas, lipidos, celulosa, pectina y otros
polisacaridos presentes en los jugos (Croak y Corredig, 2006). Los cambios en la
turbidez podrian estar asociados a la cavitacién, ya que provoca dispersion de
agregados o rompimiento de particulas susceptibles, como enzimas vy
microorganismos (Tiwari et al., 2008a, Tiwari et al., 2008b).

En este estudio, los jugos tratados por termoultrasonido presentaron menor turbidez
en comparacién con el control, con valores de 0.016 a 0.025 (tabla 7), siendo la
temperatura la que mostré un efecto significativo sobre la turbidez, en su término
lineal (b1, p < 0.01) y cuadrético (bi1, p < 0.0001), mientras que el tiempo no influyo
sobre este parametro (tabla 8), y esto se ve reflejado en su grafico (figura 11),
observandose que, independientemente del tiempo de tratamiento, la turbidez
aumenta conforme lo hace la temperatura, encontrando mayores valores a
temperaturas de 50 - 52 °C.

fa e
ROy y SERaa

| -
(T RERN

Turbidez

Min 14

Figura 8. Efecto del termoultrasonido sobre el indice de turbidez del jugo de

Zarzamora
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Esta tendencia encontrada en el indice de turbidez coincide con la encontrada en la
inactivacion enzimatica, ya que a mayores temperaturas ocurri6 mayor inactivacion
(figuras 13 y 14), y de acuerdo a Tiwari et al. (2008a) y Tiwari et al. (2008b) los
cambios podrian estar asociados al rompimiento de particulas susceptibles, como
las enzimas. En dichos estudios se reporta que la turbidez disminuye conforme se
aumenta la amplitud y el tiempo de ultrasonido en jugo de naranja. Sin embargo, los
resultados de un estudio realizado por Abid et al. (2014) demuestran una tendencia
contraria, ya que los valores de turbidez en el jugo de manzana tratado por
ultrasonido, tienden a aumentar debido a la dispersion y rompimiento de
macromoléculas, causados por el gradiente de alta presién durante la sonicacion. El
jugo utilizado en este estudio fue filtrado y clarificado por centrifugacion (10,000 rpm/
30 min/4 °C) previo al tratamiento de termoultrasonicacion, para separar las
macromoléculas presentes, favoreciendo de esta manera la homogeneidad y calidad

del jugo.

indice de oscurecimiento

En cuanto al indice de oscurecimiento, se puede observar valores mas altos en los
jugos sometidos a tratamiento con respecto a la muestra control, siendo los tratados
a temperaturas mayores los que presentaron mayor indice de oscurecimiento (50° C
15 min y 52 °C 20 min) (tabla 7). Como se puede apreciar, este valor fue
influenciado mayormente por la temperatura en su forma cuadratica (b11, p < 0.001),
asi como por su interaccion con el tiempo (b2, p < 0.001) (tabla 8). El
comportamiento grafico se puede apreciar en la figura 12, en donde se observa un
incremento del oscurecimiento a las temperaturas mas altas y menor tiempo,
mientras que a bajas temperaturas y mayor tiempo de tratamiento, el oscurecimiento

€S menor.
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Oscurecimiento

18
min T 38

Figura 9. Efecto del termoultrasonido sobre el oscurecimiento del jugo de zarzamora

Al respecto, Vaikousi et al. (2008), Tiwari et al. (2009e) y Valdramidis et al. (2010)
encontraron una tendencia similar en jugo de naranja y manzana respectivamente,
en donde la temperatura fue el factor mas importante en el indice de oscurecimiento.
Este parametro afecta la calidad de los alimentos procesados, y se da por
caramelizacion, formacion de productos de la reaccion de Maillard o por degradacion
de los carotenoides y del acido ascorbico (Valdramidis et al., 2010; Vaikousi et al.,
2008; Tiwari et al., 2009e). Este ultimo factor pudo estar relacionado con el indice de
oscurecimiento ocurrido en este estudio, ya que como se podra observar mas
adelante (tabla 11), hubo una reduccion del acido ascorbico en las muestras que

presentaron mayor oscurecimiento, concordando con los resultados reportados por
Jiang (2000).
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7.2 Anédlisis microbioldgico

En cuanto al recuento total (RT) realizado en el jugo de zarzamora, en el jugo control
la carga microbiana fue de 3.37 log 10 UFC/mL, mientras que en los jugos tratados
por termoultrasonido no se detect6 crecimiento. La misma tendencia se observo en
el conteo de levaduras, en donde el control presentd 2.48 log 10 UFC/mL sin
presencia de estas en los jugos termoultrasonicados. El conteo de bacterias acido
lacticas (BAL), después de las 24 h de incubacién a 30 °C, fue de 0.48 log 10
UFC/mL en el jugo control, esta cifra aumenté a 2.34 log 10 UFC/mL cuando se
realizé el conteo a las 48 h. Sin embargo, no se detectaron dichas bacterias en las
muestras tratadas por termoultrasonido. Por otro lado, no se detecté crecimiento de
enterobacterias en ninguna de las muestras, después de las 24 y 48 h de incubacion
(datos no mostrados). Cabe mencionar que los resultados del analisis de
microorganismos no se ajustaron al modelo de regresion, por o que no se muestran

las superficies de respuesta.

Referente al tratamiento de termoultrasonido sobre la carga microbiana, se ha
encontrado que la termoultrasonicacion provoca la mayor inactivacion en jugos de
pifia, uva y manzana, debido a que este tratamiento incrementa la sensibilidad de los
microorganismos al calor, altas presiones y bajos pH, debido a la cavitacidon que se
genera con las ondas de ultrasonido, provocando cambios en la permeabilidad de la
membrana celular, pérdida de homeostasis y muerte celular (Earnshaw et al., 1995;
Piyasena et al., 2003; Wong et al., 2008; Wong et al., 2010; Bermudez-Aguirre, y
Barbosa-Canovas, 2012).

En un estudio realizado por Wong et al., (2010), en jugo de zarzamora, se reporto
gue la concentracion inicial de hongos, levaduras y bacterias acido lacticas va desde
1,8 hasta 3,2 log 10 UFC/mL, por lo que establecieron como obijetivo la reduccién de
3 log 10 UFC/mL. En tal estudio, los hongos y levaduras fueron inactivados después
de 15 minutos mediante osmosonicacién, mientras que las BAL fueron mas
resistentes, logrando la reduccion de sélo 2 log 10 UFC/mL. En el presente estudio,
la carga inicial de BAL, después de 48 h, fue de 2.34 log 10 UFC/mL, las cuales

fueron inactivadas incluso con las condiciones de tratamiento mas bajas.
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7.3 Actividad enzimatica residual de la PME y PPO

La PME provoca precipitados en los jugos de frutas y es uno de los problemas de
calidad que repercute en la aceptacién del producto, (Abid et al., 2014), esto se debe
a la desesterificacion de los grupos metil del &cido galacturénico de la pectina (Ralet
el al., 2001; Croak y Correding, 2006). Otro problema de calidad son los cambios de
color debido al oscurecimiento enzimatico provocado por la PPO, la cual produce la
oxidacién de compuestos fendlicos a O-quinonas que se polimerizan y producen

colores indeseables y cambios en el sabor (Abid et al., 2014).

En la tabla 9 se muestran los valores de la actividad enzimética residual, la cual
disminuye cuando los jugos son sometidos a termoultrasonicacion, sin embargo, el
tratamiento parece ser mas efectivo en la inactivacion de la PPO con respecto a la
PME. ElI maximo porcentaje de inhibicion se logro en el tratamiento 50°C/25 min, con
un 19.2 % y 53.5 % de actividad residual de la PPO y PME respectivamente.

Los resultados de la actividad enzimatica residual se ajustaron al modelo de
regresion con una R? 0.96 y de 0.94 respectivamente (tabla 10). Los resultados
estadisticos evidencian que la variable mas influyente en la actividad enzimatica del
jugo de zarzamora termoultrasonicado fue la temperatura en su término lineal (b,)
con un nivel de significancia de p < 0.0001. Por otro lado, el tiempo influyé de
manera significativa en la actividad de la PME en términos cuadraticos (b22, p <
0.01) mientras que esta variable no ejercié efecto significativo en la actividad de la
PPO (tabla 9), tendencia que se puede apreciar en las figuras 13 y 14
respectivamente, en donde a mayor temperatura aplicada, la actividad residual de

ambas enzimas disminuye.
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Tabla 9. Porcentaje de actividad Residual (% AR) en el jugo de zarzamora
termoultrasonicado

Tratamiento

Clmin) PME (%) PPO (%)

Control 100:0.0 1000.0
40°C 25 min 73.744.3 37.99£1.5
38°C 20 min 72.3£15 44.88+1.8
50°C 25 min 53.5£1.0 1.50£0.0
40°C 15 min 73.5£1.2 46.67£1.6
45°C 27 min 68.545.8 30.490.0
45°C 20 min 62.2£1.0 35.59+2.35
52°C 20 min 53.0£3.6 1.640.0
45°C 20 min 61.9+1.0 37.04£0.1
50°C 15 min 55.8+4.4 1.760.0
45°C 13 min 71.7£1.1 39.8410.1
45 °C 20 min 64.1£7.1 38.10£1.2
45 °C 20 min 62.2+3.6 34.86£1.5
45 °C 20 min 63.0£1.3 38.27£2.6

PME (pectinmetilesterasa), PPO (polifenoloxidasa)
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Tabla 10. Coeficientes de regresion del modelo y significancia para las variables de

respuesta de la actividad enzimatica residual jugo de zarzamora
termoultrasonicado
Coeficientes PME PPO
bo 62.68% 36.772°
by -8.149°% -17.81°%
b -0.828 -2.77036
b1, -0.625 2.105
b1 -0.5825 -8.5697°
b2 -3.1625°¢ -2.60975
R*Ad] 0.96 0.91

Niveles de significancia: a, p < 0.0001; b, p <0.001; ¢, p<0.01yd, p<0.05; En los
coeficientes (b) el subindice 1= temperatura; 2= tiempo. PME (pectinmetilesterasa),
PPO (polifenoloxidasa)

Figura 10. Efecto del termoultrasonido sobre la actividad residual de la

pectinmetilesterasa (% AR PME) del jugo de zarzamora

Alicia Cervantes Eligamande
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% AR PPO

min 14

Figura 11. Efecto del termoultrasonido sobre la actividad residual de la

polifenoloxidasa (% AR PPO) del jugo de zarzamora

En el jugo de zarzamora, la actividad de la enzima PME, expresada como unidades
de PME (UPM/MI), fue baja tanto para el control como los jugos tratados, partiendo
de un 0.029 UPM/mL en el control (datos no mostrados), esto podria ser debido a
gue la pectina de la zarzamora se encuentra en un medio acido (pH 3.02+0.01 y
3.21+0.05), y para que ocurra la des-esterificacion esta debe estar altamente
cargada, de lo contrario hay una supresion de la disociacion de los grupos
carboxilicos débiles (Ralet el al., 2001; Croak y Correding, 2006).

En un estudio realizado por Lacroix et al. (2005) en jugo de naranja, se evalud la
inactivacion de la PME por medio de altas presiones (170 MPa) a 50 °C por 10 min,
y se encontrd que cuando se disminuia el pH del jugo a 3.0 la actividad enzimatica
disminuia hasta un 90 %. Por otro lado, en estudios realizados en jugo de naranja y
tomate se ha demostrado que la temperatura aplicada en el tratamiento de

termoultrasonido es la variable que mas influye en la inactivacion de enzimas, y que
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ésta es mucho més efectiva que el tratamiento térmico por si solo (Raviyan et al.,
2005; Koshani et al., 2014).

El efecto que ejerce el ultrasonido en las enzimas es debido a los procesos quimicos
y mecénicos inducidos por la cavitacion, ya que éstos provocan dafios en la
integridad de las estructura de las enzimas, disminuyendo su actividad. Asi, el
gradiente de altas presiones generadas durante la cavitacion causa fragmentacion
de las moléculas de proteina, mientras que la temperatura generada provoca
inactivacion por pirolisis y desnaturalizacion proteica (Morel et al., 2000; Tiwari et al.,
2009a). Aunado a esto, las ondas de ultrasonido rompen la estructura lineal de la
pectina, reduciendo asi su peso molecular y debilitando las redes que estas forman,
haciendo que estas sean menos accesibles como sustrato para la PME (Seshadri et
al., 2003; Tiwari et al., 2009a).

En cuanto a la resistencia de las enzimas al tratamiento, Abid et al. (2014)
observaron que la PPO mostré6 mayor inactivacion, con respecto a la PME, en jugo
de manzana termosonicado a 60 °C, logrando una inactivacién de hasta 6.15y 7.10
% respectivamente. Una menor inactivacion de las enzimas en nuestro estudio,
podria ser debido a que se utilizaron temperaturas menores, ya que la efectividad
del ultrasonido depende de este factor, asi como de la concentracion inicial de la
enzima, el pH y la composicién del jugo (O’Donnell et al., 2010; Vidal-Fonteles et al.,
2012).
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7.4 Actividad antioxidante

Los métodos para medir la capacidad antioxidante de ABTS y DPPH son métodos
gue se basan en la transferencia de electrones, e involucran una reaccién de
oxidacién. Ambos método son Utiles para saber si el proceso de elaboracion de un
alimento influye sobre la actividad antioxidante, ademéas puede ser un indicador del
potencial que posee el alimento como antioxidante (Villafio et al., 2007).

7.4.1 Actividad antioxidante por el método de ABTS

En la tabla 11 se muestran los valores obtenidos, expresados como mg equivalentes
de acido ascorbico por litro (mg EAA/L), donde se puede observar un aumento de la
actividad antioxidante en las muestras 45 °C/20 min con respecto al control, sin
embargo, en la muestra 50 °C/25 min ocurre disminucion del 39.9 %. Como se
puede observar en la tabla 12, los resultados de la actividad antioxidante medida por
la capacidad de atrapamiento del radical libre ABTSe+ se ajustaron al modelo
matematico con una R? de 0.96. Esta capacidad antioxidante se vio afectada
principalmente por la temperatura y el tiempo en términos cuadraticos (b11 y bao; p <
0.0001), mientras que la interaccion de dichas variables ejercié un efecto positivo
(b12; p < 0.01). Este efecto se puede apreciar en la figura 15, en donde se observa
gue la mayor capacidad antioxidante se encuentra a temperaturas y tiempos de

tratamiento intermedios.
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Tra})tami_ento ABTS DPPH % AQ AA CFT Cy3aGl
(°C/min) (umol ET/L) (umol ET/L) (mg EAAIL) (mg EAGI/L) (mg/L)
Control 2695.2445.2 16284.21+23.1 93.7+0.034 324.0+£1.06 3137.85%0.02 1008.9+4.3

40°C 25 min 1266.67+6.3 15863.2+4.7 91.9+0.03 278.1+0.01 2564.58+0.00 985.4+10.9

38°C 20 min 1933.3349.7 14810.5+19.7 92.1+0.07 298.1+2.00 2984.38+0.00 999.2+15.7
50°C 25 min 1234.92+6.2 16178.9+1.1 92.6+0.07 290.1+1.06 3805.21+0.04 900.1+18.6
40°C 15 min 2314.29+11.6 14915.8411.1 92.2+0.13 323.5£1.01 4211.18+0.01 996.1+12.1
45°C 27 min 1488.89+7.4 16178.9+7.9 92.2+0.02 280.8+22.52 3255.21+0.01 961.3+25.3
45°C 20 min 2663.49+13.3 16284.2+1.6 92.8+0.07 302.1+1.29 4032.99+0.01 989.8+15.1
52°C 20 min 1266.67+6.3 17130.8+1.1 92.9+0.01 286.1+22.63 3609.72+0.01 913.9+25.2
45°C 20 min 2758.73+13.8 16444.7+4.7 92.7+0.08 299.5+22.86 4086.46+0.01 901.0+£27.1
50°C 15 min 1076.19+5.4 17126.3+0.5 92.8+0.05 293.6+£22.06 3318.40+0.01 982.0+28.6
45°C 13 min 2028.57+10.1 16214.0+9.2 92.5+0.06 315.5+22.52 3669.79+0.01 949.2+36.8

45 °C 20 min 2631.75%+13.2 16333.3+15.0 92.8+0.13 299.5+22.63 4059.03+0.01 975.9+16.0

45 °C 20 min 2726.98+13.6 16285.7+10.4 92.8+0.07 296.8+22.63 4043.40+0.02 990.2+12.0

45 °C 20 min 2790.48+14.0 16428.6%9.2 92.7+0.053 296.8+21.59 4089.24+0.03 983.7+10.1

ET (Equivalentes de Trolox), AQ (Actividad Quelante), AA (Acido Ascorbico), CFT (Compuestos Fendlicos Totales), EAG
(Equivalentes de Acido Galico), Cy3Gl (Cianidin-3-Glucésido)
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Tabla 12. Coeficientes de regresion del modelo y significancia para las variables de

respuesta de actividad antioxidante y compuestos antioxidantes del jugo de

zarzamora termoultrasonicado

ABTS

DPPH

» |
Coeficientes (g_rrr;f)l (éi_:_f/\f)l AQ (%) éﬁ X/T.? CET(; /T)g (C,:%/; /f)
b 271428  16355.31°  92.77°  298.93%  4062.22° 995.45°
b 27558  725.97° 0.31° 4,35 154.03°  -33.76°
b> -206.51° -6.20 -0.12° -12.23? -218.26°  -6.91¢
baz 301.59°  -473.68"° 0.03 10.47° 533.35%  -8.12°
bas 608.73°  -207.95° 0.14° 3.10° 358.81°  -18.12°
bzz 5290.36°  -95.04 0.24° 0.10 276.09°  -14.33°
R2Ad] 0.96 0.97 0.97 0.98 0.95 0.96

Niveles de significancia: a, p < 0.0001; b, p <0.001; c,p<0.01yd, p<0.05. Enlos

coeficientes (b) el subindice 1= temperatura; 2= tiempo. AQ (Actividad Quelante),

EAA (Equivalentes de Acido Ascorbico), CFT (Compuestos Fendlicos Totales),
Cy3Gl (Cianidin-3-Glucdsido).
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mg EAAIL

min 14

Figura 12. Efecto del termoultrasonido sobre la actividad antioxidante del jugo de
zarzamora medida por el método de ABTS

7.4.2 Actividad antioxidante por el método de DPPH.

Los resultados expresados como equivalentes de trolox (umol ET/L) muestran que el
jugo tratado a 52 °C/20 min presenta la mayor actividad antioxidante comparado con
las demas muestras sometidas a termoultrasonicacion y con el control, seguida por
la muestra 50 °C/15 min (tabla 11).

Los resultados de la actividad antioxidante medida por el método del atrapamiento
del radical DPPH presentaron una R? de ajuste de 0.97. Los coeficientes de
regresion del modelo (tabla 12) muestran que la temperatura en su forma lineal (b1),
asi como su interaccion con el tiempo (biy), presentaron un efecto altamente
significativo (p < 0.0001). Tal tendencia se muestra en la figura 16, en donde se

observa mayor capacidad antioxidante a temperaturas altas (48 - 52 °C) y menor
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tiempo de termoultrasonido (14 - 18 min), mientras que a bajas temperaturas y

tiempo dicha capacidad se ve disminuida.

18000 7

|
17000 |

18
min 14

Figura 13. Efecto del termoultrasonido sobre la actividad antioxidante del jugo de

zarzamora medida por el método de DPPH

Las diferencias en los valores de actividad antioxidante estan dadas por las
concentraciones del antioxidante sintético de la curva patrén, asi como los
diluyentes, las diferentes longitudes de onda y el tiempo en que se realizan las
lecturas espectrofotométricas (Sellapan et al., 2002; Villafio et al., 2004). Se ha
reportado que la técnica con DPPH es mejor que la de ABTS para medir la actividad
antioxidante, a pesar de que la técnica de DPPH no reacciona con los flavonoides
gue no tengan en su anillo B al menos un grupo -OH, como es el caso de las
flavonas e isoflavonas. Sin embargo, la cianidina 3-glucésido y otras antocianinas
tienen en su anillo B de 2 a mas grupos -OH (Roginsky y Lissi, 2005; Sariburun et
al., 2010), lo que podria explicar valores mas altos de actividad antioxidante con la
técnica de DPPH con respecto a la de ABTS, ya que, de acuerdo a lo reportado por

Hager et al., 2008; Acosta-Montoya et al., 2010; Cuevas-Rodriguez, 2011 y Lee et
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al.,, 2012, las antocianinas, junto con los taninos y otros flavonoides, son los
principales responsables de la actividad antioxidante de la zarzamora, actuando en

sinergismo con las vitaminas C y E.

El incremento de la capacidad antioxidante, medida por el método con ABTS, en las
muestras 45 °C/20 min podria estar asociado al aumento que registran estas
muestras en el contenido de CFT (datos mostrados mas adelante), ya que existe
una relacion entre la actividad antioxidante medida por esta técnica y los
compuestos fendlicos totales determinados con el reactivo Folin-Cioacalteu
(Singleton et al., 1999; Roginsky y Lissi, 2005), asi como también se asocia a la
cantidad de acido ascorbico (Kuti, 2004; Kasetstart, 2010).

Con respecto al efecto del ultrasonido sobre la capacidad antioxidante, se ha
demostrado que durante la sonicacion se generan radicales libres y la cantidad de
estos aumenta conforme aumenta el tiempo de tratamiento y esto ocurre por la
hidroxilacion de los compuestos fendlicos, sin embargo, la presencia de acido
ascorbico en el medio tratado disminuye esta hidroxilacion (Ashokkumar et al.,
2008).

Por otro lado, la hidroxilacion generada durante el ultrasonido también se ha
utilizado en la industria para favorecer la capacidad antioxidante de los flavonoides
ya que la introducciéon de un grupo *OH en la posicién orto o para incrementa su
actividad antioxidante, asi, la O-dihidroxilacion en el anillo B de los flavonoides brinda
mayor potencial antioxidante a las moléculas (Wanasundara et al., 1997,
Ashokkumar et al., 2008).

En un estudio realizado por Aybastier et al. (2013) se obtuvo mayor capacidad
antioxidante por el método de ABTS de un extracto de hojas de zarzamora por
termoultrasonido a las temperaturas y tiempos de tratamiento mas altos (66 y 68
°C/105 y 117 min), mientras que Ivanovic et al. (2014) encontraron la misma
tendencia en un extracto de zarzamora obtenido por termoultrasonido, con el método
de DPPH, y correlacionan esta actividad antioxidante con la cantidad de
antocianinas presentes. Se ha demostrado que el tratamiento de ultrasonido y
termoultrasonido y el gradiente de altas presiones (>400 MPa) mejoran la capacidad

antioxidante de los alimentos liquidos al aumentar y/o preservar sus compuestos
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bioactivos (Knorr et al., 2004; Sanchez-Moreno et al., 2005; Patras et al., 2009;
Rawson et al., 2011).

7.5 Porcentaje de Actividad Quelante (%AQ)

Los compuestos fendlicos pueden actuar como antioxidantes al captar radicales
libres y/o al quelar metales. En este Ultimo caso, se requiere, ya sea de la presencia
de dos grupos hidroxilos cercanos en el anillo aromético, la presencia del grupo 4-
ceto y grupos hidroxilo en posicién 5 y/o 3 (como la quercetina) o bien, la presencia
de un gran numero de grupos hidroxilo (como &cido tanico) (Garcia-Alonso, 2005).
En el organismo, los polifenoles y el acido ascérbico solubilizan el hierro y crean un
complejo con éste para facilitar su excrecion por medio de las heces y orina (Morel
et al., 1993; Heim et al., 2002; Ebrahimzadeh et al., 2008).

Los resultados muestran una disminucién de la actividad quelante en los jugos
termoultrasonicados con respecto al control, siendo la muestra 45 °C/20 min la que
presentd una maxima reduccion del 1.8 % y la muestra 52 °C/20 min la minima, de
0.8 % (tabla 11). En este estudio, el porcentaje de actividad quelante (%AQ) de las
muestras de jugo de zarzamora se vieron mayormente afectados por la temperatura
de tratamiento en su forma lineal (b;, p < 0.0001) y el tiempo en términos cuadraticos
(b22, p < 0.0001) (tabla 12), mientras que la interaccién de estos no ejercio efecto
significativo. Este efecto se representa graficamente en la figura 17, en donde se
aprecia un ligero aumento de la capacidad quelante del jugo cuando se somete a
termoultrasonido durante 18 y 22 min, y este aumento es mayor a temperaturas mas

altas.
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min 14 38

Figura 14. Efecto del termoultrasonido sobre la actividad quelante del jugo de

Zarzamora

La poca variabilidad del %AQ de las muestras termoultrasonicadas, con respecto al
jugo fresco, podria estar relacionada, por un lado, con la estabilidad que presenta su
pH, ya que este factor afecta negativamente la capacidad quelante (Pokorny et al.,
2001), y por otro lado con su alto contenido en compuestos bioactivos, como acido
ascorbico y polifenoles, entre otros, los cuales presentan la capacidad de quelar
metales como el hierro (Morel et al., 1993; Garcia-Alonso, 2005; Ebrahimzadeh et
al., 2008). Con respecto al efecto del ultrasonido sobre esta caracteristica, Zafra-
Rojas et al. (2013) reportdé una disminucion en jugo de tuna tratado por ultrasonido,
sin embargo, a mayor amplitud (80 %) y mayor tiempo (25 min) no se observaron

diferencias significativas con respecto al jugo fresco.
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7.6 Contenido de acido ascorbico (AA)

La retencion de acido ascorbico en jugos de frutas ha sido empleado como un
indicador de calidad y vida de anaquel, la cual disminuye cuando éste es degradado
a un 50 % (Morales-de la Pefia el al., 2011). Los resultados expresados como mg de
acido ascorbico (mg AA/L) presentan una disminucion en las muestras que fueron
sometidas a tratamiento de termoultrasonicacion con respecto al control. Sin
embargo, la maxima disminucion fue en la muestra 40 °C/25 min, con una reduccion
del 14.17 % (tabla 11). Estos resultados se ajustaron al modelo de regresion con una
R? de 0.98 y se puede observar que el tiempo, en su término lineal (b2), y su
interaccion con la temperatura (bi2) ejercieron un fuerte efecto sobre el contenido de
este compuesto (p < 0.0001) (tabla 12); tal tendencia se muestra en la figura 18, en
donde se aprecia que cuando la muestra es tratada a altas temperaturas (>40 °C) y
tiempos cortos (<16 min) el contenido de acido ascoérbico es mayor que cuando la
muestra se somete a tratamiento por mayor tiempo, incluso a temperaturas

menores.

Min 14

Figura 15. Efecto del termoultrasonido sobre el contenido de acido ascorbico en el

jugo de zarzamora
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Los resultados de este estudio concuerdan con lo reportado por Rawson et al.
(2011), quienes encontraron que la degradacién de &cido ascorbico en jugo de
sandia aument6 cuando la temperatura de tratamiento se incrementaba a 45 °C
(hasta 50 %), observando también mayor reduccion de este antioxidante conforme
aumentaba el tiempo y amplitud de tratamiento. Tiwari et al. (2009f) observé una
reduccién del 15 % del &cido ascorbico en jugo de fresa después de sonicarlo por 10
min, mientras que en jugo de naranja solo disminuy6 un 5 % (Tiwari et al., 2009d).

La degradacion del &cido ascérbico se debe, en parte, a la inestabilidad que
presenta este compuesto (Odriozola-Serrano et al., 2009; Tiwari et al., 2009d; Abid
et al., 2014) y, probablemente, al fendmeno de cavitacion, en donde se generan
radicales libres, produciendo reacciones de oxidacion, las cuales podrian estar
afectando al acido ascorbico (Tiwari et al., 2009f; Dubrovic et al., 2011; Rawson et
al., 2011; Abid et al., 2014). El acido ascorbico evita la hidroxilacion de los fenoles, al
reaccionar con los radicales *OH generados durante la cavitacién acUstica,
reaccionando hasta con el 95 % de estos (Ashokkumar y Grieser, 1999; Ashokkumar
et al., 2008).

Por otro lado, se ha informado en estudios anteriores que el tratamiento de
ultrasonido elimina el oxigeno presente en el jugo, favoreciendo la estabilidad de los
compuestos antioxidantes durante su almacenamiento (Solomon et al., 1995; Knorr
et al., 2004; Ashokkumar et al., 2008; Abid et al., 2014), e incluso, gracias a esto se
ha observado un aumento en la concentracion de acido ascorbico del jugo de lima

comparado con el jugo fresco (Bhat et al., 2011).

7.7 Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT)

Los compuestos fendlicos han demostrado gran potencial antioxidante y beneficios a
la salud humana (Lee et al., 2012; Bhat et al., 2011). En el fruto de la zarzamora se
han identificado compuestos como los acidos fendlicos, antocianinas y taninos,
siendo estos ultimos los mas abundantes (Lee et al., 2012; Cuevas-Rodriguez et al.,
2011).

Los valores de la determinacién de los compuestos fendlicos totales del jugo de

zarzamora termoultrasonicado aumenta con respecto al control, con excepcion de
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las muestras tratadas a 38 °C/20 min y 40 °C/25 min, en donde se registra una
disminucion del 4.9 y 18.27 % respectivamente. Por otro lado, la mayor cantidad de
CFT se encontro en el jugo tratado a 40 °C/15 min, con un incremento del 34.2 % de
Su concentracion inicial (tabla 11). Los resultados obtenidos se ajustaron al modelo
matematico con una R? de 0.95. Los coeficientes de regresién del modelo (tabla 12)
muestran que el mayor efecto lo ejercid la temperatura en términos cuadraticos (bi1),
asi como su interaccion con el tiempo (bi2) (p < 0.0001), lo cual se representa
graficamente en la figura 19, observandose que a mayor tiempo y menor
temperatura de tratamiento el contenido de compuestos fendlicos es menor,
mientras que a temperaturas entre 38 y 48 °C durante mas de 20 min la

concentracion de estos compuestos es mayor.

Figura 16. Efecto del termoultrasonido sobre el contenido de compuestos fendlicos

totales del jugo de zarzamora

En estudios anteriores, realizados en muestras tratadas por sonicacion, se ha
reportado un aumento en la concentracién de CFT (hasta 93 %) con respecto a la
muestra fresca. Este fendmeno esta asociado a la alta liberacién de los compuestos

fendlicos durante el tratamiento de ultrasonido, ya que durante la cavitacion hay una
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ruptura en los enlaces que forman los acidos fendlicos con otros compuestos como
polisacéridos (Lieu y Le et al., 2010; Soria y Villamiel, 2010). Al respecto, se ha
demostrado que el procesado de jugos incrementa el contenido en &cido elagico
libre, llegando en torno al doble del contenido presente en la fruta fresca (Amakura
et al., 2000; De Ancos et al., 2000). Otros estudios revelan un aumento de estos
compuestos en jugo de tuna y de lima ultrasonicados con respecto al jugo fresco
(Bhat et al., 2011; Cruz et al., 2013).

Por otro lado, la degradacién de algunos compuestos fendlicos durante el
tratamiento de ultrasonido ocurre debido a la produccién de radicales libres. A pesar
de que el acido ascorbico atrapa gran cantidad de estos, los fenoles son mas
hidrofébicos en comparacion con el acido ascorbico, por lo que su concentracién en
la interfaz podria ser mas alta, por lo que algunos *OH pueden reaccionar con estos
antes de ser atrapados por el acido ascoérbico (Ashokkumar y Grieser, 1999;
Ashokkumar et al., 2008).

7.8 Contenido de antocianinas

Las antocianinas son las principales responsables de la capacidad antioxidante del
jugo de la zarzamora (lvanovic et al., 2014). Su estabilidad esta influenciada por su
estructura y los factores de la matriz en que se encuentran (pH, temperatura,
enzimas, luz, oxigeno y otros compuestos). El contenido de antocianinas,
expresadas como cianidin-3-glucésido (Cy-3-Gl), disminuye en los jugos
termoultrasonicados con respecto al control, mostraron una disminucion del 9.9 —
10.78 % en los tratamientos 38 °C/20 min y 50 °C/20 min respectivamente (tabla 11).
De acuerdo al coeficiente de regresion (tabla 12), la temperatura, tanto en su forma
lineal (by), como en términos cuadraticos (b11), es el factor que mayor efecto ejerce
sobre el contenido de estos compuestos (p < 0.0001 y p < 0.001 respectivamente).
En la figura 20 se observa una menor concentracion de antocianinas a las
temperaturas y tiempos mas altos de tratamiento (50 — 52 °C/18 — 27 min), mientras
gue a temperaturas de 38 a 46 °C la concentracion es mayor, independientemente

del tiempo.
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min 14

Figura 17. Efecto del termoultrasonido sobre el contenido de antocianinas del jugo

de zarzamora

Estudios similares reportaron una variacion del 5 % en el contenido de antocianinas
durante la sonicacion del jugo de zarzamora y fresa, a 25 y 40 °C respectivamente,
influenciado tanto por el tiempo de sonicacién como la energia aplicada (Tiwari et al.
2009b; Tiwari et al. 2009f). Sin embargo, las temperaturas utilizadas en este estudio
fueron superiores, y, como ya se menciond, la temperatura es el factor que mayor
efecto ejerce sobre el contenido de estos compuestos, concordando con lo reportado
en estudios anteriormente, en donde relaciona mayor temperatura de tratamiento
con una mayor degradacién de antocianinas (Sadilova et al., 2007; Dubrovic et al.,
2011).

Aunado a esto, la disminucién en los jugos sometidos a tratamiento de ultrasonido
podria estar asociada al fenomeno de cavitacién, generado por la sonicacion, en el
cual se producen radicales libres, induciendo asi la oxidacion de compuestos
antioxidantes (Tiwari et al., 2009d; Dubrovic et al., 2011; Rawson et al., 2011). Se ha
reportado que los radicales libres provocan la degradacion de las antocianinas al

modificar los anillos de la estructura convirtiéndolas en chalconas (Sadilova et al.,
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2007) ademas de una posible hidrdlisis en la fraccidon glucosidica (Adams y Ongley,
1973).

7.9 Optimizacién del jugo de zarzamora termoultrasonicado

La optimizacién fue realizada mediante superposicion de las superficies de
respuesta. Las variables de respuesta elegidas para este procedimiento fueron: %
de AR de la PPO, la actividad antioxidante medida por el método de DPPH,
compuestos fendlicos totales y antocianinas.

Los principales criterios para establecer el &rea Optima fue la reduccion de la
actividad enzimatica para evitar deterioros en la calidad del jugo, asi como una alta
capacidad antioxidante, alto contenido de acido ascorbico, compuestos fendlicos y

antocianinas.

Como se puede observar en la figura 21, la condiciones Optimas de tratamiento para
el jugo de zarzamora se encuentran a 50+1 °C y 17+1 min, obteniendo una
inactivacion mayor al 90 % de la PPO, mayor capacidad antioxidante medida por el
método de DPPH (16, 425 pmol ET/L) y una alta concentracion de compuestos
fendlicos totales y antocianinas (alrededor de 3,755 mg EAG/L y 940 mg/L

respectivamente).
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Figura 18. Condiciones optimas de termoultrasonicacion del jugo de zarzamora con
respecto a la inactivacion de la PPO, actividad antioxidante y contenido de fenoles

totales y antocianinas

Basado en estos datos, se elabor6 un jugo bajo las condiciones mencionadas
anteriormente (501 °C/17+1 min) para comprobar la reproducibilidad de este trabajo
y se comparé con dos muestras, de las cuales, una corresponde a jugo de
zarzamora pasteurizado (90 °C/15 s) y la otra a jugo de zarzamora fresco (control). A
las tres muestras se les realizaron los andlisis de actividad enzimatica (PME y PPO),
capacidad antioxidante por los métodos de ABTS y DPPH, contenido de &cido

ascorbico, compuestos fendlicos totales y antocianinas.
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7.10 Reproducibilidad del estudio

En la tabla 13 se muestran los valores predichos por el modelo de Superficie de
Respuesta (RSM) y los obtenidos mediante el andlisis experimental, y se puede
observar que los valores de la actividad enzimética residual de la PME y la
actividad antioxidante medida por el método con DPPH mostraron diferencias
significativas con respecto a los valores predichos por el modelo de superficie
de respuesta (p < 0.05). En cuanto a la actividad de la PME, estd mostr6 mayor
inactivacion al realizar los analisis de manera experimental, sin embargo, la
actividad antioxidante medida por DPPH fue menor que en lo sefalado por el
modelo matematico, mientras que los resultados de PPO, ABTS, AA, CFT y AT

fueron estadisticamente iguales en ambos casos (p < 0.05) (tabla 13).

Tabla 13. Analisis estadistico de los valores predichos por el modelo de RSM

contra los valores experimentales

Andlisis Valor predicho Valor experimental

PME 558 35.35"

PPO 176 1.722
ABTS* 1076.22 1118.22
DPPH* 17,126.32 13,965.0°

AA 293.62 291.12

CFT 3318.42 3311.32

AT 949.22 922.552

PME (pectinmetilesterasa), PPO (polifenoloxidasa), AA (acido ascérbico), CFT
(compuestos fendlicos totales), AT (antocianinas totales). * Capacidad
antioxidante por los métodos con ABTS y DPPH. *"Diferentes letras indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos de acuerdo a la prueba T

para una muestra
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7.11 Comparacién del jugo termoultrasonicado con el jugo pasteurizado y

jugo fresco

7.11.1 Actividad residual de la pectinmetilesterasa y la polifenoloxidasa

En la figura 22 se muestra el porcentaje de actividad residual de las enzimas
pectimetilesterasa y polifenoloxidasa en el jugo termoultrasonicado vy
pasteurizado. Se puede apreciar que ambas enzimas fueron inactivadas en
mayor porcentaje por el termoultrasonido (TUS) (63.71 y 98.28 %
respectivamente) con respecto a la pasteurizacion (PAS) (14.67 y 89.75 %
respectivamente) (p < 0.05). Asi mismo se puede observar que la
polifenoloxidasa fue mas sensible tanto al TUS como a la PAS, con respecto a

la pectinmetilesterasa.
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Figura 19. Efecto del termoultrasonido y la pasteurizacion sobre la actividad

residual (% AR) de la pectinmetilesterasa (PME) y la polifenoloxidasa (PPO)

Referente a esto, Abid et al. (2014) observaron un comportamiento similar en
jugo de manzana termoultrasonicado, logrando mayor inactivacién de la PPO
gue de la PME. Por otro lado, se ha reportado que la temperatura aplicada en
el tratamiento de termoultrasonido es la variable mas influyente en la
inactivacion enzimatica y que esta es mas efectiva que el efecto térmico de la
pasteurizacion (Raviyan et al., 2005; Koshani et al., 2014). Por otro lado, Cruz-

Cansino et al., (2015), lograron una inactivacion maxima del 33.43 % de la PPE
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en jugo de tuna purpura termoultrasonicado a 80 % amplitud, por 15 min, con
una temperatura de salida de 47.48 * 0.64 °C, mientras que el jugo
pasteurizado (70 °C/30 min) tuvo una inactivacién del 10.2 %. El dafio inducido
por el termoultrasonido esta asociado al dafio en la estructura de la enzima
generado por la cavitacion, incrementando con esto la sensibilidad de la
proteina al calor de termoultrasonido (Morel et al., 2000; Tiwari et al., 2009a
Cruz-Cansino et al., 2015).

7.11.2 Actividad antioxidante

En la figura 23 se muestra la actividad antioxidante del jugo termoultrasonicado
(TUS), pasteurizado (PAS) y jugo fresco (CNTR). En esta se puede observar
gue, con respecto al jugo fresco, el jugo tratado por TUS no mostro diferencias
significativas (p < 0.05), por los métodos de ABTS y DPPH.
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Figura 20. Efecto del termoultrasonido (TUS) y la pasteurizacion (PAS) sobre
la actividad antioxidante medida por los métodos de ABTS (a) y DPPH (b),

comparados con jugo fresco (CNTR)

Aybastier et al. (2013) evalué la actividad antioxidante de un extracto de hojas
de zarzamora y se observd que a mayor tiempo y temperatura de
termoultrasonido, la actividad antioxidante aumentaba. Por otro lado se ha
demostrado que el tratamiento de pasteurizacion afecta significativamente la
capacidad antioxidante del jugo de naranja y tuna, con respecto al

termoultrasonido, incrementando dicha capacidad (> 200 %) en el jugo de tuna
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termoultrasonicado (medido por ABTS y DPPH), asociado a la alta liberacién
de los compuestos con capacidad antioxidante (Patras et al., 2009; Cruz
Cansino et al., 2015).

7.11.3 Contenido de acido ascorbico

En cuanto al contenido de &cido ascorbico, se puede observar en la figura 24
gue las muestras sometidas a tratamiento de TUS y PAS mostraron una
degradacion de dicho compuesto (p < 0.05), mostrando valores de 291.16,
248.10 y 360.14 mg EAA/L para el jugo TUS, PAS y CNTR respectivamente.
Sin embargo la disminucién fue mayor en el jugo pasteurizado (p < 0.05).
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Figura 21 Efecto del termoultrasonido (TUS) y la pasteurizacion (PAS) sobre el

contenido de &cido ascoérbico comparado con jugo fresco (CNTR)

Polyedra et al. (2003) evaluaron las constantes de velocidad de degradacion
del acido ascérbico en jugo de naranja pasteurizado y sonicado, demostrando
gue dicho compuesto es mas estable en este ultimo. Al respecto, Cruz-Cansino
et al. (2015), reportaron un incremento de este compuesto en jugo de tuna
termoultrasonicado (>200 %), con respecto al jugo fresco y pasteurizado. Se ha
reportado que durante el tratamiento de ultrasonido elimina el oxigeno de la
muestra tratada, confiriendo estabilidad al 4cido ascorbico al evitar su oxidacion
incluso durante el almacenamiento (Ashokkumar et al., 2008; Tiwari et al.,
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2009f; Rawson et al., 2011; Abid et al., 2014). Por otro lado, el jugo de naranja
pasteurizado ha mostrado pérdidas de hasta 67 % debido al tratamiento y

hasta un 13 % una vez almacenado en refrigeracion (Tiwari et al., 2009d).

7.11.4 Contenido de Fenoles Totales

Con respecto a los compuestos fendlicos totales se puede apreciar en la figura
25 que la concentracion de estos no varié en ninguno de los tres jugos (p <
0.05), mostrando concentraciones de 3,311.3+269.4, 2,736.64+235.9 vy
2,930+260.1 para jugo termoultrasonicado, pasteurizado y control
respectivamente.

TUS PAS CNTR

Figura 22 Efecto del termoultrasonido (TUS) y la pasteurizacion (PAS) sobre el
contenido de Compuestos Fendlicos Totales comparados con jugo fresco
(CNTR)

Anteriormente se ha reportado que el tratamiento de ultrasonido favorece el
contenido de compuestos fendlicos al romper los enlaces que estos forman con
algunos polisacaridos (Lieu y Le et al., 2010; Soria y Villamiel, 2010; Bhat et al.,
2011; Cruz et al.,, 2013; Cruz-Cansino et al., 2015). Aunado a esto, la
produccion de radicales libres como los grupos hidroxilo pueden favorecer el
contenido de estos compuestos al incluir este grupo en el anillo C de las
flavonas, y su conservacion puede estar asociada al contenido de acido
ascorbico que actia como protector de estos compuestos (Ashokkumar et al.,
2008).
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7.11.4 Contenido de antocianinas

En la figura 26 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de
antocianinas presentes en los jugos de zarzamora. En esta se observa que el
jugo termoultrasonicado presenta la mayor concentracion de antocianinas
expresadas como cianidin-3-glucésido con respecto al jugo pasteurizado y el
control (p < 0.05) con concentraciones de 922.55+29.5, 604.56+47.2 y
823.34+30.3 mg/L respectivamente.
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Figura 23. Efecto del termoultrasonido (TUS) y la pasteurizacion (PAS) sobre

el contenido de antocianinas comparados con jugo fresco (CNTR)

Estudios anteriores han revelado que el tratamiento de ultrasonido genera
degradacion de estos compuestos (Tiwari et al., 2009d; Tiwari et al., 2009f), sin
embargo, como ya se mencion6 anteriormente, el acido ascoérbico juega un
papel importante al actuar como protectores de los demas compuestos
antioxidantes. Dubrovic et al. (2011) mostré que las antocianinas presentes en
el jugo de fresa termoultrasonicado fue 85 % mayor que en el jugo
pasteurizado, demostrando que el oOptimo tratamiento de ultrasonido tiene
menor influencia sobre estos compuestos comparado con un tratamiento
térmico, y esto se debe a que altas temperaturas de tratamiento oxidan dichos

compuestos.
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7 CONCLUSIONES

El tratamiento de ultrasonido, junto con la aplicacion de temperaturas bajas
(<60 °C), ha demostrado ser una tecnologia adecuada para el procesamiento
del jugo de zarzamora, ya que se logré6 una completa inactivacion de los
microorganismos, lo que permite la obtencién de un producto inocuo al
consumidor. Por otro lado, el uso de esta tecnologia reduce considerablemente
la actividad de la pectinmetilesterasa y la polifenoloxidasa, enzimas que se han
asociado al deterioro de la calidad de jugos de frutas, lo cual supone la
conservacion o mejoramiento de la calidad del mismo en términos de sabor,
color y aspecto, parametros que influyen en la aceptacion del producto por
parte del consumidor. Sin embargo, es necesario realizar las pruebas
pertinentes para evaluar la aceptacion del producto, asi como la vida de

anaquel del mismo.

En cuanto a la capacidad antioxidante del jugo de zarzamora, esta se vio
favorecida por el tratamiento de termoultrasonido, ya que el contenido de los
compuestos fendlicos aumentaron con el tratamiento hasta en un 34.2 %, lo
gue pudo haber compensado la reduccion del 10.8 % de las antocianinas y el

14.2 % del acido ascorbico.

Con respecto a la pasteurizacion, se puede inferir que el tratamiento de
termoultrasonido demostré ser mejor, al permitir mayor inactivacion de las
enzimas estudiadas, asi como mayor concentracion de compuestos bioactivos,
permitiendo la obtencién de un jugo con mayor capacidad antioxidante, lo que

podria aportar un valor agregado al producto.

Por otro lado, se puede concluir que la metodologia de superficie de respuesta
es un método adecuado para la mayoria de las variables de respuesta
evaluadas en el presente estudio, ya que la mayoria de estas se ajustaron al
modelo matematico. Esta metodologia permite definir las condiciones éptimas
de termoultrasonido para procesar el jugo de zarzamora, brindando un

producto de calidad, inocuo y con elevadas propiedades antioxidantes.
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