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1. RESUMEN

El aguamiel es la savia que se obtiene durante la capacién del maguey maduro, es
rico en vitaminas, minerales, proteinas e hidratos de carbono, y se considera como
alimento probidtico por su cantidad de bacterias acido lacticas que contiene. En zonas
rurales es comunmente consumido en fresco, es altamente inestable y no existe un
tratamiento que evite la fermentacién y permita mantener sus caracteristicas
nutricionales y sensoriales. Actualmente se ha estudiado el efecto combinado del
ultrasonido con tratamientos térmicos (termoultrasonicacién o termoultrasonido) en los
alimentos, como inactivacion microbiana y enzimatica, manteniendo las propiedades
relacionadas con la calidad. El objetivo del presente estudio fue optimizar las
condiciones de proceso de termoultrasonido en aguamiel sobre las propiedades
microbiolégicas, fisicoquimicas y antioxidantes. Se evalu6 el contenido de mesdfilos
aerobios, enterobacterias y bacterias acido lacticas, propiedades fisicoquimicas,
contenido de ascorbico y fenoles totales, y la capacidad antioxidante por FRAP,
DPPH-, ABTS++ y actividad quelante, y el proceso Optimo de termoultrasonido se
comparé con aguamiel pasteurizado (85 °C/ 25 s) y aguamiel fresco. La condicion
optima de proceso de termoultrasonido fue de 51+1 °C por 19 min obteniendo 0.014
de turbidez, 88.14% de estabilidad, 20.51 mg EAA/L de ascérbico, 194.04 mg EAGI/L
de fenoles, 111.41y 72.29 uymol ET/L en actividad antioxidante por DPPHes y ABTSe+,
respectivamente y 75% de actividad quelante. El aguamiel termoultrasonicado
optimizado present6 4.19 log'® UFC/mL de mesofilos aerobiosy 4.64 log'® UFC/mL de
bacterias acido lacticas en comparacion con la muestra pasteurizada (4.68 log'®
UFC/mL y 4.31 log'® UFC/mL, respectivamente), asi como también presentd mejores
resultados para indice de turbidez (0.014), 89.60 % de estabilidad, de acido ascérbico
(20.37 mg EAAI/L), de fenoles totales (195.74 mg EAGIL) y actividad antioxidante por
ABTSe+ (56.32 pmol ET/L). Por lo anterior, el proceso 6ptimo de termoultrasonido en
el aguamiel permite conservar sus propiedades fisicoquimicas, contenido de
antioxidantes y bacterias acido lacticas, facilitando un buen producto para el

consumidor en general.

Palabras clave: Aguamiel, termoultrasonido, microbiologia, acido ascoérbico, fenoles,

actividad antioxidante.
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ABSTRACT

Aguamiel is the sap which is obtained during the preparation of ripe maguey, it is rich
in vitamins, minerals, proteins and carbohydrates, and is considered as a probiotic food
due to the amount of lactic acid bacteria it contains. In rural areas is commonly
consumed in fresh, is highly unstable and there is no treatment to prevent fermentation
and can maintain its nutritional and sensory characteristics. Currently has been studied
the combined effect of ultrasound with thermal treatments (thermoultrasonication or
thermoultrasound) in foods, such as microbial and enzymatic inactivation maintaining
the properties related to quality. The objective of the present study was to optimize the
processing conditions of the thermoultrasound in aguamiel on microbiological,
physicochemical and antioxidant properties. The content of aerobic mesophiles,
enterobacteria and lactic acid bacteria, physicochemical properties, ascorbic content
and total phenols, and the antioxidant capacity by FRAP, DPPH., ABTS<+ and
chelating activity were evaluated, and the optimal thermoultrasound process was
compared with pasteurized aguamiel (85 °C/25 s) and fresh aguamiel. The optimal
process condition of the thermoultrasound was at 51 £ 1 °C for 19 min, obtaining 0.014
of turbidity, 88.14% of stability, 20.51 mg AAE/L of ascorbic acid, 194.04 mg AGE/L of
phenols, 111.41 and 72.29 pymol TE/L in antioxidant activity by DPPHe and ABTS-+,
respectively and 75% of chelating activity. Optimized thermoultrasonicated aguamiel
presented 4.19 log'® CFU/mL of aerobic mesophiles and 4.64 log'® CFU/mL of lactic
acid bacteria compared with pasteurized sample (4.68 log'® CFU/mL and 4.31 log'®
CFU/mL, respectively), as well as, presented better results for turbidity index (0.014),
89.60% of stability, of ascorbic acid (20.37 mg EAAI/L), of total phenols (195.74 mg
EAG/L) and antioxidant activity by ABTS<+ (56.32 umol ET/L). For the above, the
optimal thermoultrasound process in aguamiel allows to preserve its physicochemical
properties, antioxidant content and lactic acid bacteria, facilitating a good product for

the consumer in general.

Key words: Aguamiel, thermoultrasound, microbiology, ascorbic acid, phenols,

antioxidant activity.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de la planta de maguey

La familia agavacea es nativa de América, en la actualidad ocho géneros son
reconocidos, todos los miembros de esta familia presentan una estructura basica en
cuanto a sus rosetas, flores e inflorescencia (Flores-Maya, Vargas-Jurado, Suarez-
Mota y Barrera-Escorcia, 2015). Desde hace unos 10 000 afos, los magueyes del
género Agave han sido de gran importancia para los habitantes de Mesoamérica
(Gentry, 1982). El género Agave es sumamente diverso, constituido por mas de 280
especies, siendo México el centro de origen (Trejo-Salazar, Scheinvar y Eguiarte,
2015). Junto con el maiz y el frijol, los agaves o “magueyes” fueron quizas de las
primeras plantas cultivadas en Mesoamérica y por la gran cantidad de formas de uso
se ganaron el apelativo de “arbol de la vida” (Gschaedler, Rodriguez, Prado y Flores,
2015). Las especies de Agave se han utilizado para satisfacer y complementar una
serie de necesidades basicas como alimento humano y del ganado, fibras,
medicamento, material para construcciéon (Mora-Lopez, Reyes-Aguero, Flores-Flores,
Pefa-Valdivia y Aguirre, 2011); también se usan como cercos vivos y como cobertura
para la retencion del suelo, para produccion de aguamiel y bebidas fermentadas, como
el pulque, y destiladas como el tequila y el mezcal, entre otros usos (Tabla 1) (Garcia-

Herrera, Méndez-Gallegos y Talavera-Magana, 2010).

2.2 Caracteristicas botanicas del maguey

Los magueyes son plantas xerdfitas (adaptadas a vivir en condiciones climaticas
desfavorables), con largos periodos de sequia y altas temperaturas, de amplia
distribucion en habitats aridos o semiaridos, aunque pueden encontrarse también en
los bosques templados o tropicales (Alfaro-Rojas, Legaria-Solano y Rodriguez-Pérez,
2007). Los magueyes presentan ciertas estrategias para sobrevivir en ambientes
secos o periédicamente secos, especialmente en el suelo, debido a que se enfrentan
con grandes fluctuaciones de temperatura entre el dia y la noche, las cuales tienden a

limitar la pérdida de agua por transpiracion y acumularla en tejidos especializados
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(Garcia-Mendoza, 2007). Por su sistema de raices tienen la capacidad de absorber en
forma muy efectiva e intensa el agua de lluvia generalmente escasa, la cual es
almacenada en su tallo subterraneo o en las grandes hojas, que no la pierden
facilmente debido a que se encuentran cubiertas por una gruesa cuticula en la

epidermis de la hoja evitando asi, la evaporacion (Alanis-Flores y Gonzalez-Alvarez,

2011).

Tabla 1. Principales usos del Agave.

Usos Producto Parte de la planta
Azucar Tallo (pifa)
Guisos Flores y frutos (capsulas frescas)
Enwltura para barbacoa y mixiotes Hojas/pencas y escapo floral
(quiote)
) Gusanos blancos Hojas/pencas
Alimentos
Escamoles Cuticula del cogollo
Gusanos rojos (Chinicuiles) Raiz del maguey
Pan de pulque Tallo (pifa)
Tortillas Perianto de flores + nixtamal
Bebidas Aguamiel, miel, atole de aguamiel, pulque, Tallo (pifa)

mezcal, tequila, sotol, bacanora, vinagre,

jarabe.
Cerca viva Planta completa
Agricola Evitar erosién como formadora de suelo Planta completa
Abono organico (fertilizante) Composta de hojas

Alimentacion (Bovinos, caprinos y porcinos)  Hojas/pencas, escapo floral, flores y

parte de la inflorescencia, bagazo.

Fuente: Garcia-Herrera et al., 2010
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2.3 Reproduccion del maguey

La forma natural mas comun y exitosa para multiplicacion de plantas silvestres de
maguey, es mediante la propagacion asexual por hijuelos jovenes derivados de
rizoma, asi como también por plantaciones comerciales (Trejo-Salazar et al., 2015). El
ciclo vital de los magueyes es aproximadamente de 15 a 20 afos, el cual comienza
con la germinacion de la semilla y el establecimiento de una plantula que va
desarrollando hojas laterales hasta llegar a floracién, fructificacion, y la planta morira

luego de formar las semillas (semelparidad) (Alfaro-Rojas et al., 2007).

2.4 Maguey pulquero

El pulque ha sido uno de los principales productos derivados de los llamados
magueyes pulqueros. Las evidencias encontradas en Teotihuacan, Estado de México,
Tula y Tulancingo Hidalgo, muestran que los magueyes se aprovechan para la
obtencién de pulque desde hace mas de 3 mil 500 afios (Alvarez-Duarte, Garcia-Moya,
Suarez-Espinosa, Luna-Cavazos y Rodriguez-Acosta, 2018). Se sabe que los agaves
se han cultivado desde tiempos prehispanicos para la obtencidén del aguamiel. Existe
una gran diversidad de magueyes que producen aguamiel y pulque de calidad
diferente, el aguamiel es una fuente natural de azicar, y la principal materia prima para
la produccion de pulque (Aguilar-dJuarez, Enriquez, Rodriguez-Ortiz, Granados-
Sanchez y Cerero, 2014). Las principales especies pulqueras de las cuales se extrae
el aguamiel son Agave salmiana, Agave americana L, Agave mapisaga, Agave
marmorata Roezl, Agave applanata y Agave atrovirens Karw, que se distribuyen en el
Valle de México (Ramirez-Tobias, Pefa-Valdivia, Aguirre, Reyes-Aglero, Sanchez-
Urdaneta y Valle, 2012).

2.4.1 Descripcion del Agave atrovirens Karw

Las plantas de maguey se caracterizan por ser suculentas y monocotiledoneas,
algunas tales como Agave afrovirens Karw o maguey manso, cuentan con hojas
gruesas y carnosas, cuyo numero varia de 30 a 50, se distribuyen muy juntas en torno

al tallo formando una roseta (forma caracteristica del maguey), almacenando gran

5
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cantidad de reservas, como jugos nutritivos; miden aproximadamente de 2-2.5 m de
largo por 30-40 cm de ancho; son de color grisaceo o verde amarillento, en ocasiones
suelen tener bordes provistos de gruesas espinas triangulares terminadas en un
mucron o espina fuerte oscura (Figura 1a) (Ortiz, Wiliams, Belleville y Doco, 2009).
Por otra parte, tiene flores en forma de racimo que son de color verde amarillento
cuando estan en su etapa de madurez, encontrandose en un tallo denominado escapo
central o quiote, que se desarrolla en poco tiempo midiendo aproximadamente de 2 a
5 metros de altura (Figura 1b) (Mufiz-Marquez, Rodriguez-Jasso, Rodriguez-Herrera,
Contreras-Esquivel y Aguilar-Gonzalez, 2013). La presencia del quiote y su floracién
son indicativas de que la planta morira, ya que esta floracion se da sélo una vez
durante el periodo de vida del maguey y la edad en la que se inicia la floracién depende
de la especie o variedad, condiciones del terreno, clima y cuidados agricolas

proporcionados (Sanchez, 1998).

Figura 1.Agave atrovirens Karw a) Morfologia y b) Floracion

2.4.2 Cultivo de Agave atrovirens Karw
Una gran parte de la Republica Mexicana, debido a sus condiciones geograficas y
agricolas, es apropiada para el desarrollo del maguey en general y las regiones poco

lluviosas con temperaturas templadas y frias con suelos resecos y duros, resultan ser
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el lugar ideal para su crecimiento. En el estado de Hidalgo, Tlaxcala, México y parte
de los estados de Puebla, Querétaro y Michoacan, se encuentra la zona en donde el
cultivo del maguey y la elaboracion del pulque tienen importancia economica
(Sanchez-Marroquin y Hope, 1953). Los suelos de la zona magueyera son por lo
general pobres, su capa arable es muy delgada (30 a 40 cm), la composicién es
arcillosa y arcillo-arenosa. La pobreza de los suelos y los fendbmenos atmosféricos,
como la rapida evaporacion, los cambios bruscos en la temperatura, entre otros
factores, determinan que los cultivos de cereales como el maiz, cebada y los cultivos
de leguminosas sean aleatorios, por tal motivo, el cultivo del maguey es el que mejor
se adapta a estas condiciones descritas y por ello ofrece un rendimiento seguro

(Vazquez-Diaz, Garcia-Nava, Pefa-Valdivia, Tobias, Hugo y Morales-Ramos, 2011).

2.4.3 Capado o castrado del maguey

Se dice que la etapa productiva de un maguey pulquero comienza cuando es “capado”,
es decir, desde el momento en que se corta el conjunto de hojas mas tiernas del centro
de la planta (Garcia-Soto, Jiménez-Islas, Navarrete-Bolafos, Rico-Martinez, Miranda-
Lépezy Botello-Alvarez, 2011). La fase siguiente consiste en “picar’ aproximadamente
tres meses antes de comenzar el raspado y extraccion del aguamiel, que consiste en
raspar el centro del tronco o pifia con la finalidad de formar una cavidad en la cual sera
almacenada la savia de las pencas. Esta practica es crucial en cuanto a la cantidad y
calidad del aguamiel. Transcurridos tres o cuatro meses se iniciara la raspa y
recoleccion del aguamiel, teniendo en cuenta que la cavidad formada esta lista desde
el momento en que presenta un color entre rojo y amarillo oscuro (Flores, Mora y
Romero, 2008).

2.4.4 Aguamiel

El aguamiel o jugo de agave es la savia de color amarillento, olor herbaceo y sabor
caracteristico (NMX-V-022, 1972), que se obtiene al realizar la capacion del maguey
maduro (de 8-10 afos de edad), ademas, es rico por si mismo en vitaminas, minerales,
proteinas y carbohidratos tales como glucosa, fructosa y sacarosa (Yafiez, Ramirez y
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Pérez, 2012; Escalante, Rodriguez, Martinez, Ldépez-Munguia, Bolivar y Gosset,
2004). En la Tabla 2 se reporta la composicion fisicoquimica y los minerales presentes

en el aguamiel.

Tabla 2.Composicion fisicoquimicay minerales de aguamiel.

Composicion quimica del aguamiel En 100g de
de Agave atrovirens Karw base seca
Humedad 89.61 (%)
pH 6.29-7.72
Sélidos solubles (°Brix) 11.10-12.67
Acidez titulable 0.06 (%)
Proteinas totales 3.50 (%)
Fructosa total 32.63 (%)
Glucosa total 28.68 (%)
Fructooligosacaridos totales 15.51 (%)
Sacarosa total 12.90 (%)
Minerales

Potasio 120.44 (mg)
Calcio 11.70 (mg)
Plomo 0.015 (mg)
Zinc 0.18 (mg)
Hierro 0.81 (mg)
Sodio 0.83 (mg)
Cobre 0.07 (mg)
Magnesio 0.55 (mg)
Selenio 0.047 (mg)

Fuente: Flores et al., 2008; Bautista y Arias, 2008.
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2.4.5 Produccién de aguamiel

Una vez formada la cavidad (20-30 cm), se comienza a almacenar la savia de agave
llamada aguamiel (Figura 2) (Garcia, Juarez, Aguirre, Pinos, Martinez y Santoyo,
2009).

Figura 2. Cavidad del agave capado para almacenamiento de aguamiel

La recoleccidon de aguamiel por raspado de la pifia se realiza cada 12 horas, misma
gue se extrae por succion oral con ayuda de un acocote (calabaza grande con orificios
en los extremos), el tlachiquero (persona que realiza la extraccion) raspa el maguey
con una herramienta afilada para eliminar el espesor de las paredes y estimular la
secrecion del néctar; la vida productiva del maguey tiene una duracion de 4 a 6 meses
(Flores et al., 2008), durante este periodo se recoge el aguamiel y cada planta
proporciona aproximadamente 1,500 L (Romero-Lépez, Osorio-Diaz, Flores-Morales,
Robledo y Mora-Escobedo, 2015). EI volumen de produccion es constante, al
comienzo del raspado de cada planta se obtienen cerca de 0.4 litros por dia, durante
los primeros dos meses se recolecta aproximadamente de 4 a 6 litros por dia, al
término de la produccion la cantidad de aguamiel nuevamente disminuye 0.4 litros al

dia (Ortiz, Pourcelly, Doco, Williams, Dornier y Belleville, 2008).
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2.4.6 Importancia del aguamiel en la alimentacion

El principal aprovechamiento del Agave atrovirens Karw, es para la extraccion del
aguamiel. En México, el aguamiel es empleado tradicionalmente para la obtencion de
una bebida alcohdlica ancestral conocida como pulque. Aunque en algunas ocasiones
también es util en la fabricacion de miel, jarabes fructosados y azicares que sirven
como edulcorantes naturales para pacientes con diabetes mellitus (Mufiz-Marquez et
al.,, 2013). El contenido de sacarosa es apreciable en el jugo de maguey v, por lo tanto,
se trata de un substrato que puede ser empleado como materia prima en la industria
de la fermentacion, para obtencidon de proteina de levadura; obtencion de dextrinas
para uso alimenticio o clinico y produccién de vitaminas y acidos organicos mediante

microorganismos (Flores et al., 2008).

2.4.7 Efectos benéficos del consumo de aguamiel

Como se mencioné anteriormente, el aguamiel es una bebida que podria ejercer
beneficios sobre la salud. Sin embargo, los estudios cientificos sobre su efecto en la
salud humana no han sido bien documentados. (Carrillo-Lopez, Silos-Espino, Flores-
Benitez, Espinoza-Sanchez, Ornelas-Tavares y Flores-Chavez, 2016), reportaron que
el consumo de aguamiel en individuos con hipercolesterolemia presenté un efecto
funcional especiffico, ya que disminuyd las concentraciones de colesterol en sangre sin

ocasionar hiperglucemia.

Se ha demostrado que el aguamiel de Agave salmiana posee una gran capacidad
antioxidante y se identifico que aumenta las concentraciones de hemoglobina,
hematocrito y hemoglobina corpuscular media en conejos (Tovar-Robles, Perales-
Segovia, Cedillo, Valera-Montero, Gomez-Leyva, Guevara-Lara y Silos-Espino, 2011).
Cabe mencionar que ambos estudios son los primeros informes sobre el efecto del

aguamiel en seres humanos y en el sistema animal sin reportar efectos adversos.

También se ha realizado un estudio sobre la capacidad antioxidante in vitro en
aguamiel de Agave atfrovirens Karw, donde se reportd el contenido de compuestos
fendlicos, los cuales exhibieron capacidad antioxidante contra DPPH- (2,2-Difenil-1-
Picrilhidrazilo) y ABTS«+ (acido 2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolin-6-sulfénico)), por lo
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cual se sugiere que gracias a su consumo se obtiene una fuente importante de

compuestos con posibles beneficios para la salud (Romero-Lopez et al., 2015).

2.5 Antioxidantes

Los radicales libres son atomos, moléculas o iones con uno o mas electrones
desapareados en sus Orbitas exteriores, son altamente inestables y activos para
reacciones quimicas con otras moléculas. Se derivan de tres elementos: oxigeno,
nitrogeno y azufre, creando asi especies de oxigeno reactivo (ROS), especies de
nitrogeno reactivo (RNS) y especies de azufre reactivo (RSS) (Carocho y Ferreira,
2013). Ademas, por la vida media que es de microsegundos, ocurre una rapida
propagacion con moléculas aledafias y mayor dafo potencial. De hecho, un radical
libre puede afectar un milldn de moléculas durante la reaccién en cadena (Zamora,
2007).

Internamente, los radicales libres se producen como una parte normal del metabolismo
humano. Los factores externos que ayudan a promover la produccion de radicales
libres son el tabaquismo, alcohol, los contaminantes ambientales, la radiacién, las
drogas, los pesticidas, los solventes industriales, el ozono y una alimentacion
inadecuada (Lobo, Patil, Phatak y Chandra, 2010).

En determinadas circunstancias, la produccion de radicales libres puede aumentar en
forma descontrolada, situacion conocida con el nombre de estrés oxidativo (Coronado,
Vega-Leon, Gutiérrez, Vazquez y Radilla, 2015). El concepto expresa la existencia de
un desequilibrio entre las velocidades de produccidn y de destruccidon de las moléculas
toxicas, que dalugar a un aumento en la concentracion celular de los radicales libres
(Zamora, 2007).

Un antioxidante, es una molécula lo suficientemente estable como para donar un
electron a un radical libre agresivo y neutralizarlo, reduciendo asi, su capacidad de
dafo (Patthamakanokporn, Puwastien, Nitithamyong y Sirichakwal, 2008). Su funcion
primordial es evitar la oxidacion de sustancias que puedan provocar alteraciones

fisiolégicas (Coronado et al., 2015), facilitando el uso fisioldgico del oxigeno por parte
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de las mitocondrias ayudando asi, a reducir los efectos del estrés oxidativo y la falta
de oxigeno y por consiguiente desempefiando una funcién fundamental en la
prevencion de las enfermedades derivadas del estrés oxidativo, como el cancer,
diabetes, hipertension arterial, cirrosis, insuficiencia hepatica, entre otras (Lobo et al.,
2010).

Los principales antioxidantes son la vitamina E (a-tocoferol), la vitamina C (acido
ascorbico) y el p-caroteno, el cuerpo humano no puede producir estos micronutrientes,
por lo que se deben suministrar en la dieta (Levine, Rumsey, Daruwala, Park y Wang,
1999). Entre otros antioxidantes, estan los compuestos fendlicos naturales que
también actuan como agentes reductores, terminan la reaccion en cadena de radicales
libres y quelan metales de transicion (Sindhi, Gupta, Sharma, Bhatnagar, Kumari y
Dhaka, 2013).

2.6 Aguamiel como alimento probiético

El aguamiel es un estimulante de la flora intestinal por lo cual se considera como
alimento probiotico, debido a la cantidad de bacterias acido lacticas (BAL) que se
encuentran de manera natural en esta bebida y a la composicion nutrimental como
proteinas y aminoacidos (Yanez et al,, 2012). Las BAL son un grupo de bacterias
Gram-positivas agrupadas por una gran cantidad de caracteristicas morfoldgicas,
metabdlicas y fisioldgicas. La descripcion general de este grupo de bacterias se incluye
en el grupo de Gram-positivos, no esporulados, cocos o bacilos que producen acido
lactico como producto de la fermentacion de carbohidratos (Cueto y Aragon, 2012). El
término probiotico hace referencia a un preparado o a un producto que contiene cepas
de microorganismos viables en cantidad suficiente como para modificar la microflora
en algun compartimento del huésped (por implantacién o colonizacion), ejerciendo asi,
un efecto beneficioso sobre la salud del mismo (Olveria y Gonzalez-Molero, 2007),
dado que la microflora del intestino es un componente constitutivo de las mucosas
intestinales, los probidticos dan una oportunidad para reforzar las defensas contra
infecciones del tracto gastrointestinal, por lo que actualmente son empleados en la

industria de alimentos (Wilches, 2005), ademas por su habilidad para acidificar y
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preservar alimentos; asi como también su implicacion en la textura, sabor, olor y

desarrollo de aroma de alimentos fermentados (Parra, 2010).

En las zonas rurales el aguamiel comunmente es consumido en fresco después de su
extraccion. En la actualidad su consumo ha decaido considerablemente debido a la
poca higiene y a que es altamente inestable, a causa de la gran cantidad de
microorganismos nativos como levaduras y hongos, pH neutro y, por ende, el proceso
de fermentacion acelera (3 a 12 horas después de su extraccion) (Flores et al., 2008),
de manera que su comercializacion es dificil. Por consiguiente, es necesario utilizar
tecnologias adecuadas para ayudar a mejorar su conservacion u obtencion de
productos derivados con mayor tiempo de vida Util, para asi permitir su
comercializacion con un valor agradado; ademas se fomenta la introduccién al

mercado de productos alimenticios naturales.

2.7 Métodos para la conservacion de bebidas

La pasteurizacion es comunmente el tratamiento térmico aplicado parala conservacion
de alimentos. Asegura una buena vida util y estabilidad de los jugos de frutas y
vegetales; sin embargo, este proceso puede afectar la calidad del zumo en términos
de parametros nutricionales vy fisicoquimicos, tales como: vitaminas (C y E),
carotenoides, polifenoles, acidos organicos, pH y color (Dubrovic, Herceg, Jambrak,

Badanjak y Dragovic-Uzelac, 2011).

Con el fin de superar los efectos nocivos del calor en el deterioro de la calidad y la
propiedad estética de los alimentos, las tecnologias no térmicas para el procesamiento
de alimentos estan ganando popularidad (Jovanovic-Malinovska, Kuzmanova vy
Winkelhausen, 2015). Las nuevas tecnologias de alimentos se describen como
alternativas completas o parciales al procesamiento térmico, entre las que se destacan
las aplicaciones de ultrasonido, que tienen un potencial comprobado para su uso en la
industria alimentaria, especialmente en la industria de bebidas (Knorr, Froehling,

Jaeger, Reineke, Schlueter y Schoessler, 2011).
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2.8 Ultrasonido

El ultrasonido es un método no térmico de conservacién de alimentos que tiene la
ventaja de inactivar microorganismos en los alimentos sin causar los efectos
secundarios comunes asociados con los tratamientos térmicos convencionales
(Dubrovic et al, 2011). Se define como la energia generada por ondas sonicas de 20
kHz o mas vibraciones por segundo (Robles-Ozuna y Ochoa-Martinez, 2012), y se
refiere al sonido con frecuencia mas alla de lo que el oido humano puede percibir
(aproximadamente 20kHz) (Tiwari, O'Donnell y Cullen, 2009; Gémez-Diaz y Lépez-
Malo, 2009). Desde el punto de vista industrial y dependiendo de los rangos de
frecuencia utilizados, el ultrasonido se puede dividir en dos grandes grupos:
ultrasonido de baja intensidad (UBI) y el ultrasonido de alta intensidad (UAI) (Parra,
2010). EI UB|, se utiliza normalmente para aplicaciones analiticas, como determinacion
de la composicion, estructura y estado fisico de alimentos sdlidos, conocido como
ultrasonido de diagndstico (Hoover, 2000). ElI UAI, se encuentra en el rango de 16 a
100 kHz, es utilizado en la industria alimentaria para la conservaciéon de alimentos, ya
que puede alterar las propiedades fisicoquimicas o la estructura de un material,
produciendo reacciones quimicas (Mason, Rivera, Vercet y Lopez-Buesa, 2005). Los
efectos del ultrasonido, en sistemas liquidos estan relacionados principalmente con el
fendmeno de la cavitacidon. El ultrasonido se propaga a través de una serie de ondas
de compresion y rarefaccién (Figura 3) inducidas en las moléculas del medio tratado.
A una potencia suficientemente alta, donde el ciclo de rarefaccién puede exceder las
fuerzas atractivas de las moléculas liquidas y se forman burbujas de cavitacion a partir
de los nucleos de gas existentes dentro del fluido (Hoover, 2000). Estas burbujas,
distribuidas por todo el liquido, cambian de tamafo, creciendo con el transcurso de
unos pocos ciclos hasta alcanzar un tamafno critico, volviéndose inestables y
colapsando violentamente. EIl ultrasonido puede ser utilizado en la industria de
alimentos, para limpieza y desinfeccién ya que provoca la destruccién microbiana,
inactivacion enzimatica, favorece reacciones quimicas y la extraccion de ciertos
compuestos (Chemat, Zill-e-Huma y Kamran, 2011). El ultrasonido representa una
tecnologia novedosa, la cual ha creado bastante interés debido a sus efectos en las

areas del procesamiento y conservacion de alimentos; actualmente es considerada
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como una tecnologia emergente (Robles-Ozuna y Ochoa-Martinez, 2012), que resulta
econémica, sencilla, respetuosa con el medio ambiente y eficaz para lograr una
disminucion de la carga microbiana, sin tener efectos nocivos sobre la nutricidn, la
calidad, los atributos sensoriales y estéticos de los alimentos (Tiwari et al., 2009).
Adicionalmente, el ultrasonido por su capacidad para destruir paredes y membranas
biolégicas, se considera una tecnologia promisoria tanto para la destruccion de
microorganismos a temperaturas de procesamiento inferiores a las utilizadas durante
la esterilizaciéon, como para acompanar otras tecnologias de proceso como lo son la
extraccion, las altas presiones, la pasteurizacion, entre otras (Khandpur y Gogate,
2016).

Figura 3. Cavitacion ultrasoénica (Soria y Villamiel, 2010).
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2.8.1 Efecto del ultrasonido en el procesamiento de jugos de frutas y verduras

Se han realizado estudios acerca del efecto del ultrasonido sobre las caracteristicas
fisicoquimicas de jugos de frutas, demostrando que dicho tratamiento no induce
cambios significativos en el pH ni en el contenido de sélidos solubles totales, mientras
que las propiedades como turbidez y capacidad antioxidante se ven favorecidas
después del tratamiento (Tiwari, Patras, Brunton, Cullen y O'Donnell, 2010; Cordeiro,

Pimenta, Oliveira, Araujo, Barbosa y Moreira, 2015).

En un estudio realizado en jugo de maracuya, se reportdé que el ultrasonido no afecté
la calidad sensorial del jugo y que se puede prolongar la estabilidad microbiolégica en
este producto (Gomez-Lépez, Buitrago y Martinez-Yépez, 2018). Mientras que en jugo
de zarzamora el tratamiento disminuyé la carga microbiolégica a mayor amplitud y
tiempo, el contenido de fenoles totales aument6 al igual que su capacidad antioxidante
por DPPH- (Ramirez-Moreno, Zafra-Rojas, Arias-Rico, Ariza-Ortega, Alanis-Garcia y
Cruz-Cansino, 2018). Y en jugo de pera, se logrdé una inactivacion microbiana y mayor
retencion de compuestos bioactivos, obteniendo mejores resultados en comparacion
con el tratamiento por pasteurizacion (Saeeduddin, Abid, Jabbar, Wu, Hashim, Awad
y Zeng, 2015). Por otro lado, Khandpur y Gogate (2015), realizaron un estudio en
diferentes jugos de frutas y vegetales, en donde se reporté que es posible producir
jugos con excelentes propiedades nutricionales usando el tratamiento de ultrasonido
en comparacion con el método de esterilizacion térmica, ya que el andlisis de los

nutrientes del jugo tratado exhibié que las muestras estaban a la par con el jugo fresco.

Sin embargo, el ultrasonido no es eficaz por si solo, ya que se genera un incremento
de la temperatura por lo que actualmente se ha estudiado su efecto combinado con
otras técnicas entre ellas el calor el cual se le denominado termosonicacion (Herceg,

Lelas, Jambrak, Vukusic y Levaj, 2013).
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2.8.2 Termoultrasonido

El uso simultaneo de ultrasonido y temperaturas suaves (<100 °C, generalmente entre
50 y 60 °C), es un proceso llamado termoultrasonido, que reduce la temperatura y/o el
tiempo del proceso de esterilizacion y por ende previene el dafo del producto
(Demirddven y Baysal, 2008); esta tecnologia emergente ha demostrado ser una muy
buena opcidén como alternativa a los tratamientos térmicos convencionales, ya que se
han obtenido resultados favorables en el procesamiento de alimentos, tales como la
inactivacion microbiana y enzimatica mediante el calor combinado y la cavitacion;
produciendo un efecto sobre la membrana bacteriana y la despolimerizacion de las
macromoléculas (Herceg et al., 2013), asi como también ayuda a la liberacién y
retencion de compuestos de capacidad antioxidante y el mantenimiento de sus
propiedades relacionadas con la calidad como el color, acidez, titulable, entre otros
parametros, sin afectar la calidad de los alimentos (Tiwari, O’'Donnell, Patras y Cullen,

2008; Lopez-Malo, Palou, Jiménez, Alzamora y Guerrero, 2005).

2.8.3 Efecto del termoultrasonido en el procesamiento de jugos de frutas y
verduras

En la actualidad 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. Este tratamiento logré una inactivacion total de microorganismos nativos del
jugo de manzana (Abid, Jabbar, Hu, Hashim, Wu, Lei, Khan y Zeng, 2014); por otro
lado, en jugo de zarzamora no se detectd crecimiento microbiano en ninguna de las
muestras termoultrasonicadas con respecto al jugo fresco (Cervantes-Elizarraras,
Piloni-Martini, Ramirez-Moreno, Alanis-Garcia, Guemes-Vera, Gomez-Aldapa, Zafra-
Rojas y Cruz-Cansino, 2017). Mientras que en otro estudio realizado en zumo de
manzana se inactivd Escherichia Coli y se cumpli6 con los requisitos de la
Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos (FDA) para el
procesamiento de jugos de frutas (reduccién minima de 5 log de microorganismos)
(Mufoz, Caminiti, Palgan, Pataro, Noci, Morgan y Lyng, 2012). En un zumo de

zanahoria el proceso de termoultrasonido mejoré el contenido fendlico y la actividad
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antiradical en comparacién con la muestra de jugo control (Adiamo, Ghafoor, Al-
Juhaimi, Babiker y Ahmed, 2018). Aguilar, Garvin, Ibarz y Augusto, 2017), evaluaron
el efecto del procesamiento de termoultrasonido sobre el contenido de acido ascorbico
de los jugos, un factor que se utiliza como indicador de calidad nutricional de los
productos de fruta y encontraron que la sonicacion no afectaba el contenido de acido
ascorbico cuando las muestras era desgasificadas previamente. También se analizé
el efecto del termoultrasonido en la mejora de la calidad del jugo de tomate, obtuvieron
efectos beneficiosos alos 70° C ya que se presentd una inactivacion enzimatica, hecho
que se atribuye al mecanismo de cavitacion (Wu, Gamage, Vilkhu, Simons y Mawson,
2008), entre otros. Por este motivo, surge la necesidad de optimizar los procesos del
termoultrasonido, para lograr una mayor retencion de compuestos bioactivos y que a
su vez permita obtener un producto libre de microorganismos que puedan afectar la

calidad e inocuidad en los alimentos.
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El aguamiel en México, es obtenido del maguey y utilizado principalmente para la
manufactura del pulque. Es una bebida nutritiva, actualmente considerada como
“bebida probidtica”, ya que contiene una amplia variedad de fitoquimicos con
capacidad antioxidante y bacterias acido lacticas. En la actualidad, la produccion de
esta bebida no es rentable para los agricultores, debido a diferentes factores entre los
que destacan la erosién de los cultivos de maguey, que han sido utilizados para otros
fines, como el uso de la penca para envolver barbacoa, alimentacion de ganado,
produccién de chinicuiles para uso gastrondbmico, entre otros. De igual manera el
consumo de aguamiel ha disminuido por la poca higiene con la que se produce (formas
de obtencidn, manipulacion y uso de utensilios y materiales que entran en contacto
con el producto), incrementando asi entre otros microorganismos contaminantes, la
microflora natural y ocasionando la rapida fermentacién. Motivo por el cual no se puede
transportar desde los lugares de produccién a lugares distantes a mas de tres horas
para su comercializacion. Otro factor, puede ser la disminucion en la demanda del
pulque y por ende el aguamiel, debido a la destitucion por otras bebidas mas

comercializadas: tequila, cerveza, u combinacién con bebidas edulcorantes.

Pregunta de investigacion

¢, Qué condicion 6ptima es la mejor para propiciar aguamiel de buena calidad?
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4. JUSTIFICACION

El aguamiel se puede consumir como una bebida refrescante, sin embargo, es
altamente inestable debido a la gran cantidad de flora nativa. El procesamiento de este
producto incluye solamente la obtencion del producto fresco sin ningun tratamiento que
preserve la cantidad de microorganismos y que permita mantener sus caracteristicas
sensoriales y nutricionales. La pasteurizacion pudiera ser una opcion viable para
retardar la fermentacién y disminuir la contaminacion por microorganismos, sin
embargo, ocasionaria la disminucion de la flora nativa del producto, ademas de que
podria afectar caracteristicas sensoriales como el sabor y color, y algunas propiedades
nutricionales como la pérdida de vitaminas termosensibles. El termoultrasonido es una
tecnologia que utiliza bajas temperaturas y el uso de generacion de ondas de
cavitacion podria obtener un producto con mejor calidad microbioldgica y nutritiva. La
generacion de informacion del aguamiel y alternativas de procesamiento, permitira a
los productores tener una mayor comercializacion de un producto inocuo, incluso en

areas urbanas y suburbanas donde no se produce.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la condicién optima del efecto del termoultrasonido en aguamiel de maguey

manso (Agave atrovirens Karw) sobre sus propiedades microbioldgicas, fisicoquimicas

y antioxidantes.

5.2 Objetivos especificos

Realizar trece tratamientos de proceso (combinacion de temperatura y
tiempo) de termoultrasonicacion en el aguamiel utilizando la metodologia
de superficie de respuesta (RSM), considerando las siguientes variables
de respuesta:
o Calidad microbiolégica (recuento de mesodfilos aerobios,
enterobacterias) y bacterias acido lacticas.
o Caracteristicas fisicoquimicas (pH, sélidos solubles totales, acidez
titulable, indice de oscurecimiento, indice de turbidez, porcentaje
de estabilidad)

o Contenido de acido ascorbico y fenoles totales.
o Capacidad antioxidante por el método de FRAP, DPPHe y

ABTSe+, y actividad quelante.
Determinar la condicion optima de termoultrasonido a través de la
superposicion de las figuras de contorno.
Validar el modelo matematico mediante la reproducibilidad de los valores
predichos.
Comparar la condicion optima de termoultrasonido, con aguamiel
pasteurizado y aguamiel fresco considerando la calidad microbioldgica,

propiedades fisicoquimicas, contenido y capacidad antioxidante.
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6. DISENO METODOLOGICO

El proceso metodolégico se dividié en dos fases: 1) se termoultrasonicaron 13
tratamientos a diferentes condiciones de temperatura y tiempo (obtenidos con el
programa JMP version 7.0.2) y se monitore6 con aguamiel fresco como muestra
control. Posteriormente se realizaron las siguientes determinaciones por triplicado a
cada uno de los tratamientos y la muestra control: calidad microbiolégica (mesdfilos
aerobios, enterobacterias) y bacterias acido lacticas, propiedades fisicoquimicas (pH,
so6lidos solubles totales, acidez titulable, indice de oscurecimiento, indice de turbidez
y estabilidad), contenido de acido ascoérbico y fenoles totales, por ultimo se realizd la
capacidad antioxidante por elmétodo de FRAP, DPPHesy ABTSe+, y actividad quelante.
Y se llevd a cabo el andlisis estadistico de las variables de respuesta, en donde las
que presentaron una r2>0.90 indicaron que se ajustaron al modelo matematico (JMP
version 7.0.2) y mediante el programa SigmaPlot 12.0 se obtuvo la condicion éptima
de termoultrasonido en aguamiel con el traslape de las figuras de contorno. Después
se realizd la reproducibilidad de los valores predichos (JMP version 7.0.2) con los
valores experimentales utilizando t-student, para conocer si la condicién 6ptima de
proceso fue reproducible; 2) El aguamiel optimizado termoultrasonicado se comparé
con una muestra pasteurizada y una control, se evaluaron las determinaciones que
alcanzaron una r> 0.90, las cuales fueron: indice de turbidez, estabilidad, contenido
de acido ascorbico, fenoles totales y capacidad antioxidante por los métodos de DPPHe

y ABTSe+, al igual que actividad quelante, los resultados se compararon mediante las

pruebas estadisticas ANOVA y Tukey (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama del disefio metodoldgico.
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6.1 DISENO EXPERIMENTAL

Para optimizar las variables de proceso en aguamiel por termoultrasonido se empled
la metodologia de superficie de respuesta (RMS, por sus siglas en inglés: Response

Surface Methodology).

Se consideraron dos variables (temperatura y tiempo) para el tratamiento de
termoultrasonido y se empled un disefio experimental central compuesto rotatorio, en
cinco niveles. El orden de experimentacién fue al lazar. El nivel de amplitud del
ultrasonido fue fijado a 80%. Las variables independientes o de proceso fueron: X1 =
Temperatura (40 — 50 °C), X2 = Tiempo (15 — 25 minutos).

El disefio gener6 13 tratamientos con 5 puntos centrales, para estimar la
reproducibilidad de método; 4 puntos axiales, al igual que 4 puntos factoriales (Tabla

3), auna distancia de 1.414, de cada disefio central.

Valores medios fueron sometidos a un analisis de regresién mdiltiple utilizando el
programa estadistico JMP versién 7.0.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, Estados Unidos,
2007) y se ajustaron a un modelo polinomial de segundo orden, dado en la siguiente

ecuacion:

2 2
Y =8+ BiX; + ﬁiiXi2+z Z Bij XiX;
-1 -1 =it

i i
Donde:
Y = respuesta prevista
Bo = coeficiente constante
Bi = coeficiente lineal
Bii = coeficiente cuadratico

Bi = coeficiente de interaccion
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Xiy Xj= variables independientes

Y es la variable de prevista o de respuesta, B0 son los coeficientes constantes de
regresion de variables para interceptar el termino lineal, cuadratico y la interaccion,
mientras que X1y X2 son las variables independientes utilizadas, temperatura (40 — 50

°C) ytiempo (15 — 25 minutos), respectivamente.

Tabla 3. Tratamientos obtenidos del disefio experimental compuesto central rotatorio para el

método de termoultrasonido.

Tratamiento Modelo X1: Temperatura (°C) X2: Tiempo (min)
1 - 40 15
2 0A 45 27.07
3 00* 45 20
4 00* 45 20
5 a0 37.92 20
6 -+ 40 25
7 +- 50 15
8 A0 52.07 20
9 00* 45 20
10 ++ 50 25
11 00* 45 20
12 Oa 45 12.92
13 00* 45 20

*Puntos centrales
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La adecuacion del modelo matematico se determind utilizando el coeficiente r2. La
significacion (p) de los coeficientes de regresion del modelo se evalu6 mediante

analisis de varianza.

Se realizaron graficas tridimensionales de la superficie de respuesta para la
interpretacion grafica de los efectos de interaccidén en las variables independientes
sobre la respuesta obtenida, también fueron elaboradas graficas de contorno para
representar la extrapolacion e interpretar la optimizacion de las variables, para lo cual
fue utilizado el programa SigmaPlot 12.0 software de graficos (SYSTAT Software Inc.,
San José, CA, Estados Unidos). La validez del modelo se determin6 mediante Ila
comparaciéon de los valores predichos con los datos experimentales, utilizando el

analisis de medias empleando la prueba t - student (p<0.05) para dos muestras.

6.2 Obtencion de la muestra

La muestra de aguamiel fue obtenida de la comunidad de Aguayutla, ubicada en el
municipio de Singuilucan, Hidalgo, de magueyes con una edad promedio de 8 afos.
Previo a la recoleccion se tuvo una capacitacidén impartida por un experto, la muestra
se recogio una vez a la semana a las ocho de la mafiana. Los utensilios utilizados

fueron esterilizados previamente, con el fin de evitar contaminacién.

El aguamiel fue extraido del cajete del maguey con la ayuda de un recipiente de
plastico, se filtr6 mediante un colador convencional con el propdsito retirar materia
suspendida como particulas del tallo de la planta de maguey, que pudiera originar error
en los analisis, se trasladd al laboratorio de Tecnofuncionalidad de Alimentos del
Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo
en frascos de vidrio de 500 mL con taparrosca para un perfecto sellado y fueron
colocados en hieleras con bolsas de gel refrigerante para eludir el proceso de

fermentacion, posteriormente se aplicé el tratamiento de termoultrasonido.

6.3 Tratamientos de termoultrasonido
El tratamiento de termoultrasonido se llevd a cabo con un equipo de ultrasonido (VCX-

1500HV, Sonics & Materials, Inc. Newtown, CT, Estados Unidos) (Figura 5), con
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potencia de 1500 W, se utiliz6 una frecuencia constante de 20 KHz. El parametro de
amplitud fija fue de 80% y temperatura de 40-50°C por un tiempo de 15-25 min. Las
duraciones de pulso fueron de cuatro segundos encendido y dos segundos apagado.
Se colocaron 400 mL de aguamiel en un recipiente de acero inoxidable con doble pared
a través del cual circulaba agua a una velocidad de flujo de 0.5 L/min. Para controlar
la temperatura fue empleado un bafio de agua (12108-10, Cole Parmer, USA). Durante
los diferentes tratamientos experimentales se monitore6 la temperatura de entrada y
salida y fueron tratados segun el disefio experimental (Tabla 3). Una vez optimizado,
el aguamiel se termoultrasonicoé por triplicado bajo las condiciones 6ptimas segun el

disefio de superficie de respuesta.

Figura 5. Procesador de ultrasonido VCX — 1500, Sonic & Materials, Inc. Newtown, CT,
Estados Unidos. a) procesador ultrasonico, b) sensor, ¢) celda de flujo continuo, d) bafio de

agua y e) sistemade flujo de aire.

6.4 Tratamiento por pasteurizacion
Se utiliz6 una celda de flujo continuo con capacidad de 400 mL, el aguamiel fue
colocado en la celda y se elevd la temperatura hasta llegar a los 85 °C, con la ayuda

de un bafio de agua (12108-10, Cole Parmer, USA) y se mantuvo por 25 segundos a
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esa temperatura, monitoreado con un termémetro. Pasado este tiempo la muestra de
aguamiel se vacié en un frasco de vidrio con taparrosca (previamente esterilizado), el
cual se depositd en un recipiente con hielo para efectuar un choque térmico (Tapia,
2016).

6.5 Determinacion de microorganismos

Los analisis microbioldgicos se realizaron mediante la técnica de vaciado en placa,
haciendo una siembra por inclusion utilizando diluciones decimales (de -1 a la -3) por
triplicado, en una solucion de agua peptona. Se realizd conteo de mesdfilos aerobios
(MA), en agar para métodos estandar (PCA), incubado a 30 °C durante 48 h (LSI-
30163 Labtech, Korea). El recuento de enterobacterias (EB) se obtuvo en agar bilis
rojo violeta glucosado (VRBG), incubado a 37 °C durante 24 h, mediante la
metodologia descrita por Cruz, Capellas, Hernandez, Trujillo, Guamis y Ferragut
(2007). También fue realizado el conteo de bacterias acido lacticas (BAL) en medio
ATP, se incubaron 48 horas a 30 °C segun lo reportado por Evans y Niven (1951). Se
realizd un conteo en placa vy los resultados del contenido microbioldgico se expresaron
como logaritmo base 10 de unidades formadoras de colonias por mililitro (log'®

UFC/mL) de aguamiel.

6.6 Determinacion de propiedades fisicoquimicas

6.6.1 Determinacién de pH

Para medir pH de las muestras de aguamiel se utiliz6 un potenciometro digital
(HANNA, pH 210, USA) el cual fue previamente calibrado con soluciones tampon
comercial de pH 7.0 y 4.0 estandarizados para el analisis. Se colocaron 20 mL de
muestra en un vaso de precipitado de 50 mL y se sumergié el potencidmetro con la
parte del electrodo dentro del liquido y se tomé la lectura, tomando en cuenta que el

electrodo no debe tener contacto con las paredes del recipiente.
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6.6.2 Solidos solubles totales

Los solidos solubles totales se determinaron con un refractometro (Trading Co.,
Brix’ATC FG-133, Chincan). Con la ayuda de una pipeta Pasteur, se deposité una
cantidad de 0.2 mL (una gota) de aguamiel y se tomé directamente la lectura en el
refractdmetro. La medicion fue realizada por triplicado a temperatura ambiente, el
refractometro se limpié con agua desionizada y algodén después de cada analisis y

los resultados fueron expresados en °Brix.

6.6.3 Acidez titulable

Se realizé por el método de la AOAC (1999). La determinacién de la acidez titulable
con una solucién 0.1 N de hidroxido de sodio, estd basada en el hecho de que el
numero de mL de una soluciéon 0.1 N de NaOH necesaria para neutralizar el acido
lactico en la muestra multiplicado por 0.09 dara el numero de gramos de acido lactico
en la muestra (Kirk, Sawyer y Egan, 2009). La prueba se llevé a cabo colocando 5 mL
de muestra mas 20 mL de agua desionizada y 4 gotas de indicador fenolftaleina en un
matraz Erlenmeyer, fue homogenizada y posteriormente se tituld con solucién de
NaOH al 0.1 N hasta que la muestra presentd un color ligeramente rosado. El
porcentaje de acidez titulable fue calculado con la siguiente ecuacion registrando los

mL de NaOH gastados:

% acidez titulable = WX 100

Donde:
V: mililitros de NaOH gastados
N: normalidad del NaOH de 0.1

Vm: mililitros de muestra utilizados
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6.6.4 indice de oscurecimiento

El indice de oscurecimiento se determiné de acuerdo con la metodologia descrita por
Meydav, Saguy y Kopelman (1977), la cual consistio en centrifugar 15 mL de muestra
(Hamilton Bell, V6500, USA) durante 10 minutos a 3,400 rpm. En un tubo, se adicioné
5 mL del sobrenadante y 5 mL de etanol (95%) para volver 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). Los resultados
se expresaron tomando el valor de absorbancia, el cual se considera como el indice

de oscurecimiento.

6.6.5 indice de turbidez

Se centrifugaron 5 mL de muestra (Hamilton Bell, V6500, USA) a 3,400 rpm durante
10 minutos. Posteriormente se leyd la absorbancia del sobrenadante obtenido a 660
nm en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA),
utilizando agua desionizada como blanco; de acuerdo con lo descrito porVersteeg,
Rombouts, Spaansen y Pilnik (1980). Los resultados se expresaron tomando el valor

de absorbancia, el cual se considera como el indice de turbidez.

6.6.6 Estabilidad

La determinacion de la estabilidad del aguamiel se realizé de acuerdo a Zafra-Rojas,
Cruz-Cansino, Ramirez-Moreno, Delgado-Olivares, Villanueva-Sanchez y Alanis-
Garcia (2013). Se centrifugaron 10 mL de aguamiel (Hamilton Bell, V6500, USA) a
3,400 rpm durante 20 minutos Yy los resultados de estabilidad se expresaron como el
porcentaje de sdlidos sedimentados (%SS) obtenidos después de la centrifugacion.
Un valor alto de este parametro indica una baja estabilidad como consecuencia de la
sedimentacion de las particulas. A su vez, este parametro puede relacionarse con la

percepcion de granulosidad en la boca.
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6.7 Contenido de compuestos antioxidantes

6.7.1 Acido ascérbico

La cantidad de acido ascorbico se determind de acuerdo con Durust, Dogan y Duorust
(1997), el cual utilizd el reactivo 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPI) que tiene una
coloracion azul-violeta y al entrar en contacto con acido ascérbico ocurre una

decoloracion a rosa tenue o incoloro, segun la concentracion de acido ascorbico.

Se prepard una solucion de 2,6-Diclorofenol-indofenol con 3 mg de DCPI diluido en
250 mL de agua desionizada; solucién de acido oxalico con 1 g de acido oxalico diluido
a 250 mL de agua desionizada; solucion de 5 mg de acido ascorbico diluido con 100
mL de la solucion de acido oxalico antes preparada y con una solucion amortiguadora
(3 g de acetato de sodio aforado con 10 mL de acido acético glacial y 7 mL de agua
desionizada). Se realiz6 una curva estandar de acido ascoérbico usando
concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/L (acido ascorbico/agua desionizada).
La concentracion se determind por espectrofotometria y la absorbancia se midié a 520
nm mediante un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, Software KC

Junior, Estados Unidos), utilizando como blanco acido oxalico.

Para realizar la técnica se tomaron 100 yL de aguamiel y se adicion6 100 pyL de
amortiguador y 800 uL de DCPI vertidos en viales Eppendorf y se agitaron en vortex
(Vortex — Genie 2, Scientific Industries, Inc., NY, Estados Unidos). Se determind la
concentracion de acido ascorbico igual que en la curva estandar, las muestras se
realizaron por triplicado, expresando los resultados como miligramos equivalentes de

acido ascérbico por litro (mg EAA/L).

6.7.2 Fenoles totales

Para determinar los compuestos fendlicos totales se utilizd la metodologia segun
Stintzing, Herbach, Mobhammer, Carle, Yi, Sellappa, Akoh, Brunch y Felker (2005), el
cual utliza el reactivo Folin-Ciocalteu. Este reactivo es una mezcla de acido
fosfotugstico y fosfomolibdico, la cual es reducida a 6xidos azules de tugsteno y
molibdeno durante la oxidacién fendlica que ocurre en condiciones alcalinas. La

condicion azul refleja la cantidad total de polifenoles presentes en la muestra.
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Se realizo utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu, aplicando una solucién de 1 mL de
Folin aforando a 10 mL con agua desionizada; solucion de Carbonato de sodio (7.5 g
en 100 mL de agua desionizada) solucién de acido galico (15 mg en 500 mL de agua

desionizada).

Se construyd una curva estandar de acido galico de 0, 100, 200 y 300 mg/L (acido
galico/agua desionizada). La concentracién se determind por espectrofotometria y la
absorbancia se midié a 765 nm un lector de microplacas utilizando como blanco agua
desionizada.

Se tomaron 100 yL de aguamiel y se adicionaron 500 yL de Folin y 400 uL de
carbonato de sodio en un vial Eppendorf y se agité en Vortex (Vortex — Genie 2,
Scientific Industries, Inc., NY, Estados Unidos), dejando reposar 30 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se realizé la lectura de absorbancia en el lector
de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, Software KC Junior, Estados Unidos) a
765 nm. El analisis de las muestras se realizé por triplicado, expresando los resultados

como miligramos equivalentes de acido galico por litro (mg EAGIL).

6.8 Determinacién de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante del aguamiel fue evaluada por las determinaciones de
capacidad de captacién de los radicales libres de FRAP, DPPHe y de igual manera fue

realizada la determinacion de ABTSe+.

6.8.1 Capacidad antioxidante por el método de FRAP
Mide la capacidad antioxidante para reducir el hierro a través de un complejo férrico,
desarrollando un color azul intenso. Se realizd mediante la metodologia de Pérez-

Jiménez, Arranz, Tabernero, Diaz-Rubio, Serrano y Gofii (2008).

La técnica se llevd a cabo preparando el reactivo de FRAP en una concentracion 10:1:1
con 100 mL de solucién amortiguador (0.3 M con un pH de 3.6), 10 mL de TPTZ (10
nM en acido clorhidrico) y 10 mL de FeCL3 (20 nM en agua). Se elabor6é una curva
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estandar de sulfato ferroso con las siguientes concentraciones de Fe (ll): 0, 20, 30, 40
y 50 uM Fe (ll)l. Posteriormente en un vial se colocaron 30 uL de aguamiel, 90 uL de
agua desionizada y 900 uL de FRAP, las muestra se agitaron en vortex (Vortex — Genie
2, Scientific Industries, Inc., NY, Estados Unidos) y se dejaron reposar en bafio maria
a 37 °C durante 10 minutos; una vez transcurrido este tiempo se leyo la absorbancia
mediante un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, Software KC Junior,
Estados Unidos) a 593 nm. Las muestras se realizaron por triplicado, expresando los
resultados de la capacidad antioxidante como micromoles de hierro (ll) por litro (umol
Fe (I/L).

6.8.2 Capacidad antioxidante por el método de DPPH:-

La capacidad antioxidante en base al radical DPPHe se evalu6 de acuerdo con
procedimiento reportado por Morales y Jiménez-Pérez (2001). El reactivo DPPH- es
un radical libre estable, que en solucion etandlica presenta una coloracidn violeta
intenso. Si se adiciona a este medio una sustancia susceptible de atrapar radicales
libres, como lo es el Trolox, el electron no apareado del DPPHe se aparea e
inmediatamente se presenta una decoloracidn de la solucidon que puede ir hasta

amarillo en razén del numero de electrones apareados.

Para realizar esta determinacion fue necesario preparar una solucién con 7.4 mg de
DPPH- aforando a 100 mL de etanol, se utilizd6 una curva estandar de Trolox (3.75 mg
en 50 mL de etanol) con las concentraciones 0, 50, 100, 200 y 300 pmol ETI/,
posteriormente en un vial se agregaron 100 yL de aguamiel y 500 yL de DPPHe, la
mezcla se agité con la ayuda del vortex (Vortex — Genie 2, Scientific Industries, Inc.,
NY, Estados Unidos) y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 1 hora.
Transcurrido el tiempo, se determind la absorbancia a 520 nm, empelando un lector
de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, Software KC Junior, Estados Unidos). Las
muestras se realizaron por triplicado. Los resultados de capacidad antioxidante, fueron

expresados en micromoles equivalentes de Trolox por litro (umol ET/L).
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6.8.3 Capacidad antioxidante por el método de ABTS«+

La determinacion de capacidad antioxidante en base al catiéon libre de ABTS++, se
realiz6 de acuerdo al método descrito por Kuskoski, Asuero, Troncoso, Mancini-Filho
y Fett (2005). EI ABTS++ es un radical con un nitrégeno central que presenta un color
caracteristico azul-verde, cuando este cation radical es reducido por un antioxidante a

la forma no radical, presenta una pérdida de color.

Esta determinacién se llevd a cabo mediante la formacion del cation radical ABTSe+,
el cual se obtuvo tras la reaccion de ABTS++ 7 mM (76.8 mg de ABTS++ diluido en 20
mL de agua desionizada) con persulfato potasico (2.45 mM, concentracion final),
incubados a temperatura ambiente (x 25 °C) en la oscuridad durante 16 horas. Una
vez formado el radical ABTS<+ se diluyd en agua desionizada hasta obtener un valor
de absorbancia comprendido entre 0.70 £ 0.10 a 754 nm (longitud de onda de maxima
absorcién). Se utilizd una curva estandar, con una soluciéon con 3.75 mg de Trolox en
50 mL de etanol, realizando concentraciones 0, 5, 10, 20, 30, 40y 50 umol/L, utilizando
el lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, Software KC Junior, Estados
Unidos).

En la técnica se agregaron 20 yL de aguamiel y 980 pL de solucion de ABTS++, se
agito en el vortex (Vortex — Genie 2, Scientific Industries, Inc., NY, Estados Unidos) y
se dejbé reposar a temperatura ambiente por 7 minutos, posteriormente se determind
la absorbancia a 754 nm empleando el lector de microplacas. Las muestras se
realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de

acido ascérbico por litro de muestra (mg EAAIL).

6.9 Actividad quelante

La actividad quelante fue determinada a través del método de Gulcin, Buyukokuroglu
y Kufrevioglu (2003), el cual se basa en la reaccidon 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.

Se tomaron 100 uL de aguamiel, se adiciond 50 uL de solucion de cloruro férrico (ll)
tetrahidratado (2 mM), 450 uL de metanol, se agitdé y se mantuvo en reposo 5 minutos.
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Posteriormente se agregaron 400 pL de ferrozina al 5 mM, se agitd vigorosamente con
vortex y se dejoé reposar a temperatura ambiente, durante 10 minutos, la absorbancia
se midio espectrofotométricamente a 562 nm con un espectrofotometro de microplacas
(Power Wave XS UV-Biotek, Software KC Junior, Estados Unidos). Se utiliz6 EDTA a
0.1 M como agente quelante de referencia y bajo las mismas condiciones para muestra
control, se utilizd6 agua desionizada. El analisis de las muestras se realizd por triplicado,
expresando resultados como porcentaje (%) de actividad quelante y se calculd

utilizando la siguiente ecuacion.

A
% actividad quelante = [ OA 1] * 100
0

Donde:
Ao = absorbancia de la muestra control

A1=absorbancia del aguamiel

6.10 Analisis estadistico

Todas las técnicas se realizaron por triplicado. Una vez obtenidos los resultados del
proceso de optimizacion (51 £ 1°C/19 min), se realizd el analisis del aguamiel bajo las
condiciones Optimas de proceso de termoultrasonido y se compard con aguamiel
pasteurizado y aguamiel fresco como control, mediante analisis de varianza (ANOVA)
con el paquete estadistico SPSS version 15.0, para Windows (SPSS Inc., Chicago,
linois) y se le aplico el test de Tukey con nivel de significancia del 95%. Fue
comparado el indice de turbidez, porcentaje de estabilidad, acido ascorbico, contenido
de fenoles totales, capacidad antioxidante por el método de ABTS++ y DPPH-, y

porcentaje de actividad quelante.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Contenido de microorganismos

Se realizd un andlisis microbiolégico a cada tratamiento de aguamiel
termoultrasonicado para conocer la cantidad de microorganismos en diferentes
condiciones de temperatura y tiempo aplicados, el cual consté de mesdéfilos aerobios,
enterobacterias (EB) y bacterias acido lacticas (BAL). En la Tabla 4 se muestran los
resultados de la calidad microbiolégica, en mesdfilos aerobios, se observd que el
tratamiento de 52°C por 20 min, exhibié menor cantidad de bacterias (0.78 + 0.18 log"?
UFC/mL) obteniendo asi, una reduccion de 3.75 log' UFC/mL, comparado con la
muestra control (4.53 +0.01 log'® UFC/mL). Para el caso de enterobacterias, no fueron
detectadas en ninguno de los tratamientos realizados en aguamiel termoultrasonicado,
mientras que la muestra control presentd 2.83 log'® UFC/mL. La mayor cantidad de
BAL se obtuvo a una condicion de 40 °C durante 15 minutos, con un valor de 3.70 *
0.00 log'® UFC/mL, mientras que el valor menor se encontré a 50 °C por 25 min (0.64
+0.19 log" UFC/mL).

En cuanto al tratamiento de termoultrasonido sobre los microorganismos, se ha
encontrado que la termoultrasonicacion provoca mayor inactivacion en jugos de
zarzamora, pifia, uva, arandano y mango. El termoultrasonido incrementa la
sensibilidad de los microorganismos al calor, altas presiones y bajo pH, debido
a la cavitacion que se genera con las ondas del ultrasonido, provocando cambios en
la permeabilidad de la membrana celular, pérdida de homeostasis y muerte celular
(Cervantes-Elizarraras et al., 2017; Bermudez-Aguirre y Barbosa-Canovas, 2012;
Kiang, Bhat, Rosma y Cheng, 2013). La disminucion de los microorganismos puede
explicarse por los fendmenos fisicos y quimicos combinados que ocurren durante el
tratamiento con ultrasonido, lo que lleva a un adelgazamiento de las membranas de

las células microbianas (Bhat, Kamaruddin, Min-Tze y Karim, 2011).

Estos resultados estan de acuerdo con lo encontrado por Cervantes-Elizarraras et al.,
(2017), en jugo de zarzamora, en donde no se detectdé crecimiento de mesdfilos

aerobios en los jugos tratados por termoultrasonido a diferentes condiciones de tiempo
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y temperatura. Por otra parte, Kiang et al., (2013), lograron inactivar completamente
Salmonella Enteritidis en jugo de mango aplicando 5 minutos con una temperatura de
60 °C, mientras que en el recuento de Escherichia coli se reportd una disminucién
considerable bajo las mismas condiciones de termosonicacion. Indicaron que se
obtuvieron resultados favorables en ambos microorganismos cuando el jugo fue

analizado a condiciones de tiempo y temperatura mayor.

Tabla 4.Efecto de la temperatura y el tiempo sobre el contenido de microorganismos

Condiciones Contenido de microorganismos
Temperatura Tiempo Mesofilos aerobios Bacterias acido
¢C) (min) (log" UFC/mL) lacticas (log'?
UFC/mL)
40 15 3.91+0.03 3.70+0.00
45 27 1.53+0.05 3.02+0.02
45 20 1.3740.01 1.30£0.00
45 20 2.64+0.02 1.63+0.31
38 20 3.42+0.06 1.59+0.11
40 25 2.87+0.00 2.76+0.04
50 15 1.53+0.03 1.49+0.20
52 20 0.78+0.18 1.160.08
45 20 1.98+0.02 1.48+0.21
50 25 1.15£0.03 0.64+0.19
45 20 2.13+0.06 2.84+0.06
45 13 2.14+0.11 2.06+0.00
45 20 1.77+0.01 0.74+0.04
Control 4.5310.01 5.59+0.00

+: desviacion estandar

37
Elizaboth Lspos Markines



Cabe mencionar que los resultados del analisis microbiologico en el presente trabajo
no se ajustaron al modelo matematico. Sin embargo, se consideraron los valores
obtenidos en los tratamientos con menor cantidad en recuento de mesadfilos aerobios,
asi como también con cierta cantidad de bacterias acido lacticas (por su importancia
en el organismo humano a través de sus efectos en la microbiota intestinal); ademas
de los parametros que si se ajustaron al modelo matematico con la finalidad de elegir
con mayor certeza el tratamiento de optimizacion del aguamiel por termoultrasonido

en condiciones asépticas.

7.2 Propiedades fisicoquimicas

Para determinar las propiedades fisicoquimicas del aguamiel termoultrasonicado, se
midié pH, solidos solubles totales (°Brix), acidez titulable, indice de oscurecimiento,
indice de turbidez y estabilidad fisica. Los resultados mostraron un rango de 6.77%
0.01 -7.55 £0.07 en pH, 10.80 + 0.07-12.60+ 0.00 de sdlidos solubles totales, 0.05 +
0.00-0.16 = 0.01 % de acidez titulable, 0.038 + 0.00-0.068 + 0.00, 0.012 £+ 0.00-0.023
+ 0.00, 81.87+1.14-95.88 + 2.60% de indice de oscurecimiento, indice de turbidez y
porcentaje de estabilidad, respectivamente (Tabla 5). Los valores obtenidos de pH se
encontraron dentro de los parametros establecidos por la Norma Mexicana NMX-V-
022 (1972), en donde indica que el valor de pH no debe ser inferior a 6.6 ni mayor de
7.5. Esta determinacion es muy importante durante el manejo del aguamiel, debido a

que es un indicativo de calidad para este producto de agave (Romero-Lépez et al.,
2015).

De los parametros anteriores solo el indice de turbidez y porcentaje de estabilidad se
ajustaron al modelo matematico, presentando una r? >0.91. Los resultados del
coeficiente de regresion se pueden observar en la Tabla 6, tanto para indice de
turbidez como para el porcentaje de estabilidad, la variable temperatura en su forma
lineal (87) tuvo un mayor efecto significativo con p<0.001 y p<0.0001 respectivamente.
Graficamente se puede apreciar un incremento de la turbidez y porcentaje de
estabilidad conforme se aumenta la temperatura (Figuras 6 y 7). Diferente

comportamiento se reporta en jugo de zarzamora termoultrasonicado, en donde la
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temperatura en su término cuadratico mostré efecto significativo (p<0.0001) sobre el
indice de turbidez, mencionando que la turbidez aumenta conforme aumenta la
temperatura (Cervantes-Elizarraras et al.,, 2017). Con respecto a estabilidad en un
estudio con néctar de yaca termoultrasonicado, también tuvieron un comportamiento
diferente, manifestando que la temperatura y el tiempo en su forma lineal influyeron de
manera significativa (p<0.001), indicando que a menor temperatura y menor tiempo

existe una mayor estabilidad fisica (Valdez-Lopez y Cruz-Cansino, 2015).
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Tabla 5. Efecto del tratamiento por termoultrasonido sobre pH, sdlidos solubles, acidez titulable, indice de oscurecimiento, indice

de turbidez y estabilidad

Condiciones

Propiedades fisicoquimicas

Temperatura  Tiempo Sélidos solubles Acidez indice de indice de Estabilidad
(°C) (min) oH (“Brix) titulable (%) oscurecimiento turbidez %)
40 15 7.5510.07 10.93+0.04 0.06+0.00 0.039+0.00 0.017+0.00 95.88+2.60
45 27 7.331£0.03 10.80+£0.07 0.05£0.00 0.062+0.00 0.016+0.00 90.10£1.18
45 20 6.97+0.02 12.50+0.00 0.10+0.01 0.040+40.00 0.01540.00 88.57+3.27
45 20 6.7910.01 11.90£0.00 0.15£0.01 0.044+0.00 0.015+0.00 88.32+1.31
38 20 7.52+0.02 11.50+0.00 0.14+0.01 0.061+0.00 0.014+£0.00 87.0643.42
40 25 7.460.01 10.90+0.00 0.07+0.01 0.068+0.00 0.01240.00 90.4114.03
50 15 7.03£0.01 12.60+0.00 0.10£0.01 0.038+0.00 0.019+0.00 88.16+2.20
52 20 7.121£0.01 11.40+£0.00 0.16£0.01 0.065+0.00 0.023+0.00 90.68+0.81
45 20 6.92+0.01 12.40+0.00 0.10+0.01 0.04110.00 0.01240.00 88.6411.14
50 25 7.06£0.01 11.90£0.00 0.16+0.01 0.040+0.00 0.023+0.00 81.87+1.14
45 20 6.98+0.01 11.84+0.01 0.07+0.00 0.047+0.00 0.015+0.00 90.11+£2.21
45 13 7.21+0.00 11.20+0.00 0.13+0.01 0.059+0.01 0.01740.00 90.19+1.81
45 20 6.7710.01 11.87+0.01 0.16+0.01 0.039+0.01 0.017+0.00 84.10+£3.18
r2 - - - - 0.91 0.94

Elisaboth Sspos Markines

+: desviacion estandar

40



Tabla 6. Coeficiente de regresion y ANOVA de los parametros del modelo cuadratico de

prediccion de superficie de respuesta

Coeficiente Indice de turbidez Estabilidad%

BO (intercepto) 0.0142 88.152
B1 (temperatura) 0.003 1.152
B2 (tiempo) -0.0003 0.20
B12 (temperatura*tiempo) 0.002 -0.38
B11 (temperatura*temperatura) 0.0019¢ 0.22
B22 (tiempo*tiempo) 0.0009 0.41

r 0.91 0.94

Niveles de significancia: 2p<0.0001; P p<0.001; ¢ p<0.01; 9 p<0.05

Figura 6. Efecto del termoultrasonido sobre el indice de turbidez del aguamiel.
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Figura 7. Efecto del termoultrasonido sobre el porcentaje de estabilidad del aguamiel.

7.3 Contenido de compuestos antioxidantes

7.3.1 Acido ascérbico

El acido ascorbico es uno de los antioxidantes hidrosolubles altamente biodisponibley
mas importantes en las células, que proporciona proteccion contra el dafio causado
por especies reactivas de oxigeno (ROS), debido a su eficaz absorcién (Gardner,
White, McPhail y Duthie, 2000). También se considera como un indicador de la calidad
nutricional de los jugos (Khandpur y Gogate, 2015); la vida util finaliza cuando su
cantidad disminuye al 50% (Abid et al., 2014) siendo el calor y el oxigeno los

principales factores responsables de su degradacion (Aadil, Zeng, Han y Sun, 2013).

Los resultados de antioxidantes evaluados de acido ascorbico en el aguamiel
termoultrasonicado se muestran en la Tabla 7, se puede visualizar que el tratamiento
realizado a 40°C durante 15 min, tuvo un valor mayor de 34.37 + 2.13mg EAAIL,
mientras que el tratamiento bajo condiciones de 45 °C por 20 minutos presenté 20.09
1+ 0.09 mg EAAI/L, como el menor valor. Por lo que se obtuvieron mayores valores a
menor temperatura y menor tiempo. En un estudio realizado con jugo de sandia

termoultrasonicado, mostraron que hay una degradacion de acido ascorbico cuando el
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tiempo de procesamiento se incrementa, indicando que el acido ascorbico se reduce
al 50% al momento de aplicar el tiempo mas largo para su procesamiento (Rawson,
Tiwari, Patras, Brunton, Brennan, Cullen y O'Donnell, 2011). Mientras que en otro
estudio en jugo de manzana termoultrasonicado, la pérdida de acido ascoérbico se
exacerbo en la temperatura mas alta (Abid et al., 2014). La oxidacion del acido
ascorbico se produce principalmente durante el procesamiento de los jugos y depende
de muchos factores, como la presencia de oxigeno, calor y luz (Oms-Oliu, Odriozola-
Serrano, Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2009). La degradacion reportada de acido
ascorbico se presenta al incrementar el tiempo y temperatura durante Ila
termosonizacion, esto podria ser resultado de las condiciones fisicas extremas que
ocurren dentro de las burbujas durante el colapso de la cavitacion a microescala
(Tiwari, Muthukumarappan, O’Donnell, y Cullen, 2008). El acido ascérbico no es un
compuesto estable, ya que se descompone facilmente en condiciones menos
deseables; por lo tanto, cuanto mas suave sea el procesamiento, mayor sera la
retencion de acido ascoérbico en los jugos (Odriozola-Serrano, Soliva-Fortuny, Gimeno-
And y Martin-Belloso, 2008). Los valores de acido ascorbico se ajustaron al modelo
matematico, presentando una r? de 0.94. Para lo que respecta al coeficiente de
regresion (Tabla 8), la temperatura (87) en su forma lineal influyd de manera
significativa arrojando p<0.0001, esta tendencia se muestra en la Figura 8, en donde
se visualiza que cuando la muestra es tratada en condicion de menor temperatura, el
contenido de acido ascérbico es mayor. En jugo de zarzamora se observo diferente
comportamiento, reportando que el tiempo en su forma lineal y su interaccion con la
temperatura tuvieron un efecto significativo sobre el contenido de acido ascorbico
(p<0.0001), manifestando que al incrementar el tiempo el compuesto disminuyd,
mientras que la interaccién de tiempo y temperatura al ir disminuyendo, aumenta el

contenido de acido ascorbico (Cervantes-Elizarraras et al, 2017).

43
Elizaboth Lspos Markines



7.3.2 Fenoles totales

Los compuestos fendlicos juegan un papel muy importante, ya que presentan un
beneficio para la salud humana como prevenciéon de muchas enfermedades, tanto
fisiologicas como degenerativas, muy comunes en el cuerpo humano (Martinez-
Valverde, Periago y Ros, 2000). Sin embargo, la relevancia nutricional de dichos
compuestos fendlicos es incierta, debido a que pueden absorberse poco y
metabolizarse rapidamente y, por lo tanto, tienen una capacidad antioxidante limitada
in vivo (Gardner et al., 2000). La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos
se debe a su capacidad para eliminar radicales libres, donar atomos de hidrogeno o
electrones, o por la quelacion de cationes metédlicos (Balasundram, Sundram y
Samman, 2006).

Para el contenido de fenoles totales, el tratamiento con las condiciones de temperatura
de 38°C por 20 minutos mostré el mayor contenido (217.70+£0.21 mg EAGI/L), mientras
que el tratamiento de 45 °C por 27 min presentd un valor menor (187.02+0.70 mg
EAG/L) (Tabla 7). En un estudio de jugo de sandia termoultrasonicado, también se
encontr6 una disminucidén en el contenido fendlico a medida que la temperatura
aumentaba y el efecto fue mas pronunciado a tiempos de procesamiento mas altos
(88). Los valores de r? fueron de 0.96, lo que indica que los promedios obtenidos en el
estudio se ajustaron al modelo matematico de superficie de respuesta. La temperatura
en su término cuadratico influyd de forma significativa (p<0.0001) sobre el contenido
de fenoles totales (Tabla 8). Este comportamiento se observa en la Figura 9, en donde
a menores temperaturas existe mayor liberacion de estos compuestos. Un
comportamiento similar se reporté en jugo combinado de tuna purpura y tuna verde,
en donde la temperatura en su término cuadratico influyd de manera significativa
(p<0.001) (Cruz-Cansino, Montiel-Columna, Bautista-Velueta, Pérez-Tinoco, Alanis-

Garcia y Ramirez-Moreno, 2016).
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Tabla 7. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre el contenido de antioxidantes

Condiciones Antioxidantes

Temperatura Tiempo Acido ascérbico Fenoles totales
() (min) (mg EAA/L) (mg EAGI/L)
40 15 34.37+2.13 214.25+0.91
45 27 29.77+0.48 187.02+0.70
45 20 20.55+0.32 195.29+0.49
45 20 21.23+0.09 195.09+0.10
38 20 29.83+0.35 217.70£0.21
40 25 30.56+0.21 197.59+2.66
50 15 21.66+0.26 196.88+1.28
52 20 20.26+0.05 201.1540.49
45 20 20.13+0.43 189.2040.75
50 25 20.1540.33 196.39+0.68
45 20 20.58+0.23 195.10+1.18
45 13 27.08+0.42 201.77+0.44
45 20 20.09+0.09 195.53+0.76
r2 0.94 0.96

Elizaboth Lspos Markines
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Tabla 8. Coeficiente de regresion y ANOVA de los parametros del modelo cuadratico de

prediccion de superficie de respuesta

Coeficiente Fenoles
totales
(mg EAG/L)
BO (intercepto) 194.042
B1 (temperatura) -5.37°
B2 (tiempo) -4.63°
12 (temperatura*tiempo) 4.29¢
B11 (temperatura*temperatura) 7.47°
B22 (tiempo*tiempo) -0.04
r 0.96

Niveles de significancia: 2p<0.0001; ?p<0.001; ¢p<0.01; 9 p<0.05.

Figura 8. Efecto del termoultrasonido sobre el contenido de acido ascorbico en el aguamiel.
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Figura 9. Efecto del termoultrasonido sobre el contenido de fenoles totales.

7.4 Capacidad antioxidante

En afios recientes, se han adaptado ensayos espectrofotométricos para medir
capacidad antioxidante de los alimentos, siendo los mas populares, capacidad de
reduccion  férrica  (FRAP), acido2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolin-6-sulfénico)
(ABTS++)y el 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPHe), entre otros (Thaipong, Boonprakob,
Crosby, Cisneros-Zevallos y Byrne, 2006). La mayoria de estos ensayos emplean el
mismo principio, generando un radical coloreado sintético o un compuesto activo
redox, de tal manera que, la capacidad de una muestra bioldgica para secuestrar el
radical o para reducir el compuesto activo redox, es controlada mediante técnicas
espectrofotométricas aplicando un estandar apropiado para cuantificar la capacidad

antioxidante (Floegel, King, Chung, Kooy Chun, 2011).

7.4.1 Capacidad antioxidante por el método de FRAP
El método de FRAP mide la capacidad que tienen los antioxidantes para reducir el

complejo férrico-tripiridil-triazina (Fe3+-TPTZ) en la forma ferrosa de color azul que
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absorbe la luz a 593nm, el color intenso es relacionado con la cantidad de
antioxidantes presentes (Gardner et al., 2000). La metodologia de FRAP es diferente
a los demas métodos, en su caso no se ven implicados los radicales libres; sin
embargo, es controlada la reduccion de hierro férrico (Fe3*) a hierro ferroso (Fe?*)
(Floegel et al., 2011). Enla Tabla 9, se muestran los resultados obtenidos de FRAP,
los valores encontrados fueron de 10.36 + 0.18 a 18.26 + 0.12 ymol Fe (ll)/L, este

parametro no se ajustdé al modelo matematico, ya que presentd una r?<0.90.

7.4.2 Capacidad antioxidante por el método de DPPH-

EI DPPHe es un radical libre estable con un color morado oscuro, sus reacciones deben
realizarse en disolventes organicos, por ser hidréfobo. La capacidad antioxidante
puede evaluarse como la capacidad total para eliminar radicales libres, midiendo
espectrofotométricamente la desaparicion del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo
(DPPHe-) libre. La reaccion con otros radicales, electrones o atomos de hidrogeno

provoca la pérdida de color (Schaich, Tiany Xie, 2015).

Los resultados de capacidad antioxidante mediante DPPHe en el aguamiel
termoultrasonicado se muestra en la Tabla 9, se puede resaltar que el mayor valor fue
de 125 + 0.67umol ET/L, en condiciones de temperatura y tiempo de 50°C por 15 min,
respectivamente. En un jugo de manzana ultrasonicado se encontré también que,
mientras mayor temperatura se utilice, la eliminacion de radicales libres DPPHe
aumenta (Abid, Jabbar, Wu, Hashim, Hu, Lei y Zeng, 2013). Los resultados de DPPHe
presentaron una r> de 0.96. Los coeficientes de regresion del modelo (Tabla 10),
muestran que tanto la temperatura (87), como el tiempo (82) en sus términos lineal
presentaron un efecto altamente significativo (p<0.0001), lo cual se puede observar en
la Figura 10, en donde se visualiza que la mayor capacidad antioxidante se obtiene al
aplicar temperaturas altas y menor tiempo de aplicacion de termoultrasonido. Este
comportamiento fue observado en jugo combinado de tuna purpura y tuna verde

termoultrasonicado, donde la temperatura y el tiempo en sus términos lineal, afectaron
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significativamente (p<0.05) la actividad de eliminacion de radicales libres (Cruz-
Cansino et al., 2016).

7.4.3 Capacidad antioxidante por el método de ABTS-+

La prueba de decoloracion de cationes radicales ABTS<+, es también un método
espectrofotométrico ampliamente utilizado para la evaluacion de la capacidad
antioxidante de varias sustancias. Es aplicado tanto para compuestos lipéfilos como
hidréfilos (Miliauskas, Venskutonis y Van Beek, 2004). Este mide la capacidad de las
sustancias puras o extractos crudos para atrapar los radicales libres, mediante la
donacion de atomos de hidrégeno o electrones, en consecuencia, se produce el
blanqueo de la solucién radical de color y la formacion de especies menos reactivos
del antioxidante (Cayupan, Ochoa y Nazareno, 2011).

Los valores de ABTS<+ se encontraron en un rango de 54.28 + 2.93 a 81.62 £ 0.63
pmol ET/L (Tabla 9), siendo el tratamiento de 50°C/15 minutos el que tuvo los valores
mayores (81.62 + 0.63 ymol ET/L), por lo tanto, en este estudio la mayor capacidad
antioxidante por ABTSe<+ se encontré en condiciones altas de temperatura y un menor
tiempo de procesamiento. En un estudio, en jugo de tuna purpura tratado por
ultrasonido donde utilizaron amplitud y tiempo, mostraron que la sonicacion a mayor
amplitud y tiempo libera gran cantidad de antioxidantes (Zafra-Rojas et al., 2013),
siendo diferente a este trabajo. Los resultados de la capacidad antioxidante por
ABTSe+ presentaron una r’de 0.96, la temperatura (87) asi como el tiempo (82) en su
término lineal influyeron de manera significativa (p<0.0001) (Tabla 10), como puede
apreciarse en la Figura 11, en donde se observa mayor capacidad antioxidante cuando
se aplica mayor temperatura y menor tiempo de termoultrasonido. Diferente
comportamiento se reporta en jugo hecho a base de tuna purpura y tuna verde, donde
el cuadratico de temperatura y lineal de tiempo sobre la capacidad antioxidante
ABTS-+ fueron significativos (p<0.01), logrando una alta capacidad antioxidante a
temperaturas de 44-47 °C (Cruz-Cansino et al., 2016).
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7.4.4 Actividad quelante

La ferrozina produce un complejo violeta con Fe2*en presencia de un agente quelante,
la formacién del complejo se interrumpe y como resultado se reduce el color violeta
del complejo (Hazra, Biswas y Mandal, 2008), esta reduccion del color, por lo tanto,
permite la estimacion de la actividad quelante (Ebrahimzadeh, Pourmorad vy
Bekhradnia, 2008), siendo los compuestos fendlicos, los principales responsables de
la actividad quelante (Sumaya-Martinez, Cruz-Jaime, Madrigal-Santillan, Garcia-

Paredes, Carifio-Cortés, Cruz-Cansino y Alanis-Garcia, 2011).

La Tabla 9, muestra resultados del porcentaje de actividad quelante en aguamiel
termoultrasonicado, de los cuales, se puede resaltar que el valor mayor se encontrd
en condiciones de temperatura y tiempo de 45°C durante13 minutos (76.38 + 0.05 %).
En otro estudio se ha encontrado, que la actividad quelante en jugo de tuna purpura
aumenté cuando la muestra se sonico por mayor tiempo (25 minutos) (Zafra-Rojas et
al., 2013). Los valores tuvieron una r’de 0.99 y de acuerdo al andlisis de regresion
(Tabla 10) la temperatura en su forma lineal, asi como la interaccion entre temperatura
y tiempo (8172), influyeron significativamente (p<0.0001), esto se puede observar en la
Figura 12, en donde se aprecia un aumento de la capacidad quelante del aguamiel
cuando se somete a mayores condiciones de temperatura y/o combinacién de tiempo
y temperatura de aplicacion de termoultrasonido. Reportes en jugo de zarzamora
termoultrasonicado indicaron un comportamiento en parte similar, en donde la
temperatura en su forma lineal mostré un efecto positivo aumentando el porcentaje de
actividad quelante, sin embargo, la interaccién de temperatura y tiempo ejercido un

efecto opuesto (Cervantes-Elizarraras et al, 2017).
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Tabla 9. Efecto de la temperatura y el tiempo sobre la capacidad antioxidante

Condiciones

Capacidad antioxidante

Temperatura Tiempo FRAP DPPH- ABTS-+ Quelante
(°C) (min) (umol Fe (II)/L)  (umol ET/L) (umol ET/L) (%)
40 15 17.3320.24 99.00£0.00 67.07£1.95 74.2610.47
45 27 18.0910.15 83.22+0.94 57.36+0.72 74.30£0.52
45 20 12.48+0.53 108.11+5.09 72.65+2.72 76.30£0.46
45 20 13.0940.43 114.56+0.39 73.65+1.41 75.08+0.79
38 20 12.911+0.16 96.17+0.54 60.91+1.69 65.40+0.59
40 25 18.26+0.12 72.33+£3.08 54.284+2.93 66.10+2.28
50 15 12.5710.21 125.00+0.67 81.62+0.63 70.06+0.52
52 20 10.36+0.18 124.33+8.51 75.12+1.04 70.14+1.19
45 20 14.98+0.33 111.22+1.50 71.43+0.90 75.24+0.15
50 25 13.64+0.24 106.78+4.54 72.72+0.89 76.21+0.07
45 20 11.91+0.88 114.83+3.77 72.58+1.72 74.76+0.83
45 13 15.50+0.16 113.89+7.13 76.06+2.02 76.38+0.05
45 20 16.49+0.12 108.33+0.31 71.18+1.19 74.28+0.32
r2 - 0.96 0.96 0.99

+: desviacion estandar

Tabla 10. Coeficiente de regresion y ANOVA de los parametros del modelo cuadratico de prediccion

de superficie de respuesta
Coeficiente DPPH- ABTSe+ Quelante
(umol (umol %
ET/L) ET/L)
B0 (intercepto) 111.412 72.302 75.132
B1 (temperatura) 12.532 6.632 1.582
B2 (tiempo) -11.032 -6.012 -0.62
B12 (temperatura*tiempo) 2.1 0.97 3.582
B11 (temperatura*temperatura) -1.49 -1.75 -3.652
B22 (tiempo*tiempo) -7.33¢ -2.40 0.13
r 0.96 0.96 0.99

Niveles de significancia: 2p<0.0001; Pp<0.001; ¢p<0.01; 9 p<0.05.
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Figura 10. Efecto del termoultrasonido sobre la capacidad antioxidante del aguamiel medida
por el método de DPPHe.

Figura 11. Efecto del termoultrasonido sobre la capacidad antioxidante del aguamiel medida
por el método de ABTSe+.
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Figura 12. Efecto del termoultrasonido sobre el porcentaje de actividad quelante en

aguamiel.

7.5 Optimizaciéon del aguamiel por termoultrasonido

La condicion 6ptima fue seleccionada de acuerdo a la superposicion de las graficas
tridimensionales de superficie de respuesta para obtener la zona con el valor mas alto
posible de las variables en consideracion. Para fines de este estudio se tomaron en
cuenta las variables de respuesta que se ajustaron al modelo matematico: indice de
turbidez, porcentaje de estabilidad, acido ascoérbico, contenido de fenoles totales,
capacidad antioxidante medida por el método de DPPH+ y ABTS++ y porcentaje de
actividad quelante. Sin embargo, a pesar de que las variables de respuesta en los
analisis microbiologicos no se ajustaron al modelo matematico, se considero la
condicion de temperatura y tiempo (52 °C por 20 min), donde se encontraron los
valores menores de mesodfilos aerobios (0.78 + 0.18 log'® UFC/mL) y cierto contenido
de bacterias acido lacticas (1.16 * 0.08 log'® UFC/mL), con la posibilidad de ajustarlo

con la superposicion de las graficas tridimensionales de variables de respuesta antes
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mencionadas, con la intencion de obtener un alimento en las mejores condiciones

aseépticas.

Los principales criterios para determinar el area 6ptima fueron, mayor indice de
turbidez y porcentaje de estabilidad, mayor contenido de acido ascérbico y de fenoles
totales, capacidad antioxidante alta, asi como también valores altos en cuanto a

porcentaje de actividad quelante.

La Figura 13, muestra la optimizacion del aguamiel por termoultrasonido. Los
resultados obtenidos sefalan que a una temperatura de 51+ 1 °C y un tiempo de 19
minutos, son las condiciones 6ptimas del proceso de termoultrasonido en aguamiel.
En la zona 6ptima, los valores mas altos obtenidos fueron: indice de turbidez 0.014,
estabilidad con 88.14%, contenido de fenoles totales 194.04 mg EAG/L, DPPH+111.41
pmol ET/L, ABTS<+ 72.29 umol ET/L, 75.13% de actividad quelante, excepto para
acido ascorbico en donde no se alcanzaron los mas altos niveles, pero se obtuvo 20.51
mg EAA/L. Las condiciones de procesos optimo que se obtuvieron resultan favorables,
ya que los componentes podrian ser degradados después de una larga exposicion al
ultrasonido, haciendo que las concentraciones disminuyan (Zou, Wang, Gan y Ling,
2011).
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Figura 13. Condiciones 6ptimas de termoultrasonicacion del aguamiel indice de turbidez, %
estabilidad, acido ascorbico, contenido de fenoles totales, capacidad antioxidante (DPPHey
ABTSe+) y actividad quelante.
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7.6 Reproducibilidad del estudio
En la Tabla 8, se exponen los valores predichos por el modelo de superficie de

respuesta (RSM) y los obtenidos mediante el analisis experimental.

Una vez que se realizd la reproducibilidad del proceso por termoultrasonido bajo las
condiciones Optimas que proporcion6 el modelo matematico de superficie de
respuesta, se compard con los valores predichos, en cuanto a indice de turbidez,
estabilidad fisica, acido ascorbico, fenoles totales, DPPH+y quelante, se encontré que
no tuvieron diferencias significativas, con lo que se comprobd que es posible reproducir
este proceso obteniendo similares valores de las determinaciones antes mencionadas,
excepto en la capacidad antioxidante por ABTSe+ la cual presentd diferencias
significativas (p<0.05), ya que el aguamiel termoultrasonicado bajo las condiciones

Optimas, obtuvo menor concentracion en comparacion a lo esperado.

Tabla 11. Reproducibilidad del modelo de superficie de respuesta

Determinaciones Valor Predicho Valor experimental
Indice de turbidez 0.014 £ 0.00 0.014 £ 0.00
Estabilidad (%) 88.14 £ 0.37 89.60 + 1.24
Acido ascorbico (mg EAA/Iitro) 20.51 £1.71 20.37 £0.33
Fenoles totales (mg EAG/litro) 194.04 £ 2.38 195.74 £1.78
DPPH (umol ET/litro) 111.41 £ 4.41 112.59 £ 2.77
ABTS++ (umol ET/litro) 72.29 +2.27 56.32 + 0.14*
Quelante (%) 75.13+ 0.62 75.94 +1.33

*Indica diferencia significativa p<0.05
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7.7 Comparacion del aguamiel termoultrasonicado optimizado con pasteurizado

y control.

7.7.1 Contenido de Microorganismos

El aguamiel es un alimento altamente perecedero, debido a la gran cantidad de
microorganismos que se encuentran presentes de forma natural, y que son
responsables de la fermentacion, por tal motivo es necesario aplicar tratamientos que
aseguren su estabilidad y calidad sensorial (Bautista y Arias, 2008). La pasteurizacion
es usada comunmente en la industria alimentaria para inactivar microorganismos. Sin
embargo, este tratamiento puede causar el desarrollo de sabores indeseables, pérdida
de nutrientes y propiedades funcionales en los alimentos (Lépez-Malo et al., 2005). Al
acoplar el ultrasonido con el tratamiento térmico se reducen las temperaturas y el
tiempo del proceso de pasteurizacion y se pueden lograr niveles mas altos de
destruccion microbiana y al mismo tiempo se minimizan los cambios en las
propiedades organolépticas de los alimentos (Mason, Paniwnyk y Lorimer, 1996). El
termoultrasonido aumenta la inactivacion microbiana mediante el calor combinado y la
cavitacion de burbujas (las microburbujas resultantes colapsan violentamente en
sucesivos ciclos y se ven forzadas a oscilar en tamafio y forma) (Tiwari et al., 2008;
Sagong, Lee, Chang, Heu, Ryu, Choi y Kang, 2011), que tienen lugar durante la
sonicacion (Anaya-Esparza, Velazquez-Estrada, Roig, Garcia-Galindo, Sayago-Ayerdi
y Montalvo-Gonzalez, 2017), siendo esta ultima, responsable de provocar inactivacion
y ruptura celular, debidoal efecto que produce sobre la membrana bacteriana (Robles-
Ozuna y Ochoa-Martinez, 2012). La modificacion, erosion y perforaciéon de las
membranas celulares exponen el contenido intracelular al medio ambiente generando

un efecto letal (Lee, Zhou, Liang, Feng y Martin, 2009).

Para hacer la comparacion entre muestras de aguamiel tratado por termoultrasonicado
(T-U), pasteurizado y control se realizd el recuento de mesdfilos aerobios,
enterobacterias y bacterias acido lacticas (Figura 14). Para recuento de mesoéfilos
aerobios el aguamiel tratado por T-U exhibié valores significativamente menores que
los obtenidos por pasteurizacion y la muestra control 4.19 +0.10 log'® UFC/mL, 4.68
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+ 0.06 log"" UFC/mL y 4.97 + 0.05 log' UFC/mL, respectivamente. Mostrando una
reduccion de 0.78 log'® UFC/mL en el T-U y 0.29 log'® UFC/mL en el aguamiel

pasteurizado con respecto al control.

En los resultados de enterobacterias, en el aguamiel T-U y pasteurizado no se detectd
presencia de microorganismos, en comparacion con la muestra control, la cual arrojé
un recuento de enterobacterias de 2.24 + 0.03 log'® UFC/mL. En cuanto al andlisis de
bacterias acido lacticas, los resultados indican que el aguamiel pasteurizado presento
valores menores significativamente (4.31 + 0.15 log'® UFC/mL) en comparacion con la
muestra control (4.96 + 0.02 log'® UFC/mL) y el aguamiel T-U (4.64 + 0.07 log'®
UFC/mL), el cual presenté una ligera disminucion de 0.32 log'® UFC/mL con respecto
al control. Los resultados obtenidos indican que la muestra tratada por
termoultrasonido tuvo los mejores resultados, mostrando mayor disminucion de
mesofilos aerobios, inactivacion total de enterobacterias, y permite mayor cantidad de

bacterias acido lacticas, comparado con la muestra pasteurizada.

La efectividad del ultrasonido en la eliminacién de microorganismos Gram-negativos y
Gram-positivos aun no esta clara (Villamiel y Jong, 2000). En algunos informes indican
que las bacterias Gram-negativas son mas sensibles a la inactivacion ultrasénica que
las bacterias Gram-positivas (Drakopoulou, Terzakis, Fountoulakis, Mantzavinos y
Manios, 2009; Ahmed y Russell, 1975; Cameron, McMaster y Britz, 2008), ya que
cuanto mas grande es el organismo, mas se absorben las ondas de choque y se
produce la muerte, por tal motivo las bacterias con menor tamafio son mas resistentes
al efecto del ultrasonido (Ahmed y Russell, 1975). Las bacterias Gram-positivas, entre
ellas bacterias acido lacticas, tienen una capa de peptidoglucano mas gruesa y mas
adherente que las bacterias Gram-negativas, es por eso que se sugiere que es el
grosor de la pared celular es lo que protege contra el dafio del ultrasonido (Scherba,
Weigel y O’brien, 1991).

Las bacterias acido lacticas tienen diversas aplicaciones, siendo una de las principales
la fermentacion de alimentos como leche, carne y vegetales, es por ello que son muy

utilizadas en la industria alimentaria, no solo por su habilidad para acidificar y, por
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ende, preservar los alimentos (inhibicion de un gran niumero de microorganismos
patdégenos y dafinos), sino también para mejorar las caracteristicas sensoriales como
el sabor, olor, textura y aumentar su calidad nutritiva (Parra, 2010). Ademas los
probidticos son cultivos puros, o mezcla de cultivos de microorganismos vivos, que al
ser consumidos por el hombre y los animales en cantidades adecuadas aportan
efectos benéficos al huésped mejorando las propiedades de la microbiota nativa
(Ramirez, Ulloa, Velazquez, Gonzalez y Romero, 2011), misma que ejerce funciones
nutricionales, metabdlicas y protectoras que la vuelven indispensable para el huésped
mientras que éste le entrega nutrientes y condiciones adecuadas para su crecimiento
(Morales, Brignardello y Gotteland, 2010).

H o
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Figura 14. Recuento microbiolégico de Mesdfilos aerobios (MA), Enterobacterias (EB)y

Bacterias acido lacticas (BAL) de aguamiel tratado por termoultrasonido (T-U), pasteurizado
y Control. No detectado (ND). # ¢ Diferentes letras indican diferencias significativas (p< 0.05)

entre tratamientos.

7.7.2 indice de turbidez
El indice de turbidez es un parametro de calidad importante, que es evaluado

normalmente en bebidas a base de frutas procesadas industrialmente, incluidos los
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vinos, jugos y néctares de fruta, la percepcién visual de la turbidez y la turbidez en los
jugos de frutas es el resultado de la dispersion de la luz causada por las sustancias
suspendidas (Pinelo, Zeuner y Meyer, 2010). Puede ser un atributo positivo o negativo
segun las expectativas de los consumidores. Para un jugo clarificado, una turbidez
inestable considerada “turbia” es inaceptable para ser comercializada como jugo
clarificado (Sin, Yusof, Hamid y Rahman, 2006). La Figura 15, muestra el indice de
turbidez en el aguamiel termoultrasonicado, pasteurizado y control. En los resultados
se puede apreciar que el aguamiel tratado por termoultrasonido arrojé valores menores
significativamente (0.014 £ 0.00), a diferencia de la muestra pasteurizada y control, los
cuales obtuvieron valores de 0.040 £ 0.00 y 0.050 + 0.00, respectivamente. Durante la
sonicacidon se presentan cambios en la turbidez que podrian estar asociados a la
cavitacion, ya que provoca dispersion de agregados o rompimiento de particulas
susceptibles, como enzimas y microorganismos (Tiwari et al., 2008). La claridad en un
jugo o bebida es un factor importante con respecto a la calidad, ya que la eleccién del
consumidor se debe principalmente a la apariencia visual, de esta manera, se atrae la
atencion para el producto en el mercado (Jacob, Sukumaran y Prema, 2008; Cerreti,
Liburdi, Benucci y Esti, 2016).
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Figura 15. indice de turbidez del aguamiel tratado por termoultrasonido (T-U), pasteurizado y

Control. # ¢ Diferentes letras indican diferencias significativas (p< 0.05) entre tratamientos.

7.7.3 Estabilidad

Los resultados obtenidos del porcentaje de estabilidad del aguamiel optimizado,
pasteurizado y control se expresan en la Figura 16. Los resultados indicaron que el
aguamiel T-U mostré un porcentaje de estabilidad mayor (89.60 + 1.24%) en
comparaciéon con las muestras de aguamiel pasteurizado y control (87.65 £ 1.16% y
86.68 + 2.50%), respectivamente. El procesamiento de termoultrasonido pudo haber
reducido la sedimentacion al fragmentar particulas suspendidas, debido al colapso de
las burbujas de cavitacién formadas en la superficie, esto permite que las particulas
finas permanezcan en el sobrenadante después de la centrifugacion proporcionando
una mejor uniformidad y estabilidad a la muestra (Cruz-Cansino, Ramirez-Moreno,
Leon-Rivera, Delgado-Olivares, Alanis-Garcia, Ariza-Ortega y Jaramillo-Bustos,
2015). Es importante resaltar que este resultado es muy interesante desde el punto de
vista industrial. Al reducir la sedimentacion la tecnologia del ultrasonido minimiza la
necesidad de agregar aditivos como estabilizantes, lo que es deseable por muchas

razones, como satisfacer la demanda del consumidor (Aguilar et al., 2017).
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Figura 16. Estabilidad del aguamiel tratado por termoultrasonido (T-U), pasteurizado y

Control. 2 Diferentes letras indican diferencias significativas (p< 0.05) entre tratamientos.

7.7.4 Acido ascérbico

El acido ascorbico es un nutriente esencial y uno de los factores de calidad nutricional
mas importante en los alimentos, tiene muchas actividades biolégicas en el cuerpo
humano. Sin embargo, es un compuesto termolabil y muy sensible a la luz, asi como
a diversas condiciones de procesamiento (Rojas, Leite, Cristianini, Alvim y Augusto,
2016; Vieira, Teixeira y Silva, 2000). El contenido de acido ascérbico en el aguamiel
tratado por termoultrasonido presentd un valor significativamente mayor (20.37 £ 0.33
mg EAA/L), comparado con la muestra control que arrojé valores de 19.26 + 0.30 mg
EAA/L y el tratado por pasteurizacion (16.90 + 0.80 mg EAA/L) (Figura 17).

El alto contenido de acido ascérbico en la muestra de aguamiel T-U se atribuye a la
eliminacién efectiva del oxigeno disuelto en los jugos (Knorr, Zenker, Heinz y Lee,
2004), el cual es responsable de la degradacion del &cidoascoérbico en las cavitaciones
producidas durante el tratamiento de sonicacion (Cheng, Soh, Liew y Teh, 2007). El
acido ascorbico exhibe capacidad antioxidante potencial y se sabe que protege las
células del dafio inducido por radicales libres, contribuye en el proceso de absorcidn

de hierro y metabolismo de aminoacidos, entre otros. Asimismo, coadyuva
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sustancialmente ala prevencion de la aparicion de enfermedades cardiovasculares y

cancer (Bhat et al., 2011; Marin, Martinez, Uribesalgo, Castillo y Frutos, 2002).
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Figura 17. Contenido de acido ascorbico en aguamiel tratado por termoultrasonido (T-U),
pasteurizado y Control. # ¢ Diferentes letras indican diferencias significativas (p< 0.05) entre

tratamientos.

7.7.5 Fenoles totales

Los compuestos fendlicos, son una parte esencial de la dieta humana y considerados
de interés debido a sus propiedades antioxidantes, siendo las principales fuentes los
alimentos de origen vegetal, las frutas y verduras (Balasundram et al., 2006). Los
resultados del contenido de fenoles totales se pueden observar en la Figura 18, se
aprecia que el aguamiel termoultrasonicado y el control presentaron los valores mas
altos (195.74 + 1.78 mg EAG/L) y (195.97 + 1.05 mg EAG/L) respectivamente,
comparado con el aguamiel pasteurizado (185.85 + 0.53 mg EAGIL).

Los valores obtenidos en el aguamiel termoultrasonicado podrian atribuirse a la

liberacién de la forma unida de contenidos fendlicos debido a la rotura de la pared

63

Oligabeth Lpes Martines



celular por la presidon de cavitacion ejercida sobre ella durante la sonicacién, donde los
polifenoles unidos podrian haberse liberado y volverse facilmente viables (Aadil et al.,
2013; Bhat y Goh, 2017). Los compuestos fendlicos son uno de los principales
contribuyentes de la capacidad antioxidante, los cuales poseen varias propiedades
biologicas y exhiben acciones anticancerigenas, antioxidantes, antivirales,
antiinflamatorias y reduccion del riego de obesidad (Bhat et al., 2011; Sauceda,

Palafox, Sanchez y Aguilar, 2011).
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Figura 18. Contenido de fenoles totales en aguamiel tratado por termoultrasonido (T-U),
pasteurizado y Control.> ® Diferentes letras indican diferencias significativas (p< 0.05) entre

tratamientos.

7.7.6 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los alimentos ha despertado gran interés recientemente.
Se conoce como capacidad antioxidante total o capacidad antioxidante total a la
medicion analitica de concentraciones de radicales libres de diferente naturaleza, en
un sistema oxidativo controlado (Blasa, Candiracci, Accorsi, Piacentini y Piatti, 2007).
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En los alimentos de origen vegetal, se atribuye esta capacidad a la presencia de
compuestos fendlicos principalmente (Ciappini, Stoppani, Martinet y Alvarez, 2013).
Para la capacidad antioxidante determinada por el método de DPPH?e, los resultados
indicaron que el aguamiel termoultrasonicado tuvo un valor de capacidad antioxidante
significativamente menor (112.59 + 2.77 ymol ET/L), que el aguamiel fresco (126.94 +
1.80 ymol ET/L) y el obtenido por pasteurizacién (118.96 £ 2.00 ymol ET/L), como se
puede observar en la Figura 19a. Son pocos los estudios que reporten una disminucion
en cuanto a la capacidad antioxidante medida por DPPHe en muestras
termoultrasonicadas. Sin embargo, en un estudio reportado por Ortega (2016), se
indicd que la sonicacion en un medio liquido puede conducir a la formacién de radicales
libres, debido a que el agua suele ser dividida por el fendmeno de sonolisis en OH"y
H* y se puede producir peréxido de hidrégeno (Earnshaw, 1998). Al aplicar la
termoultrasonicacion es posible que ocurra la oxidacion de componentes antioxidantes
por los radicales OH"y H* (Ortega, 2016). Con respecto al efecto del ultrasonido sobre
la capacidad antioxidante, Ashokkumar, Sunartio, Kentish, Mawson, Simons Vilkhu y
Versteeg (2008), mencionan que durante la sonicacién se generan radicales libres y la

cantidad de estos aumenta conforme aumenta el tiempo de tratamiento.

En la Figura 19b, se expresan los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante
por el método ABTSe<+, donde se observd que el aguamiel termoultrasonicado mostro
un valor de capacidad antioxidante mayor (56.32 + 0.14 ymol ET/L), en comparacion
con la muestra pasteurizada (51.15 + 2.68 pmol ET/L) y el control (44.17 £ 0.68 umol
ET/L). En el presente estudio, el mayor contenido de capacidad antioxidante en el
aguamiel termoultrasonicado podria atribuirse directamente a los antioxidantes
liberados por las cavitaciones inducidas en el ultrasonido, lo que podria haber causado
los cambios observados (Bhat et al., 2011). Los compuestos fendlicos y la vitamina C
son los principales componentes responsables de la capacidad antioxidante (Rawson
etal., 2011). Generalmente, es un hecho bien aceptado que a medida que el contenido
fendlico total aumenta en un producto vegetal después del procesamiento (o cualquier

tipo de tratamiento), se produce un aumento correspondiente en la capacidad
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antioxidante (Bhat et al., 2011). Estos compuestos tienen el potencial de secuestrar
los radicales libres que causan dafo al cuerpo, reduciendo el riesgo de muchas

enfermedades que se originan del estrés oxidativo (Rawson et al., 2011).

Figura 19.Capacidad antioxidante medida por los métodos de DPPH- (a) y ABTS<+ (b) en
aguamiel tratado por termoultrasonido (T-U), y pasteurizado y Control. & ¢ Diferentes letras

indican diferencias significativas (p< 0.05) entre tratamientos.

7.7.7 Actividad quelante

En cuanto al porcentaje de actividad quelante, se puede observar en la Figura 20 que
el aguamiel tratado por termoultrasonido no tuvo diferencias significativas (p<0.05),
con respecto a la muestra pasteurizada y a la muestra control. Los compuestos
fendlicos son los principales responsables de la actividad quelante (Sumaya-Martinez
et al.,, 2011), como se describié anteriormente, estos compuestos se conservaron o

incluso aumentaron después del tratamiento con termoultrasonido. Los compuestos
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fendlicos pueden reaccionar como agentes quelantes de metales (forman enlaces o)
siendo efectivos como antioxidantes secundarios porque reducen el potencial redox,
estabilizando la forma oxidada del ion metalico (Saravanan y Aradhya, 2011). Sin
embargo, esta actividad depende del tipo de actividad quelante perteneciente a
compuestos fendlicos liberados por ultrasonido (Khokhar y Apenten, 2003). En el
organismo, los polifenoles y el acido ascoérbico solubizan el hierro y crean un complejo
con éste para facilitar su excrecion por medio de las heces y orina (Ebrahimzadeh et
al., 2008), gracias a esto las complicaciones relacionadas con el hierro reducen y de

este modo la calidad de vida mejora (Hebbel, Leung y Mohandas, 1990).
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Figura 20. Actividad Quelante de aguamiel tratado por termoultrasonido (T-U), pasteurizado

y Control. # b Diferentes letras indican diferencias significativas (p< 0.05) entre tratamientos.
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8. CONCLUSIONES

La metodologia de superficie de respuesta es un método adecuado para las variables
de respuesta evaluadas en el presente estudio, ya que la mayoria de estas se ajustan
al modelo matematico. Esta metodologia permite definir las condiciones 6ptimas de
termoultrasonido para procesar el aguamiel a una temperatura de 51 +1 °C y un tiempo
de 19 minutos, brindando asi, un producto de calidad, inocuo y con mayor propiedad
antioxidante. En la condicidn éptima, los valores mas altos obtenidos fueron: indice de
turbidez 0.014, estabilidad con 88.14%, contenido de fenoles totales de 194.04 mg
EAGIL, capacidad antioxidante por DPPHey ABTS*+ (111.41 umol ET/L y 72.29 ymol
ET/L, respectivamente) y 75.13% de actividad quelante, excepto para acido ascorbico
en donde no alcanza los niveles mas altos, sin embargo, presenta un contenido
considerable (20.51 mg EAAI/L).

El tratamiento de termoultrasonido demuestra ser mejor con respecto a la
pasteurizacion, permite mayor inactivacion de mesdfilos aerobios, mostrando una
reduccion de 0.78 log'® UFC/mL en el T-U y 0.29 log' UFC/mL en el aguamiel
pasteurizado con respecto al control. También se obtiene menor eliminacion de
bacterias acido lacticas, ya que el aguamiel termoultrasonicado presenta una ligera
disminucion (0.32 log'® UFC/mL) con respecto al control, mientras que, en el aguamiel
pasteurizado la disminucién es de 0.65 log'® UFC/mL, por esta razon el
termoultrasonido permite obtener un alimento en las mejores condiciones asépticas

para el consumidor.

El uso de esta tecnologia, también reduce el indice de turbidez (0.014 £ 0.00), el cual
es un parametro de calidad en las bebidas clarificadas, aumenta el porcentaje de
estabilidad (89.68 £ 2.50%), proporcionando una mejor uniformidad y estabilidad a la
muestra. Ademas, el contenido de antioxidantes en el aguamiel se favorece, ya que el
contenido de acido ascorbico (20.37 + 0.33 mg EAA/L) y de fenoles totales aumenta
(195.74 + 1.78 mg EAGI/L), comparado con el aguamiel pasteurizado (16.90 £ 0.80 mg
EAA/L y 185.85 £ 0.53 mg EAGIL, respectivamente). Y en la capacidad antioxidante
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por ABTS<+ también se obtienen valores altos (56.32 + 0.14 umol ET/L), con respecto

a la muestra pasteurizada (51.15 + 2.68 ymol ETI/L).

Finalmente, la mayor concentracion de compuestos bioactivos que se obtiene, permite
la obtencion de una bebida con mayor capacidad antioxidante, lo que podria aportar
un valor agregado al producto por su contenido de fenoles y microorganismos
probidticos, por lo tanto, esta tecnologia emergente podria ser una alternativa como
proceso tecnoldgico de conservacion y obtener un producto inocuo para su

comercializacion.
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