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Resumen

La guandbana (Annona muricata) es un fruto al cual se le atribuyen compuestos
bioactivos (compuestos fendlicos y acetogeninas) relacionados a la prevencion de
enfermedades no transmisibles. Este es consumido usualmente como jugos y
néctares, no obstante, el proceso para su conservacion (pasteurizaciéon) produce
cambios en color, olor, textura y sabor, asi como sus propiedades nutricionales, por
ello se busca la implementacibn de tecnologias emergentes, como la
termoultrasonicacién (TUS), el cual evita minimas alteraciones en las propiedades
fisicoquimicas, propicia la retencion de nutrientes, la liberacion de compuestos
bioactivos y genera inocuidad. El objetivo del presente trabajo fue determinar la
condicion 6ptima de TUS sobre las propiedades microbioldgicas, fisicoquimicas,
enzimaticas y antioxidantes del néctar de guanabana mediante la metodologia de
superficie de respuesta y su comparacion con neéctar pasteurizado sobre la
bioaccesibilidad in vitro de antioxidantes. El néctar fue adicionado con inulina y stevia,
se usaron variables de amplitud (75-90%) y tiempo (5-13min). El néctar
termoultrasonicado presentd disminucibn en mesofilos aerobios (MA) vy
enterobacterias (EB) (3.54 y 3.88 Log UFC/mL, respectivamente), aumentd su
viscosidad (309.33 a 432.67 cP) e indice de turbidez (0.16 a 0.25), una disminucién en
la actividad enzimética de pectinmetilesterasa (PME), se incrementé tanto el contenido
fendlico total (CFT) (30.12 a 43.45 mg EAG/100 mL) como la actividad antioxidante
por FRAP (2.13 a 3.59 umol Fe (11)/100 mL). Las variables de respuesta que se
ajustaron al modelo matematico (R?>0.90), fueron L* b*, C* CFT, actividad
antioxidante por ABTS, DPPH y FRAP. La condicién optima del proceso fue de 82 %
de amplitud durante 9 minutos con 15 segundos (82/9.15) (45.48 en L*, 3.55 en b*,
3.62 en C*, 38.40 mg EAG/100 mL en CFT, 31.28 y 124.22 umol ET/100 mL en ABTS
y DPPH, respectivamente y 3.06 umol Fe (II)/100 mL en FRAP). El néctar
termoultrasonicado optimizado en comparacion con el control y pasteurizado, arrojo
un alto contenido de fibra dietética total (3.58 %), asi como una total inactivacion de
microorganismos y baja actividad de PME. Obtuvo un mayor contenido fendlico total
(26.63 mg EAG/100 mL) y actividad antioxidante por ABTS, DPPH y FRAP (22.03,
129.21 ymol ET/100 mL y 3.10 pumol Fe (11)/100 mL, respectivamente). Respecto a



bioaccesibilidad in vitro, la muestra optimizada mostré6 una mayor (p<0.05) absorcion
de compuestos fendlicos totales (57.29%), asi como mayores incrementos en la
actividad antioxidante (58% en ABTS y 154% en FRAP), en comparacion con las
muestras pasteurizada y control. Estos resultados sugieren que el termoultrasonido es
una opcion factible para el proceso del néctar de guandbana, sin alteraciones en las
propiedades fisicoquimicas, presentando inocuidad, manteniendo el contenido de fibra
dietética, aumentando los compuestos bioactivos como su actividad antioxidante y una

mayor bioaccesibilidad in vitro de estas propiedades.

Palabras clave: Guandbana, termoultrasonido, pasteurizacién, microbiologia,

antioxidantes, bioaccesibilidad.



Summary

Soursop (Annona muricata) is a fruit which is attributed to bioactive compounds
(phenolic compounds and acetogenins) related to non-communicable disease
prevention. It is commonly consumed in nectars and juices, nevertheless, the process
for its conservation (pasteurization) produces changes in color, odor, texture and taste,
as well as its nutritional properties, for that the implementation of emerging
technologies is being sought, such as thermoultrasonication (TS) to avoid alterations
in the physicochemical properties, promotes retention of nutrients, release the bioactive
compounds and generate safety. The objective of the present work was determined the
optimal condition of TS on microbiological, physicochemical, enzymatic and antioxidant
properties of soursop nectar by means of the response surface methodology and its
comparison with pasteurized nectar on its in vitro bioaccessibility of antioxidants. To
the nectar inulin and stevia were added, parameters of amplitude (75-90%) and time
(5-13min) were used. The thermoultrasonicated nectar presented decrease in
mesophilic aerobes (MA) and enterobacteriaceae EB (3.54 and 3.88 Log CFU/mL,
respectively), viscosity (309.33 to 432.67 cP) and cloud index (0.16 to 0.25) increased,
the enzymatic activity of pectinmethylesterase (PME) decreased, while the total
phenolic compounds (TPC) (30.12 to 43.45 mg GAE / 100 mL) as well as the
antioxidant activity by FRAP (2.13 to 3.59 umol Fe (ll) / 100 mL) increased. The
response variables that were adjusted to the mathematical model of the response
surface (R?> 0.90), were L *, b *, C *, TPC, antioxidant activity by ABTS, DPPH and
FRAP. The optimal process condition was 82 % of amplitude during 9 minutes and 15
seconds (82/9.15) (45.48 to L*, 3.55 to b*, 3.62 to C*, 38.40 mg GAE /100 mL to CFT,
31.28 and 124.22 pmol TE/100 mL to antioxidant activity by ABTS and DPPH,
respectively and 3.06 pmol Fe (11)/100 mL to FRAP). The thermoultrasonicated
optimized nectar in comparison with control and pasteurized, showed high content of
total dietary fiber (3.58 %), as well as total microorganisms inactivation and low PME
activity. A highest total phenolic content (26.63 mg GAE/100 mL) and antioxidant
activity by ABTS, DPPH and FRAP (22.03, 129.21 pmol TE/100 mL and 3.10 pmol Fe
(IH/100 mL, respectively) was obtained. Regarding in vitro bioaccessibility, the

optimized sample showed a higher (p<0.05) absorption of total phenolics compounds,



as well as increases in antioxidant activity (58% to ABTS and 154% to FRAP) than
pasteurized and control samples. These results suggest that the thermoultrasound is a
feasible option for the process of soursop nectar, without alterations in the
physicochemical properties, presenting safety, maintaining the content of dietary fiber,
increasing bioactive compounds and their antioxidant activity and a high in vitro

bioaccessibility of these properties.

Keywords: Soursop, thermoultrasound, pasteurization, microbiology, antioxidants,
bioaccessibility.



1. Marco teorico

1.1 Generalidades de la guanabana

Annona muricata conocida cominmente como guanabana, es una fruta de la familia
Annonaceae que comprende aproximadamente 130 géneros y 2,300 especies, es
originaria de la cuenca del Amazonas en América del Sur, Sureste de Asia (Mishra et
al., 2013; Gavamukulya et al., 2014), Venezuela, Nicaragua y México (Gavamukulya
etal., 2017). La guanabana proviene de un arbol (figura 1a) que presenta hojas verdes
y brillantes (figuralb) con una altura que varia entre 8 a 10 metros, sus flores (figuralc)
aparecen en cualquier parte del tronco o rama, el fruto es una baya ovoide espinosa
en forma de corazon, de color verde oscuro en su exterior (figura 1d; figura 2) (Badrie
& Schauss, 2010), la epidermis presenta suaves y pequefas espinas, el mesocarpio
se encuentra lleno de segmentos fibrosos, con una consistencia jugosa y de color
crema, con semillas de color café obscuro y brillante, la pulpa rodea al nacleo de
textura blanda que se extiende en todo el fruto (Hernandez et al., 2017). En la figura
1, se aprecia el arbol frutal de guanabana, asi como hojas, flores y fruto, en la figura

2, se muestra el mesocarpio y semillas del fruto.

e

Figura 1. Partes de Annona muricata. Arbol (@), hojas (b), flor en tronco (c) y frutos (d).



En México, Venezuela y Nicaragua el peso puede oscilar entre 0.4 kg a 1 kg
(Gavamukulya et al., 2017). Por su sabor ligeramente 4cido es utilizada para elaborar
jugos, néctares, helados, batidos e incluso polvos también, suele consumirse en fresco
(Dias et al., 2015; Neta et al., 2018). La guanabana es considerada climatérica, con
altas producciones de etileno, lo que la hace altamente perecedera y su cosecha se
realiza en un estado inmaduro para evitar una disminucién en su calidad (Jiménez-
Zurita et al., 2017), las bayas que componen un solo fruto maduran en momentos
diversos considerandose una fruta climatérica multiple (Badrie & Schauss, 2010). La
guanabana también es susceptible a actividad enzimética, lo que genera
oscurecimiento y deterioro del fruto de igual manera afecta sus propiedades
nutricionales y sensoriales (Lima De Oliviera et al., 1994).

Figura 2. Parte interna del fruto, exposicion de semillas y mesocarpio
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1.1.2 Produccién de guanédbana

México es el mayor productor a escala mundial con una produccién de 30,790.70
toneladas al afio (SIAP, 2019) en 6,010.5 hectéreas que, por su posicién geogréfica lo
hace el principal exportador de guanabana a los Estados Unidos de América (Reyes-
Montero et al., 2018). Nayarit y Colima son los estados productores mas importantes,
con el 78 % de la produccién nacional en una superficie de 2,353 ha (Hernandez et al.,
2017). Otros estados productores son Michoacén, Guerrero, Veracruz y Puebla (SIAP,
2019).

1.2 Composicion de la pulpa de la guanabana

La guanabana, es un fruto tropical con una porcion comestible del 67.5% (Badrie &
Schauss, 2010), presenta nutrientes como carbohidratos, proteina, asi como fibra
dietética (Degnon et al., 2013), e importantes valores de hierro (Fe) (Hernandez et al.,
2017) y zinc (Zn) (Akomolafe & Ajayi, 2015), comparada con frutos de alto consumo
como: platano (Fe 0.26 mg/100g, Zn 0.15 mg/100g), naranja (Fe 0.1 mg/100g, Zn 0.07
mg/100g) y guayaba (Fe 0.26 mg/100g, Zn 0.23 mg/100g) (USDA, 2020), entre otros
minerales (magnesio y calcio). En la tabla 1, se muestra las cantidades de nutrientes
pertenecientes a la guanabana. El fruto también cuenta con compuestos considerados

como bioactivos.



Tabla 1. Contenido nutrimental de la porcion comestible (base fresca) de guanibana

por 100 g.
Compuesto Cantidad Cita
Energia (Kcal) 364.72
Proteina (g) 1
Lipidos (9) 0.97 (Badrie & Schauss, 2010)
Carbohidratos 14.63
totales (Q)
Glucosa (g) 5.37
Fructosa (g) 7.19 (Hernandez et al., 2017)
Sacarosa (g) 1.82
Fibra (g) 0.79 (Badrie & Schauss, 2010)
Potasio (mg) 46.24
Sodio (mg) 34.63
Zinc (mg) 28.66
Hierro (mg) 7.3
Magnesio (mg) 20.03 (Hernandez et al., 2017)
Calcio (mg) 13.99
Polifenoles totales 39.57
(mg)
Carotenoides (mg) 0.28
Vitamina C (mg) 33.24




1.3 Compuestos bioactivos en la guanabana y sus beneficios

Diversos estudios muestran que los principales componentes bioactivos de la Annona
muricata son las acetogeninas, incluyendo a mas de 100 de éstas, aisladas en hojas,
semillas, raices y fruto (Patel & Patel, 2016), relacionadas con la prevenciéon de
enfermedades no transmisibles (Yang et al., 2015; Ferndndez et al., 2017). La pulpa
también contiene antioxidantes lipéfilos como la vitamina E (tocoferoles vy
tocotrienoles), hidrosolubles (vitamina C) y carotenoides (B-criptoxantina, luteina, a-
caroteno y 3-caroteno) los cuales estan relacionados a la prevencion de enfermedades
(Gordillo et al., 2012; Coria-Téllez et al., 2018).

Otros compuestos presentes en la guanabana y de gran importancia son los fenoles,
estos poseen un anillo aromatico que contiene uno o mas grupos hidroxilo (OH-), con
estructuras que van desde moléculas fendlicas simples hasta polimeros de alta masa
molecular (Balasundram et al., 2006), estos compuestos presentan una actividad
antioxidante basada en la donacion de hidrégeno, confiriendo actividad quelante en
metales y reductora del oxigeno singlete (Ignat et al., 2011). De acuerdo al nimero de
anillos fendlicos y diferencias en las estructuras se clasifican en grupos, como los
acidos fendlicos que tienen un anillo fenol y los flavonoides presentan un anillo central
pirano (anillo C) (D’Archivio et al., 2007).

La pulpa contiene compuestos fendlicos y derivados del acido galico, cinamico
cumarico, clorogénico y ferdlico (Jiménez et al., 2014), también se han hallado altos
porcentaje de flavanoles (procianidinas B1, B2, catequina y epicatequina) (Dantas et
al., 2019), con accién moduladora en el estrés oxidativo, también inhiben moléculas
proinflamatorias y actian como mediadores inflamatorios en modelos de cancer in vitro
(Aguilar-Hernandez et al., 2019).



En la actualidad existe un aumento en el consumo y demanda de la guanabana por la
atribucion de efectos preventivos en diferentes patologias (Yang et al., 2015;
Fernandez et al., 2017), estos beneficios estan relacionados a sus fitoquimicos (Agu
& Okolie, 2017). Desde la planta hasta el fruto se han utilizado en la medicina
tradicional para tratar fiebre, reumatismo, inflamacion, espasmos, artritis e infecciones
parasitarias hasta efectos comprobados, como actividad hipotensiva, actividad
hipoglucémica, actividad inmunomoduladora y anticancerigena (Pieme et al., 2014;
Syed et al., 2016; Yajid et al., 2018).

Se ha observado relacion entre los compuestos fendlicos de la guanabana con la
prevencion de distintas enfermedades no transmisibles como la obesidad, diabetes,
cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Costa et al., 2013),
autores como Adefegha et al, (2015) encontraron efectos terapéuticos en hipertension
y diabetes mellitus tipo 2, por parte de los fenoles, al reducir la actividad de la a-amilasa
y a-glucosidasa, y al inhibir la actividad de la enzima convertidora de angiotensina-I
(ECA). Por otro lado, se han encontrado efectos antidepresivos y anticancerigenos por
parte de las acetogeninas contenidas en la pulpa (Patel & Patel, 2016). Sin embargo,
a pesar de sus multiples benéficos en la salud, poco se ha estudiado debido a su

escaso procesamiento en la industria y comercializacion.

10



1.4 Procesamiento de la guanabana

Este fruto por su sabor y olor caracteristico es idéneo para la elaboracion de jugos en
la industria, en las zonas donde se produce, la pulpa es comercializada fresca y
congelada para adicionar en yogurt, batidos y cOcteles, también para preparar
mermeladas y helados (Badrie & Schauss, 2010; Jiménez-Zurita et al., 2017). En
Venezuela el jugo es concentrado y enlatado para su consumo (Hoyos, 1994). En
México, la venta solo es en pulpa y fruta fresca (Hernandez et al., 2017). Pese a la
mayor demanda de los consumidores por productos basados en ingredientes naturales
y con beneficios en la salud, como es la guanabana (Ojeda et al., 2007; Dias et al.,
2015, su venta en el area comercial es poco comun (Olagunju & Sandewa, 2018) por
lo que hay un bajo aprovechamiento de su valor nutritivo (Othman et al., 2014). Ante
esta situacion se ha implementado el proceso de pasteurizacion para obtener una
mayor vida de almacenamiento en productos como jugo (Ampofo-Asiama & Quaye,
2019) y pulpa (Umme et al., 1997). Esta ultima es empleada para producir néctar,
mismo que requiere de la generacion de conocimiento para su desarrollo tecnoldgico

e incrementar su comercializacidon y consumo.

1.5 Néctar

Por néctar de fruta se entiende al producto sin fermentar obtenido tras la adicién de
agua, con o sin la adicion de azucares, miel y jarabes. A los cuales se les puede afadir
sustancias aromaticas, componentes aromatizantes volatiles y pulpa, todos estos
deberan proceder del mismo tipo de fruta y obtenerse por procedimientos fisicos, el
producto debera satisfacer los requisitos para los néctares de fruta (CODEX STAN
247). Comunmente para la produccién de esta bebida se emplean tratamientos

convencionales como la pasteurizacion.
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1.6 Pasteurizacion

La pasteurizacion es un tratamiento térmico rapido utilizado ampliamente en la
industria de alimentos, con el propésito de destruir microorganismos patégenos, asi
como de reducir los no patdgenos a niveles menores, evitando el deterioro de los
alimentos durante su almacenamiento, usando generalmente una temperatura menor
de los 100 °C (Peng et al., 2017). Sin embargo, la pasteurizacién por su alta
temperatura puede producir cambios en las caracteristicas organolépticas y
sensoriales (textura, sabor y color), al igual que reducciones en componentes
bioactivos, como la vitamina C y polifenoles (Etzbach et al., 2019). La pulpa de
guanabana ha sido tratada por pasteurizacion (78°C/69 s) (Umme et al., 1997), asi
como el jugo (83°C/5 min) (Ampofo-Asiama & Quaye, 2019) y néctar (65°C/30 min),
donde se ha reportado que el tratamiento térmico disminuye la cantidad de
compuestos bioactivos (Anaya-Esparza et al.,, 2017c), también modifica su color y
sabor, lo que conlleva a una menor aceptabilidad (Umme et al., 2001). Por lo anterior,
se buscan alternativas menos agresivas como son las tecnologias emergentes, en
donde se ha reportado que no afectan las propiedades nutricionales y reducen tanto
la actividad enzimatica como microbiolégica como lo son: la irradiacion ultravioleta,
campo de pulsos eléctricos, alta presion y el ultrasonido el cual genera menores

cambios que la pasteurizacion (Roobab et al., 2018).

1.7 Ultrasonido

El proceso de ultrasonido se define como la produccion de ondas acusticas inaudibles
u ondas de presion con una frecuencia igual o superior a 20 kHz, mismas que crean
un fendmeno denominado cavitacién, el cual trata sobre la generacién y evolucién de
microburbujas en un medio liquido (Mason et al., 2005). Esta se produce en aquellas
regiones con un medio liquido y sometidas a presiones de alta amplitud que alternan
rapidamente (Zheng & Sun, 2006), generando implosiones, que se entienden como la
liberaciones de energia acumulada, que ocasiona incrementos de temperatura
instantanea y focal con chogues mecanicos, disipandose y sin que supongan una alta
elevacion de la temperatura del liquido tratado, todos estos aspectos afectan la

estructura celular del medio a tratar (Herrero, 2006); por lo que es utilizada para la
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liberacion de compuestos (Gonzalez et al., 2009). Se han realizado estudios sobre la
extraccion asistida por ultrasonido en algunos de alimentos, como epicarpio de mango
(Safdar et al., 2017), semilla de tuna (Ortega-Ortega et al., 2017) y residuo de
zarzamora, a fin de obtener compuestos antioxidantes por medio de la cavitacion
generada por el ultrasonido (Zafra-Rojas et al., 2016); también se han tratado en jugos
de naranja (Tiwari et al., 2008), fresa (Tiwari et al., 2009a), sandia (Rawson et al.,
2011), y guanabana (Dias et al., 2015) con el fin de lograr la inactivacion enzimética y
conservar las propiedades fisicoquimicas. En estudios recientes, para su optimizacion
se han empleado la metodologia de superficie de respuesta (RSM), la cual es un
andlisis tanto estadistico como matematico, con el fin de desarrollar, mejorar y
optimizar procesos, tanto en productos nuevos como ya existentes (Myers et al., 2016),
esta también analiza los efectos de las variables independientes y describe los
procesos quimicos como bioquimicos (Bas & Boyaci, 2007). Su aplicacion brinda
ventajas como mayor eficiencia, economia y objetividad (Bezerra et al., 2008). En el
area de alimentos e investigacion se emplea para la aplicacion de ultrasonido en
subproductos de frutas y vegetales (Tiwari et al., 2008), con la finalidad de obtener una
condicion optima que reduzca la carga microbioldgica y actividad enzimatica, conserve
las caracteristicas fisicoquimicas e incremente las propiedades antioxidantes (Cruz-
Cansino et al., 2015). Otra de las aplicaciones de la metodologia de superficie de
respuesta es en bebidas y jugos termoultrasonicados como en el jugo de zarzamora
(Cervantes-Elizarraras et al., 2017), jugo combinado de tuna verde y purpura (Cruz-
Cansino et al., 2016), jugo de betabel (Ramirez-Melo, 2020) y aguamiel (Lopez-
Martinez, 2018). Debido a que el ultrasonido no es eficaz por si mismo, ya que su
aplicacién genera un aumento en la temperatura, se ha definido al termoultrasonido

como la combinacion controlada de temperatura con ultrasonido (Hercerg et al., 2013).
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1.8 Termoultrasonicacion

La termoultrasonicaciéon (TS) tiene la finalidad de mejorar la calidad del alimento ya
gue, una de las ventajas con las que cuenta, es utilizar temperaturas mas bajas que
evitan la degradacién de compuestos termosensibles y en un tiempo reducido
(Piyasena et al., 2003). La termoultrasonicacién es una tecnologia emergente que
combina el ultrasonido y calor, donde el control de la temperatura busca no exceder
los 50°C, la combinacion de ambos genera un efecto adicional que aumenta la
inactivacion bacteriana y enzimatica en comparacién con la pasteurizacion, pero, sin
cambios en las propiedades fisicoquimicas, sensoriales y retencion de nutrientes
(Zenker et al., 2003; Anaya-Esparza et al., 2017b). La termoultrasonicacion es una
opcion al tratamiento térmico, dado que se ha comprobado que tiene un efecto minimo
en la calidad de los jugos de frutas como en el de naranja y néctares como el de la
guanabana (Evelyn & Silva, 2016; Anaya-Esparza et al., 2018), en este ultimo se
reporta que no causa cambios en proteinas y grasas, no encontrando diferencias entre
el termoultrasonido y control; asi como en los parametros fisicoquimicos (solidos
solubles totales, acidez titulable y pH), como contenido de fibra soluble, siendo una
excelente alternativa para elaborar productos del fruto de guanabana como el néctar
(Anaya-Esparza et al., 2018). No obstante, en la industria, los néctares son
adicionados con altas cantidades de azucar, cuyo consumo esté relacionado con el
sobrepeso, obesidad y en consecuencia el desarrollo de diabetes Mellitus tipo 2 y

enfermedades cardiovasculares (Imamura et al., 2015).
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1.9 Consumo de bebidas edulcoradas en México

Las bebidas edulcoradas o endulzadas, son aquellas bebidas frias o calientes que
contienen azlcar afadido, entre las mas comunes se encuentran los refrescos,
bebidas frutales como energéticas, té y café (von-Philipsborn et al., 2019), donde el
azucar afiadido puede ser sacarosa o jarabe de maiz de alta fructosa (Schulze et al.,
2004). México es el mayor consumidor de bebidas endulzadas en todo el mundo, con
un promedio de consumo anual de 163 litros (Rodriguez-Burelo et al., 2014), su ingesta
representa el 70% de los azucares totales de la dieta y el 10% del total de calorias
consumidas (Braverman-Bronstein et al., 2020; Sanchez-Pimienta et al., 2016). La
evidencia muestra que el consumo de estos productos se relaciona con la ganancia
de peso y el riesgo de padecer sobrepeso y obesidad (Malik et al., 2010), padecer
diabetes Mellitus tipo 2 y sindrome metabdlico (Guerrero-Lopez et al., 2018;
Barrientos-Gutierrez et al., 2017) e incluso se ha estimado que el 12% de muertes por
enfermedades cardiovasculares y cancer, es atribuible a la ingesta de bebidas
edulcoradas (Singh et al., 2010).

En México donde las tasas de obesidad y sobrepeso en la poblacién adulta
representan el 75.2 % y diabetes del 10.3 % (INSP, 2018), se han establecido politicas
de salud como el aumento de impuesto en bebidas con azucar afiadido (Colchero et
al., 2017), disminucioén en la promocion y venta de estos productos a menores de edad
(Rivera-Dommarco et al., 2018), modificaciones en el etiquetado de alimentos (NOM-
051-SCFI, 2020). También se requiere de la implementacién de edulcorantes que no
solo disminuyen la ingesta de azucar, sino que, beneficie a la salud de quien lo
consuma. Como lo es la inulina, que ha mostrado ser un edulcorante de bajas calorias,
con propiedades tecnoldgicas y funcionales como la actividad prebiotica (Canbulat &
Ozcan, 2015).
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2.0 Inulina como propiedad prebidticay tecnologica

La inulina es un fructooligosacarido (FOS) que se encuentra presente en una gran
variedad de plantas, como la agavaceae, no obstante, sélo unas especies que
contienen inulina se utilizan en la industria de alimentos, incluyendo la achicoria
(Cichorium intybus), la alcachofa de Jerusalén (Helianthus tuberosus) y el agave
(Agave tequilana), este posee una estructura ramificada, que en un medio acuoso
desarrolla disoluciones de baja viscosidad similar a un azucar simple (Sosa-Herrera &
Delgado-Reyes, 2016). A nivel tecnolégico es usada para generar estabilidad y
viscosidad, obteniendo una consistencia aceptable en productos alimenticios con
azucares reducidos (Alizadeh et al., 2018). La inulina es una fibra dietética que resiste
a la digestion y absorcion (Shoaib et al., 2016), esta es incluida dentro de las fibras
funcionales (dextrinas, almidones resistentes, psyllium, polidextrosa, gomas y FOS)
(Slavin et al., 2013), algunas tienen actividad prebidtica como los B-glucanos, goma
guar, lactulosa, maltodextrina, xilooligosacaridos (XOS), galactooligosacaridos (GOS)
y FOS o fructanos (Carlson et al., 2018).

Este ultimo compuesto no solo presenta actividad tecnologica para los alimentos,
simultdneamente aporta efectos funcionales, como disminucién en el estrefiimiento,
colitis ulcerosa e incluso mejora la absorcion de calcio, magnesio y hierro (Shoaib et
al., 2016), reducen los niveles de glucosa y modula la microbiota intestinal (actividad
prebidtica) (Madrigal & Sangronis, 2007). Un prebiético es un compuesto no digerible
gue, a través de su metabolizacion por los microorganismos a nivel intestinal, regulan
la composicién y actividad de la microbiota, modificando el pH y aumentando la
poblacién de bacterias bifidogénicas, con dosis terapéuticas de 2.5 a 10 g (Davani-
Davari et al., 2019), brindando un efecto fisiologico en el huésped (Carlson et al., 2018).
La industria alimentaria ha mostrado interés en los prebioticos, introduciendo y
mencionando sus beneficios en la salud, que van desde modular el sistema inmune
hasta disminuir la respuesta glucémica (Hutkins et al., 2016). Como se ha mencionado
anteriormente, una de las formas en las que se consume la guanabana es en néctar,
siendo un medio idéneo para afiadir un compuesto funcional como la inulina y con ello

formular un alimento de disefio.
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2.1 Alimento de disefio y funcional

Los alimentos funcionales estdn basados en compuestos bioactivos que han
demostrado beneficios a la salud, estos alimentos se encuentran tanto de manera
natural como sintética (Sarethy & Pan, 2017). El concepto de alimento funcional, nacio
en Japoén en 1980, como Foods Specific Health Use (FOSHU), y se espera que estos
muestren efectos especificos en la salud; asi mismo el ILSI (International Life Sciences
Institute), menciona que se requieren pruebas tanto en el componente funcional como
en el alimento final (Ashwell, 2004). Dentro de los alimentos funcionales se encuentran
los nutracéuticos, farmalimentos, vitaminalimentos, alimentos nutricionalmente
modificados, genéticamente modificados y alimentos de disefio (Manjula & Suneetha,
2011, Ashwell, 2004, Goldberg & Hasler, 1996). Los alimentos de disefio son aquellos
gue han sido procesados y adicionados con ingredientes naturales que benefician a la
salud (Manjula & Suneetha, 2011), pero siguen siendo similares en apariencia al
alimento base, con funciones fisiologicas involucradas en la reduccidon del riesgo a
padecer enfermedades no transmisibles, algunos ejemplos son: huevos enriquecidos
con omega 3, leche enriquecida con acido linoleico conjugado, brocoli enriquecida y
yogurt probidtico (Rajasekaran & Kalaivani, 2013). El afadir una fibra prebiotica como
la inulina de agave, cuyos efectos en la salud han sido demostrados, cumpliria con los

aspectos para denominarlo un alimento de disefio.
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3. Planteamiento del problema

México es conocido como el lider mundial en el consumo de bebidas edulcoradas, ya
gue las bebidas procesadas son adicionadas con sacarosa y jarabe de alta fructosa
con la finalidad de asegurar la aceptacioén de los consumidores. Lo anterior involucra
resultados del 75.2 % de tasas de obesidad y sobrepeso en la poblacion adulta, y se
relaciona con el desarrollo de enfermedades no transmisibles, lo que ha generado el
12 % de la mortalidad en enfermedades cardiovasculares y cancer a la ingesta de
estos productos. Usualmente las bebidas son obtenidas de frutos con importantes
compuestos bioactivos, sin embargo, con un elevado contenido de edulcorantes. El
fruto de la guandbana, por ejemplo, es conocido por su aporte nutricional y compuestos
bioactivos que estan relacionados con la prevencion de enfermedades no
transmisibles. Es un fruto que suele consumirse en fresco y se comercializa en estado
de congelacion, también es utilizado para la elaboracion de bebidas por su sabor y olor
caracteristicos. Por su condicién climatérica y susceptibilidad enzimatica, se ha
implementado la pasteurizacion desde la pulpa hasta el jugo e incluso en concentrados
y enlatados, a fin de aumentar su vida de almacenamiento, sin embargo, su
comercializacion es poco comun. Si bien el empleo de la pasteurizacion, que es una
tecnologia que permite la conservacion de bebidas de frutos, disminuyendo la actividad
enzimatica y microbiolOgica, la aplicacion de esta tecnologia convencional genera altas
temperaturas produciendo cambios en la textura, color y sabor, afectando sus
propiedades nutricionales y el contenido de compuestos bioactivos, ademas de la

adicién de edulcorantes con alto valor caldrico en el producto final.
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4. Justificacion

México es el principal productor de guanabana, estd es consumida en bebidas y en
fresco, sin embargo, para su venta es necesario implementar algun tratamiento como
la pasteurizacion a fin de evitar su deterioro, no obstante, el empleo de altas
temperaturas produce cambios en el contenido de vitaminas y antioxidantes, al mismo
tiempo se adicionan edulcorantes que afectan el estado de salud en la poblacion. Por
lo que la necesidad de implementar tecnologias emergentes para obtener resultados
similares 0 mejores a la pasteurizacion en materia de inocuidad, fisicoquimica,
enzimatica y antioxidantes es de gran importancia. Una de estas tecnologias a
implementar es el termoultrasonido, que ha sido empleado para tratar jugos y néctares
de diversos frutos, cuyos estudios han demostrado resultados positivos, no sélo en
apariencia fisica, sino que genera dafios minimos en las propiedades nutricionales,
favorece la liberacion de compuestos bioactivos, asi como la bioaccesibilidad de éstos
en comparacion con la tecnologia convencional como es la pasteurizacion. Por lo que
utilizar el termoultrasonido como tecnologia emergente, podria evitar la pérdida de
compuestos bioactivos e incluso un aumento en el contenido de antioxidantes en
bebidas procedentes de la guanabana como es el néctar. Por otro lado, la
implementacion de ingredientes como la inulina de agave, el cual es una fibra,
contribuiria a la textura, sabor y en sus propiedades tecnolégicas como la viscosidad,
ademas de su comprobada actividad prebiética, no solo se sustituird la adicion de
azlcares como la sacarosa o jarabe de maiz, también permitiria una alternativa en el
consumo de esta bebida que podria aportar mayores efectos positivos fisioldgicos en

la salud del consumidor.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar la condicion Optima de termoultrasonicacién sobre las propiedades
microbiologicas, fisicoquimicas, enziméticas y antioxidantes del néctar de guanabana
adicionado con inulina y su comparacion con una muestra pasteurizada sobre la

bioaccesibilidad in vitro de antioxidantes.

5.2 Objetivos especificos

e Realizar trece tratamientos de proceso (combinacion de amplitud y tiempo) de
termoultrasonicacion en el néctar de guanabana utilizando la metodologia de
superficie de respuesta (RSM), considerando las siguientes variables de
respuesta de: microbiologia, fisicoquimicas, actividad enziméatica, contenido y
actividad antioxidante.

e Determinar la condicion Optima de termoultrasonido a partir del predicho del

programa JMP y de la superposicion de figuras de contorno.

e Comprobar la reproducibilidad de las variables ajustadas al modelo matematico

con los valores predichos.

e Comparar la condicion 6ptima de termoultrasonido de néctar de guanabana,
con néctar pasteurizado y un néctar control evaluando microscopia electronica
de barrido, fibra dietética, microbiologia, propiedades fisicoquimicas, actividad
enzimatica, contenido y actividad antioxidante, asi como su bioaccesibilidad

intestinal in vitro.
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6. Metodologia

En la figura 3 se muestra la primera fase, que consisti6 en 13 tratamientos de
termoultrasonicacion a diferentes condiciones de amplitud y tiempo (obtenidos por el
programa JMP version 7.0.2), también se utiliz6 una muestra no tratada (control) para
monitorear el comportamiento de los tratamientos. Las variables de respuestas
(determinaciones) fueron analizadas con el programa JMP para identificar cuales se
ajustaron al modelo matematico alcanzando una R?>0.90, asi como el coeficiente de
regresion y el valor predicho de la condicién éptima. Utilizando el programa SigmaPlot
12.0 se realizaron figuras tridimensionales para observar el comportamiento de los
resultados de coeficiente de regresién de cada variable de respuesta. Asi como un
traslape de las figuras de contorno para visualizar la condicion Optima de proceso de
termoultrasonido. Se realizo la reproducibilidad de la condicién 6ptima de proceso y se
compard con los valores predichos, usando t-student, para establecer si la condicion

Optima de proceso que se obtuvo es reproducible (SPSS version 15.0).
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Figura 3. Diagrama de flujo de las etapas metodolégicas en primera fase.



En la fase dos (figura 4), el néctar de guandbana optimizado se comparé con un control
y pasteurizado, por medio de una microscopia electronica de barrido (MEB) se
observaron los cambios estructurales. Se evaluaron las determinaciones que se
ajustaron a una R?>0.90, asi como también algunas determinaciones para evaluar la
calidad del néctar (mesofilos aerobios, enterobacterias, color (L*, a*, b*, C, °h, AE),
estabilidad, viscosidad y PME. Asi mismo se realizé el estudio de bioaccesibilidad in
vitro, se determiné fibra dietética (soluble, insoluble y total), los resultados se
compararon mediante las pruebas estadisticas ANOVA y Duncan por el programa

estadistico SPSS 15.0, con excepcion de fibra dietética y diferencia total de color (AE).

Comparacion del
optimizado, control y
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l
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\
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Figura 4. Diagrama de flujo de la etapa metodolégica en segunda fase.
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6.1 Tratamientos por termoultrasonido en néctar de guandbana

Se utilizé un equipo de ultrasonido modelo (VCX-1500, Sonics Materials, Inc.
Newtown, CT, USA) de 1,500 W de potencia y una frecuencia constante de 20 KHz,
con una sonda de 13 mm y un recipiente de doble pared, con una capacidad de 400
mL y un control de temperatura utilizando un bafio de agua (COLE-PARMER,12108-
10, USA), con la finalidad de obtener una temperatura de salida de 50 + 2°C. La
amplitud usada fue de 75-90 %, en un tiempo de 5-13 min, con segundos de impulso
de 4 s para el encendido y 2 s de apagado. El proceso de pasteurizacion se efectué a
65 °C durante 30 min (Anaya-Esparza et al., 2018) y una muestra de néctar como

control para la comparacién de la condicién éptima.

6.2 Disefio experimental

En el diseiio experimental se llevé a cabo un disefio central rotatorio compuesto por
las variables independientes de amplitud y tiempo, cada una en cinco niveles,
ordenados de manera aleatoria utilizando metodologia de superficie de respuesta o
RSM (por sus siglas en inglés: Response Surface Methodology). Las variables de
amplitud de 75-90 % (X1, %) y tiempo de 5-13 min (X2, min), se eligieron en base a
valores obtenidos en experimentos preliminares y similares. Los valores codificados
de las variables independientes fueron -q, -1, 0, +1, +a. El disefio arrojo 13 tratamientos
(tabla 2), de los cuales 5 fueron los puntos centrales, 4 puntos factoriales y 4 puntos
axiales, con una distancia de 1.414 entre cada disefio central. El analisis de regresion
se realiz6 sobre los datos de las variables dependientes obtenidos por triplicado, como
observaciones efectuadas por las condiciones de termoultrasonido y el valor medio de

cada atributo se tom6 como la respuesta (Yi).
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Tabla 2. Disefio experimental de tratamiento por termoultrasonido

Tratamiento Patron Amplitud (%) Tiempo (min.seq)

1 +- 90 5.00
2 a0 72 9.15
3 Oa 82 3.15
4* 00 82 9.15
5* 00 82 9.15
6 0A 82 15.00
++ 90 13.30

-- 75 5.00

o* 00 82 9.15
10 AO 93 9.15
11* 00 82 9.15
12* 00 82 9.15
13 -+ 75 13.30

*Puntos centrales

Los datos experimentales se sometieron a analisis de regresion lineal mdultiple
utilizando JMP® 5.1 software estadistico (SAS Institute, Cary, NC, USA) y se ajustaron
a un modelo polinomial de segundo orden, dado por la siguiente ecuacion 1.

Ecuacion 1: Calculo de modelo polinomial
2 2
Yj=ﬁo+z, B X1+ ) IBL'L'XL'Z-I_Z.Z. ~ Bij XiX;
i=1 q i=1 i j=it+1

Donde:

Yi= respuesta prevista

Bo = coeficiente constante

Bi = coeficiente lineal

Bij= coeficiente de interaccion
Bii = coeficiente cuadratico

Xi'y Xj = variables independientes

25



Las variables de respuesta o determinaciones que se ajustaron al modelo mateméatico
con una R220.90, se interpretaron con la elaboracién de figuras tridimensionales y de
contorno, estas Ultimas, para una mayor apreciacion de la condicién Optima del
proceso mediante un traslape, ambas figuras se disefiaron con el programa SigmaPlot
12.3 (Systat Software Inc).

6.3 Obtencién de la muestra

La guandbana se adquirié en la central de abastos de la ciudad de Pachuca, Hidalgo,
provenientes de la ciudad de Puerto Vallarta, Jalisco, se seleccionaron solo aquellos
gue no presentaban dafios en su exterior, el fruto fue lavado y desinfectado en
condiciones asépticas con un desinfectante comercial (Microdyn®), se dejaron secar
a temperatura ambiente, posterior a ello se hizo el despulpado removiendo cascara y

semillas.

6.4 Preparacion del néctar

Para su elaboracion se adicionoé la pulpa obtenida en agua purificada en relacion de
25 % : 75 % (p/v) como lo indica el CODEX STAN 247 (2005), se homogeneizé con un
extractor de alimentos (Nutribullet, LLC, USA) durante 30 segundos, seguido del
proceso de ultrasonicacion, se afiadid 2 % de edulcorante comercial steviay 6 % de

inulina de agave basado en el método de Alizadeh et al., (2018).

6.5 Analisis microbioldgico

La determinacion se efectu6 mediante la técnica de microgota de acuerdo a
Strahsburger et al., (2016), usando 100 pL de néctar de guanabana diluido en agua
peptonada 0.1 % previamente esterilizada. Se obtuvieron 3 diluciones decimales a
1:10, 1:100, 1:1000 y una inoculacién directa, todas las inoculaciones fueron de 20 pL.
El recuento de mesdfilos aerobios (MA) fue en agar cuenta estandar (PCA), incubados
(LSI-3016A, Labtech, Korea) durante 48 horas a una temperatura de 30 °C. Para
enterobacterias (EB) se usé agar bilis rojo violeta glucosado (VRBG) con un tiempo de
24 horas a 37 °C para su incubacion. Al término de las incubaciones se realizé el
conteo en placa de las colonias observadas, los datos obtenidos se calcularon
obteniendo el logaritmo base 10 y se expresaron como logaritmo de unidades

formadoras de colonias por mililitro (Log UFC/mL).
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6.6 Propiedades fisicoquimicas

6.6.1 pH

El pH indica el logaritmo negativo (base 10) de la concentracién de iones hidronio
(H3O") e hidroxilo (OH") presentes en la muestra, con valores de 0 a 14 (AOAC &
Horwitz, 1995). Para su mediciéon se utilizd un potenciometro (HANNA, PH210,
Rumania) y previo a la medicion se calibré con soluciones buffer de pH 4.0y 7.0, ya
estandarizadas.

6.6.2 Solidos Solubles Totales (SST)

Los solidos solubles hacen referencia a los azlcares contenidos en la muestra,
mismos que, se determinaron con un refractometro con una escala de 0 a 32 (Trading
Co., Brix/ATC FG-113, Chincan) y los resultados fueron expresados en °Brix (AOAC &
Horwitz, 1995), a temperatura ambiente, se limpio el prisma del refractdmetro con agua

desionizada entre cada lectura.

6.6.3 Acidez Titulable (AT)

La acidez titulable es debido a la concentracion de acidos intrinsecos del alimento y se
mide por su neutralizacion a partir de una solucion base (Sadler & Murphy, 2010). Esta
se realizo por el método de la AOAC & Horwitz (1995). Se colocaron 1 mL de muestra
y 9 mL de agua destilada en matraz Erlenmeyer, se adicionaron 3 gotas de
fenolftaleina y se homogeneizé manualmente para su consecuente titulacion hasta el
vire. Se registraron los mililitros de NaOH usados para neutralizar las muestras. La

acidez titulable se expresé de acuerdo a la ecuacion 2.

Ecuacion 2: Porcentaje de acidez titulable (AT)

% Acido malico = MJHOO
mlL
Donde:
V= mililitros de NaOH usado
N= Normalidad de NaOH (0.1 N)
K= miliequivalentes de acido malico (0.067) (COVENIN 1151-77, 1977).

mL= mililitros de muestra utilizados.
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6.6.4 Color

Para esta medicién se utilizé un colorimetro portatil (500SM-508D, Minolta CM-80,
Japdn), por el método descrito por Aular et al., (2002), registrando las coordenadas L*,
a*, b*, términos de la Comision Internacional en lluminacion (CIE, por sus siglas en
francés), donde L* indica luminosidad que va de 0 a 100 (negro a blanco
respectivamente); a* es el eje de cromaticidad entre el verde (-) y el rojo (+), y b* el eje
entre el azul (-) y el amarillo (+). Para el célculo de saturacion o cromaticidad se uso la
ecuacion 3, siendo la distancia desde el eje de luminosidad (L*), definido como el nivel
de desviacion del gris al color cromético puro (Morales & Jiménez, 2001; Zhao et al.,
2004).

Ecuacion 3: Croma (C)

C = [a? + b*?]1/2

Donde:
C=Croma
a*= coordenada a*

b*= coordenada b*

Hue (h°) define la tonalidad o angulo de color, para su determinacion se usaron los
valores numéricos de a* y b* (Arias et al., 2018), como se observa en la ecuacion 4.

Ecuacion 4: Hue (°h)

°h = tan~1(b*/a*)
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La diferencia total de color o AE (TCD, por sus siglas en inglés) (Hernandez-Falcon et
al., 2018), fue obtenida usando los valores del néctar control y pasteurizado como
referencia, como se muestra en la ecuacion 5.
Ecuacion 5: Diferencia total de color (AE).
AE = (AL*? + Aa*? + Ab*?)Y/?
Donde:
AL*= (L*1-L*7)
Aa*= (a*1-a*2)
Ab*= (b*1-b*2)

6.6.5 Viscosidad

La viscosidad es la resistencia ocasionada por la falta de deslizamiento de las partes
de un liquido, proporcional a la velocidad con que se separan unas de otras dentro de
el (Pérez-Trejo et al., 2010). La viscosidad se midié con un viscosimetro rotatorio
(Brookfield DV-E USA) utilizando la aguja LV-3 a 60 rpm, se midieron 35 mL de la
muestra y se colocaron en tubos de centrifuga a 20 °C. Los resultados se expresaron

en centipoises (cP).

6.6.6 Porcentaje de estabilidad

El porcentaje de estabilidad consiste en el peso de los solidos sedimentados obtenidos
posterior a la centrifugacion, teniendo dos fases (sedimentado y sobrenadante), un
valor alto de este parametro indica una baja estabilidad como consecuencia de la
sedimentacioén de las particulas (Cruz et al., 2007). La determinacion de estabilidad se
realiz6 de acuerdo con Zafra-Rojas et al., (2013). Se centrifugaron 10 mL de néctar
(Hamilton Bell, V6500, USA) a 3,400 rpm durante 20 minutos y los resultados de
estabilidad se expresaron como porcentaje de estabilidad, calculados con la ecuacién
6.

29



Ecuacion 6: Porcentaje de estabilidad (%)

(Tubo 2—Tubo 1)
Muestra

Estabilidad (%) = (100) — ( x100)

Donde:
Tubo 1: peso del tubo vacio en gramos
Tubo 2: peso del tubo con muestra después de centrifugar en gramos

Muestra: peso de la muestra agregada previamente al tubo en gramos

6.6.7 indice de turbidez

El indice de turbidez, se midi6 por la absorbancia registrada, utilizando un
espectrofotometro, ya que representa las particulas mas pequefias que tienden a ser
suspendidas en una muestra liquida y que disminuyen el paso de la luz. Esta
determinacion se realizo de acuerdo con la metodologia de Versteeg (1980), donde se
centrifugaron 5 mL de muestra (Hamilton Bell, V6500, USA) a 3,400 rpm durante 10
minutos, el sobrenadante obtenido se midi6 a 660 nm en un lector de microplacas
(Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA), se utilizé agua desionizada
como blanco. Los resultados se expresaron tomando el valor de absorbancia como

indice de turbidez.

6.6.8 indice de oscurecimiento no enzimatico

El indice de oscurecimiento representa la pureza del color marrén, es un parametro
importante en los procesos donde se produce el pardeamiento enzimatico o no
enzimatico, este se determiné de acuerdo a la metodologia descrita por Meydav et al.
(1977). La determinacion consistio en centrifugar 15 mL de néctar (Hamilton Bell,
V6500, USA) durante 10 minutos a 3,400 rpm. Posteriormente se colocé 5 mL del
sobrenadante y 5 mL de etanol (95 %) en un tubo para volver a centrifugar bajo las
mismas condiciones. La absorbancia del sobrenadante fue medida a 420 nm (Power
Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). Los resultados se expresaron con el

valor de la absorbancia, considerandose como indice de oscurecimiento.
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6.7 Actividad enzimatica

6.7.1 Actividad residual de Pectinmetilesterasa (PME)

La determinacion de la actividad residual de la enzima PME se realiz6 mediante la
titulacion del grupo carboxil, de acuerdo a la metodologia de Kimball (2012), con
modificaciones. Se realiz6 afiadiendo 40 mL de pectina citrica al 1% en una solucion
de NaCl 2 N, con 10 mL de néctar. La mezcla se ajustd con NaOH 1 N para obtener
un pH de 7.0, posterior a esto se agregd 1 mL de NaOH a 0.05 N y se midi6 el tiempo

gue llegd de nuevo al pH de 7.0. El calculo se realiz6 con la siguiente ecuacion.

Ecuacion 7: Unidades de pectinmetilesterasa (PME)

(mL de NaOH) * (Normalidad del NaOH) * 1000

UPME/mL =
/ (Minutos) * (mL de muestra)

Para la expresion del resultado se considero la unidad de PME (UPME), que equivale
a 1 umol del grupo carboxil por minuto a un pH de 7.0 a una temperatura de 30 °C. Asi
como en % de actividad residual (% AR) empleando al control, como el 100% de
actividad de PME.

6.8 Determinacién de contenido de fenoles total (CFT)

El contenido de fenoles se determind mediante el procedimiento de Folin-Ciocalteu, de
Stintzing et al., (2005), donde el reactivo Folin-Ciocalteu, es una mezcla de acidos
fosfotugstico y fosofomolibdico, la cual es reducida a azules de tugsteno y molibdeno
por reaccionar con compuestos fendlicos en un medio basico, mismos que, son

cuantificables mediante espectrofotometria.

En este ensayo se implementaron reactivos como una solucién de Folin-Ciocalteu (0.2
N en agua destilada), una solucién de carbonato de sodio (0.6 mM en agua destilada)
y solucién de acido galico (AG) 1.6 mM en agua destilada, utilizada como patron de
referencia y se realizd una curva estandar de AG de 0, 100, 200 y 300 mg/L. Se
agregaron 100 uL de muestra, 500 uL de Folin-Ciocalteu y 400 pyL de carbonato de
sodio, agitandose en un vortex y dejar reaccionar durante 30 minutos. Finalmente se
determind su absorbancia mediante un lector de microplaca (Power Wave XS UV-

Biotek, software KC Junior, USA) a una longitud de onda de 765 nm, se us6 agua
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destilada como blanco. Los resultados se expresaron como miligramos de

equivalentes de acido gélico por 100 mL (mg EAG/100 mL).

6.9 Determinacién de actividad antioxidante

6.9.1 Actividad antioxidante por ABTSe+

El método ABTSe+ 2,2’-Azino-bis (3-etilenbenzotiazolino-6-acido sulfénico) se
fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS™ (el cual
reacciona con compuestos hidréfilos y lipéfilos), este compuesto presenta un nitrdgeno
central que, en un principio presenta un color azul-verde (oxidado), que al interactuar
con especies donantes de hidrogeno o de electrones (antioxidantes) genera
decoloracion (Re et al., 1999; Quintanar & Calderdn, 2009). El radical cationico ABTS™
es un cromoéforo que absorbe a una longitud de onda de 754 nm y se genera por una
reaccion de oxidacion del ABTS con persulfato de potasio. Para su realizacion se
prepar6 una solucion de ABTS al 7 mM (en agua destilada), se agrego6 persulfato de
potasio al 2.45 mM (en agua destilada), y se dejé reposar por 16 horas a temperatura
ambiente (25°C) en total oscuridad, se realizaron diluciones en agua destilada hasta

obtener una lectura de absorbancia de 0.70+0.1 a 754 nm.

Se elabor6 una curva estandar en concentraciones 0, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 umol/L con
una solucién de trolox (1 mM). Para su lectura por espectrofotometria se utilizé un
lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). Se
afadio 20 pL del néctar y 980 ul de solucion de ABTS preparada, se agité en el vortex
y se dejo reposar a temperatura ambiente por un lapso de 7 minutos, posteriormente
se determind su absorbancia. Como patrén se utilizé trolox y agua destilada como
blanco, los resultados se expresaron como pumol de equivalentes de trolox por 100 mL
(umol ET/100 mL) (Kuskoski et al., (2005).

6.9.2 Actividad antioxidante por DPPH-

Este método consiste en evaluar la capacidad antioxidante ante el radical DPPH- (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil), el cual presenta un color azul-violeta, decolorandose a amarillo
por reaccién con la sustancia antioxidante presente (Chavez, 2004), esta identifica

antioxidantes liposolubles (Londofio, 2012).
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La metodologia se realiz6 de acuerdo a Morales & Jiménez-Pérez (2001), se preparé
una solucién de DPPH 0.2 mM en etanol y se elabor6 una curva estandar con trolox
(1 mM), con concentraciones de 0, 50, 100, 200, y 300 umol ET/L se midié por
espectrofotometria a 520 nm utilizando un lector de microplacas (Power Wave XS UV-
Biotek, software KC Junior, USA). Las lecturas se realizaron por triplicado, previo a ello
se dejaron reposar por 60 min, se uso trolox como patron de referencia y los resultados
se expresaron como micromoles equivalentes de trolox en 100 mL (umol ET/100 mL).

6.9.3 Actividad antioxidante por FRAP

Este método evalla la capacidad antioxidante de reduccion férrica, midiendo la
capacidad de un compuesto para reducir el ion férrico (ferric?, 4, 6-tripyridyl-s-triazine
[Fe (I)- (TPTZ2)2]®) a complejo ferroso ([Fe (ll)-(TPTZ)2]?) a un pH de 3.6,
desarrollando un color azul intenso (Benzie & Strain, 1996; Mesa-Vanegas et al., 2010;
Garcia et al., 2011).

Se efectué mediante la metodologia establecida por Thaipong et al., (2006), se preparé
FRAP en una concentracion 10:1:1 con 100 mL de solucion de amortiguador de
acetato (0.3 M/L a pH 3.6), 10 mL de TPTZ 10 mM en HCI (40 mM) y 10 mL de FeCl3
(20 mM en agua destilada). Con una curva estandar de sulfato ferroso (FeSO4) 5M con
concentraciones de Fe (Il): 0, 20, 30, 40 y 50 uM Fe (ll)/L, se reposaron las muestras
a 37 °C durante 10 min, posterior se leyeron a una longitud de onda de 593 nm en un
lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). Los
resultados se expresaron en micromoles de hierro (II) por 100 mililitros (umol Fe
(11)/200 mL).

7.0 Microscopia electronica de barrido
La microscopia electronica de barrido (MEB) es una técnica de imagen utilizada para
observar la morfologia de las particulas pequefias (1-50 uM) presentes en materiales
sélidos, emitiendo un panorama tridimensional de su estructura, con lo que se puede
analizar su composicion (Gamiz et al., 2017). Su fundamento se basa en el
desplazamiento de un haz de electrones del microscopio sobre la superficie de la
muestra, amplificando la informacién y emitiéndose como una imagen (Sorrivas et al.,
2014).
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Para determinar la microestructura del néctar se usé un microscopio electrénico de
barrido (MEB) con un alcance de 300,000 magnificaciones, cantidades de muestras
liofilizadas tanto del tratamiento optimizado, control y pasteurizado, se colocaron sobre
una cinta de grafito de doble cara. Después fueron recubiertas con una capa delgada
de oro de 1 mm en una maquina ionizadora (Denton Vacuum LLC, Moorestown, Nueva
Jersey, USA) a una presion de 20 militorr y con una corriente de 20 miliamperios
durante 4 min. Este recubrimiento de oro llega al punto de sublimacion del oro por la
presion ejercida, volviendo conductora la muestra para resistir al haz de electrones y

asi lograndose observar en el microscopio (JEOL JSM-IT300).

7.1 Contenido de fibra

La determinacion de fibra dietética total (FDT) y soluble (FDS) se determinaron por
meétodos gravimétricos (Prosky et al., 1985) y enzimaticos mediante un kit comercial
para el ensayo de fibra dietética total (TDF-100A, SIGMA) bajo las especificaciones
establecidas por el fabricante. Esta técnica se fundamenta en que, las muestras secas
y libres de grasa son gelatinizadas con a-amilasa y calor, para ser digeridas
enzimaticamente por la proteasa y amiloglucosidasa, eliminando proteina y almidon,

logrando la precipitacion de fibra soluble con etanol (Prosky et al., 1988).

La técnica se basa en 3 etapas, en la primera se pesaron 0.5 g de muestra del néctar
control, optimizado y pasteurizado (4 veces cada muestra) en matraces Erlenmeyer de
250 mL, Posteriormente se adicionaron 25 mL de buffer de fosfatos (0.8 M, con un pH
de 6.0) y 50 uL de a-amilasa. Se cubrieron los matraces con papel aluminio y colocaron
en un bafio de agua con agitacion horizontal continua a 95°C por 15 min, terminado el
lapso, se dejaron enfriar a temperatura ambiente por 15 min (con movimientos cada 5
minutos) y se ajusto el pH a 7.5 + 0.2 con la adicion de NaOH 0.275 M, después se
adiciond 50 uL de la solucion de proteasa en buffer de fosfato (0.8 M, pH 6), se
cubrieron con papel aluminio y se incubaron (60°C / 30 min) con agitacion continua. Al
enfriarse a temperatura ambiente se ajust6 el pH (4.0 a 4.6) con HCI1 0.325 M o0 NaOH.
Se agregaron 50 uyL de amiloglucosidasa para después cubrir el matraz con papel
aluminio y se colocaron nuevamente en bafio de agua a 60 °C por 30 min con agitacién

continua. Al final se afladieron 4 volimenes de etanol al 95 % en cada matraz, durante
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16 h a temperatura ambiente, con el objetivo de precipitar la fibra dietética total.
Posterior a ello las muestras fueron divididas en FDT y FDS, en esta ultima se les
aplicé una centrifugaciéon (10,000 rpm) por 10 minutos en centrifuga refrigerada
(Allegra 25R, Beckman Coulter; CA, USA) a fin de utiliza el sobrenadante como fibra
dietética soluble

La segunda fase consistio en la filtracion de las muestras de fibra dietética soluble y
total. Se filtraron en crisoles Gooch No. 2 (45-50 um de porosidad, cap. 30 mL),
secados previamente en un horno de aire a 105°C a peso constante. Se colocaron
0.25 g de celita, después se metieron al horno a 105°C por 1 h y se enfriaron en
desecador (15 min) para ser pesados y proceder con la filtracion donde se distribuyo
la cama de celita con gotas de etanol al 78%. El precipitado se deposito en el crisol
Gooch. Después se realizaron lavados de 30 mL de etanol al 78 %, 10 mL de etanol
al 95 % y 10 mL de acetona. Posteriormente se secaron los crisoles Gooch por 16 h a
105 °C. En la ultima fase, se determiné proteina por el método Kjeldahl en el sistema
de digestion (Gerhardt KB8) y destilacion (Gerdhardt Vapodest 50), este método
permite determinar la concentracion de nitrdgeno en muestras organicas e inorganicas
(AOAC 920.123, 1999) y ceniza por el método gravimétrico de incineracion en una
mufla (Furnace 1500, FD1535M) esto por la AOAC 935.42, (1999). Para el calculo de

fibra dietética total y soluble se usé la ecuaciéon 8 y 9.

Ecuacion 8: Porcentaje de fibra dietética total

(R residuo—P residuo—Aresiduo—B)

%FDT =
PM

x 100
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Ecuacion 9: Porcentaje de fibra dietética soluble

(R residuo—P residuo—A residuo—B)
PM

%EDS = x 100

Donde:

% FDT= Fibra Dietética Total

% FDS= Fibra Dietética Soluble (obtenido por centrifugacion)
R= Peso promedio del residuo (mg)

P= Peso promedio de la proteina (mg)

A= Peso promedio de la ceniza (mg)

B= Blanco

Donde:

Ecuacion 10: Blanco= (residuo del blanco-peso proteina blanco- peso de ceniza del

blanco en mg)

PM= Peso promedio de la muestra (mg)

Para el célculo de la fibra insoluble se realizo por diferencia (ecuacion 11).

Ecuacion 11: Porcentaje de fibra dietética insoluble

% FDI = (FDT — FDS)
Donde:
% FDI= Fibra Dietética Insoluble
FDT= Fibra Dietética Total
FDS= Fibra Dietética Soluble
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7.2 Bioaccesibilidad intestinal in vitro

Para determinar la bioaccesibilidad intestinal, se simul6 la fase inicial de digestion
intraluminal, seguido de una didlisis con el objetivo de imitar la fase de absorcion
intestinal. Todo ello utilizando un modelo de digestion in vitro de acuerdo a Miller et al.,
(1981) con modificaciones (Trinidad et al., 1996). En tubos de centrifuga se
depositaron 20 mL de muestra de néctar (optimizado, control y pasteurizado) por
duplicado, se ajustd el pH a 2 con &cido clorhidrico (HCI) 6 M, posterior a esto, se
adicion6 120 pL de solucion pepsina (1 M) en 1 mL de HCI 0.1 M, se incubaron a 37
°C en agitacion constante de 60 rpm durante 2 horas (LSI-3016, Labtech, Korea).

Al término del tiempo se afadieron 1.5 mL de solucion bilis-pancreatina (12.5 mg
hidrato de colato de sodio, 12.5 mg de dioxicolato de sodio y 5 mg de pancreatina en
1 mL de NaHCO3 0.1 M) y se homogeneizo. Las muestras digeridas se colocaron en
membranas de celulosa de 76 mm (Sigma-Aldrich) de 15 cm de largo con corte de
peso molecular de 12-14 kDa, se realizaron lavados con 3 mL de agua destilada para
arrastrar material del tubo a fin de preparar las bolsas para su dialisis. Posteriormente
se sometieron a dialisis con una solucién de 200 mL de NaHCO3 (0.1 M) a un pH de
7.5 por 16 horas en incubacion y agitacion (37 °C / 60 rpm). Al final, la fraccion
bioaccesible (solucion dializada) se dividio y reservé en congelacion (-35 °C) para

posteriormente determinar el contenido antioxidante y actividad antioxidante.

7.3 Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Para la reproducibilidad de la
condicion optima de proceso de termoultrasonido, se utilizé la prueba t-student para
dos muestras, comparando el valor predicho con el optimizado. La comparacion de la
muestra optimizada con un control y pasteurizado, se realizé con 3 producciones
independientes de cada una y las determinaciones se realizaron por triplicado (n=9),
donde se evaluaron mediante analisis unidireccional de varianza (ANOVA) vy
comparacién de las diferencias entre las medias (+ desviacion estandar) se establecio
con una prueba de Duncan con una confiabilidad del 95%. Se utilizé el paguete
estadistico SPSS® version 15.0, Sistema SPSS para Windows (SPSS INC, Chicago,

llionis).
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8. Resultados y discusiones

8.1 Microbiologia

Se realiz6 un analisis microbiologico a cada muestra de néctar de guanabana tratada
por termoultrasonido (TUS) ante diferentes condiciones de amplitud y tiempo, asi como
un tratamiento control, a fin de conocer el comportamiento de mesofilos aerobios (MA)
y enterobacterias (EB). En la tabla 3 se exhiben los resultados obtenidos para calidad
microbiolégica. En mesofilos aerobios, el control obtuvo 5.24 log UFC/mL, se
observaron reducciones de 1.42 a 3.54 log UFC/mL en los néctares tratados por
termoultrasonido en relacién al control, el tratamiento 75/13.30, tuvo la menor carga
microbiana (1.70 log UFC/mL). Respecto a enterobacterias, el control present6 5 log
UFC/mL, mientras que no hubo crecimiento de enterobacterias en los tratamientos
75/13.30, 82/9.15, 82/15 y 93/9.15. El tratamiento con menor tiempo de TUS (82/3.15)
mostré una mayor carga de EB (3.88 log UFC/mL). Los tratamientos 82/9.15, 82/15.00
y 75/13.30 cumplieron con los criterios internacionales (<2 Log UFC/mL) para MA'y EB
en jugos pasteurizados (CEC, 2005). Cabe mencionar que estas variables de

respuestas no se ajustaron al modelo matematico (R?<0.90).
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Tabla 3. Efecto de las condiciones de termoultrasonido sobre el contenido de

microorganismos en el néctar de guanabana

Tratamiento Microbiologia
(Yamplitud/min.seg) Mesofilos aerobios Enterobacterias

(logUFC/mL) (logUFC/mL)
Control 5.24+0.34 5.00+£0.43
90/5.00 3.78%+0.02 3.74+0.05
72/9.15 3.64+0.16 3.60%0.05
82/3.15 3.82+0.02 3.88+0.01
82/9.15 1.85+0.21 0+0.00
82/9.15 3.57+0.02 3.38+0.05
82/15.00 1.85+0.21 0+0.00
90/13.30 2.81+0.19 2.65+0.05
75/5.00 2.20+0.17 1.80+0.58
82/9.15 2.59+0.14 1.70+0.00
93/9.15 2.39+0.12 0+0.00
82/9.15 1.85+0.21 0+0.00
82/9.15 1.94+0.34 0+0.00
75/13.30 1.70+0.00 0+0.00
R? 0.37 0.37

+: desviacion estandar, log UFC: Logaritmo base unidades formadoras por colonia

La disminucién en la carga bacteriana podria deberse al debilitamiento de la pared
celulares de las bacterias, ya que generalmente se vuelven mas sensibles al aplicarse
el termoultrasonido (Evelyn & Silva, 2016), esto a causa de la combinacion de
mecanismos fisicos y quimicos ocurridos durante la cavitacion (Oyane et al., 2009). En
general la cavitacibn crea regiones con altas temperaturas y presiones
(microstreaming), aumentando la sensibilidad de la bacteria al calor, que en conjunto
con una alta presidbn osmotica se generan lesiones intracelulares, ocasionando

perforacion y exposicion del contenido del citoplasma al exterior (Kiang et al., 2013).
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8.2 Propiedades fisicoquimicas

Para determinar algunas propiedades fisicoquimicas en el néctar de guandbana
termoultrasonicado se midié pH, sélidos solubles totales (SST), acidez titulable (AT),
viscosidad, porcentaje de estabilidad, indice de oscurecimiento (10) e indice de
turbidez (IT), estas estos parametros no se ajustaron al modelo matematico, ya que su

valor de R? fue menor a 0.90. Los valores obtenidos se pueden observar en la tabla 4.

8.2.1 pH

En pH, el valor obtenido para el control fue de 3.91, este valor fue similar a lo obtenido
en las muestras TUS (3.71 a 4.37) (tabla 4), excepto en los tratamientos 82/9.15 y
93/9.15, los cuales tuvieron valores de 4.36 y 4.37, respectivamente. Ligeros cambios
también se observaron en un jugo de betabel tratado por termoultrasonido (Ramirez-
Melo, 2020). Las variaciones de pH en las muestras termoultrasonicadas podrian
atribuirse al aumento o disminucion de algunos acidos orgéanicos, polifenoles y a la
produccion de grupos hidroxilos (OH"), peréxido de hidrégeno (H20>) e i6n hidrégeno
(H*), los cuales son producidos por sonolisis en medios acuosos (jugos de frutas)

(Anaya-Esparza et al., 2017b).
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Tabla 4. Efecto de la amplitud y tiempo de termoultrasonido sobre las propiedades fisicoquimicas del néctar de

guanabana
Tratamiento pH Soélidos Acidez Viscosidad Estabilidad  Indice de indice de
(Yoamplitud/min.se solubles titulable (cP) (%) turbidez oscurecimiento
g) totales (% &cido (As60) (A420)
(°Brix) malico)
Control 3.91+0.03 11+0.00 0.25+0.04  220.67+7.02  63.24+1.14  0.15+0.00 0.05+0.00
90/5.00 3.85+0.03 11+0.00 0.27+0.00 341.3349.02 60.19+1.85 0.22+0.01 0.06+0.00
72/9.15 3.87+0.01 11+0.00 0.22+0.04  309.33#4.16  60.03+0.53  0.21+0.00 0.08+0.00
82/3.15 3.79+0.02 11+0.00 0.27+0.00 350.67+8.08  62.72+1.10  0.21+0.00 0.06+0.00
82/9.15 4.06£0.01 11+0.00 0.22+0.04 408.00+24.25 59.71+1.13  0.25+0.00 0.06+0.00
82/9.15 3.78+0.01 11+0.00 0.13+0.00 329.33+31.13 61.80+0.23  0.23%#0.01 0.05+0.00
82/15.00 4.04+0.02 11+0.00 0.20+0.00 380.67+10.26 59.28+0.42  0.22+0.00 0.06+0.00
90/13.30 3.71+0.01 11+0.00 0.16+0.04 364.00+11.14 56.69+0.93  0.23%0.03 0.06+0.00
75/5.00 3.75+0.01 11+0.00 0.20+0.00 432.67+19.22 53.69+1.42  0.1940.00 0.02+0.00
82/9.15 3.72+0.01 11+0.00 0.16+0.04 398.00+35.04 56.38+0.46  0.20+0.02 0.11+0.01
93/9.15 4.37+0.01 11+0.00 0.18+0.04 324.67+18.15 60.37£1.08  0.22+0.00 0.07+0.01
82/9.15 4.36£0.01 11+0.00 0.18+0.04  342.67+9.87 55.54+2.64  0.25+0.01 0.03+0.00
82/9.15 4.31+0.01 11+0.00 0.16%£0.04  365.33+9.87 56.47+0.53  0.23+0.01 0.04+0.00
75/13.30 4.27+0.01 11+0.00 0.18+0.04 380.67+33.01 43.9846.39  0.16+0.01 0.03+0.00
R? 0.31 0.00 0.70 0.32 0.36 0.55 0.10

+: desviacion estandar, pH: logaritmo de la concentracién de iones H*, A: absorbancia.
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8.2.2 Sélidos Solubles Totales

Para SST, los tratamientos control y TUS presentaron el mismo valor (11 °Brix) (tabla
4), esta tendencia se ha encontrado en diferentes matrices tratadas por
termoultrasonido, como en jugo de manzana, naranja, néctar de guandbana y jugo de
carambola (Abid et al., 2014; Adiamo et al., 2017; Anaya-Esparza et al., 2017c; Nayak
et al.,, 2018). Anaya-Esparza et al., (2018), mencionan que el termoultrasonido no
afecta de manera significativa el contenido de sélidos solubles totales. Segun Zou &
Jiang, (2016) atribuye que, los resultados similares (control y termoultrasonido) se
debe a la homogeneizacion inicial del néctar, el cual ocasiona una gran liberacion de

azucares simples y acidos organicos previo al tratamiento.

8.2.3 Acidez Titulable

Respecto a AT, el resultado obtenido en el control fue de 0.25 % y en los tratamientos
TUS se encontré un rango de 0.13 % a 0.27 % (tabla 4), la mayoria de los tratamientos
arrojaron menores porcentajes de AT comparados al control, a excepcion de los
tratamientos con menor tiempo de termoultrasonicacion (90/5.00 y 82/3.15). Estos
datos son menores a los obtenidos en un estudio realizado por Anaya-Esparza et al.,
(2017c) en un néctar termoultrasonicado de guanabana con 35 % de pulpa, donde
obtuvieron valores de 0.30 % a 0.37 %. Los bajos valores en el presente estudio,
podrian deberse al empleo de un menor porcentaje de pulpa (25 %), asi mismo, las
ligeras variaciones de AT entre los tratamientos podrian ser por un grado de madurez
distinto de un fruto a otro; como lo menciona Marquez-Cardozo et al., (2012), quienes
observaron disminuciones en acidez titulable en la guanabana, entre dias de

almacenamiento en los frutos.
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8.2.4 Viscosidad

Los valores obtenidos para viscosidad en las muestras termoultrasonicadas fueron de
309.33 cP a432.67 cP, siendo mayores que el néctar no tratado, el cual obtuvé 220.67
cP (tabla 4). Estos valores y comportamientos fueron similares a los reportados por
Anaya-Esparza et al., (2018) en un néctar termoultrasonicado, obteniendo valores para
dos tratamientos TUS y control de 348.96, 351.80 y 334.86 cP, respectivamente. El
aumento de la viscosidad en las muestras TUS se debe a que el termoultrasonido
genera la fragmentacion de particulas grandes por efecto de la cavitacion, asi como
también genera un aumento de la solubilidad en las particulas de pectina a causa de
la temperatura (Wu et al., 2008). Otra causa que pudo aumentar la viscosidad es el
uso de la inulina de agave, ya que Sosa-Herrera & Delgado-Reyes (2016) mencionan
gue la extraccion de inulina de agave por ultrasonido produce fructooligosacaridos
(FOS) de cadena corta y segun Drabinska et al., (2016), los FOS de cadena corta
presentan mayor solubilidad aumentando la viscosidad en comparacion con los FOS

de cadena larga.

8.2.5 Estabilidad

La estabilidad del néctar control obtuvo mayor porcentaje (63.24%) respecto a los
termoultrasonicados (43.98% a 62.72%), siendo el tratamiento 82/3.15 el mayor de
estos. Una tendencia diferente se encontré en jugos de tuna purpura y betabel
termoultrasonicados (Cruz-Cansino et al.,, 2015; Ramirez-Melo, 2020). Estas
diferencias se pueden deber a una baja reduccion del tamafio de las particulas en la
matriz, Ertugay & Baslar (2014) reportaron en un jugo de manzana ultrasonicado, que
un mayor tamano de particula de 0.5 a 0.65 ym, presenta una menor estabilidad en
comparaciéon con un tamafio menor de 0.5 ym. La mayoria de los estudios que reportan
mayor estabilidad en los tratamientos TUS son jugos, los cuales se obtienen
directamente por extraccibn mecanica conservando las caracteristicas fisicas,
guimicas y organolépticas del fruto procedente, a diferencia de un néctar, este se
obtiene por mezcla de pulpa y agua (CODEX-STAN 247, 2005), por lo que un néctar
podria tener mayor tamafio y nUmero de componentes y tejidos, generando una menor
estabilidad.
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8.2.6 indice de Turbidez

La turbidez dependiendo de los gustos del consumidor puede ser un atributo positivo
0 negativo, en el caso de algunos jugos como el de tomate y naranja, que presentan
turbidez y suspensiones coloidales, son aceptados y deseados (Sin et al., 2006), estas
caracteristicas también se observan en néctares. El indice de turbidez en el néctar
control mostré un menor valor (0.15) que los termoultrasonicados (0.16 a 0.25), siendo
el tratamiento 82/9.15 el que obtuvo mayor valor (0.25). El incremento de la turbidez
en el néctar es un factor positivo, que se relaciona con la inactivacion de la
pectinmetilesterasa. La actividad enziméatica de la PME, cataliza la desesterificacion
de las moléculas de pectina, produciendo enlaces con iones de calcio, disminuyendo
la turbidez y separando fases en el medio (Vercet et al., 1999), por lo que una mayor
turbidez en el néctar indica una menor actividad de PME, como lo obtenido en este
estudio (resultados que se explicaran mas adelante). Resultados similares fueron
reportados en un jugo de carambola termoultrasonicado donde tuvieron mayor valor
(0.101 a 0.110) que el control (0.096) (Nayak et al., 2018), mismo comportamiento se
observo en un jugo de betabel termoultrasonicado (1.30 a 1.87) y control (1.17)
(Ramirez-Melo, 2020). El aumento se puede deber al colapso de las burbujas formadas
durante la cavitacion, efecto que desintegra a las moléculas y particulas
(Santhirasegaram et al., 2013). En particular, la pectina reduce su peso molecular

formando una ligera gelificacion afectando la claridad (Seshadri et al., 2003).

44


https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2005.01.031
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2005.01.031
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/jf980566v
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/jf980566v
https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/jf980566v
https://sci-hub.tw/10.1111/jfpe.12857
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1016/S0268-005X(02)00051-6
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1016/S0268-005X(02)00051-6

8.2.7 indice de oscurecimiento no enzimatico

Para indice de oscurecimiento no enzimatico (10), el control obtuvo un valor de 0.05,
mientras que los TUS reportaron valores de 0.02 a 0.11 (tabla 4), siendo el tratamiento
con menor amplitud y tiempo de 75/5.00, el que mostré menor valor. Cruz-Cansino et
al., (2015) en un jugo de tuna puarpura termoultrasonicado, obtuvieron un aumento en
las muestras termoultrasonicadas (0.37 y 0.42) en comparacion con el control (0.34),
el pardeamiento podria originarse por la descomposicién de carotenoides (Tiwari et al.,
2009b) y una degradacion de acido ascérbico (Marcy et al., 1984) por la creacion de
grupos carbonilos, dando origen al oscurecimiento no enzimatico (Joslyn, 1961).
Mientras que Yuan et al., (2009) atribuyen el aumento del oscurecimiento a la

disminucién en la cantidad de azUcar.

8.2.8 Color

Los resultados de color se presentan en la tabla 5. Los parametros que se analizaron
en este estudio fueron las coordenadas de L*, a*, b* croma (C*) y hue (°h). Para
luminosidad (L*), el control present6 un valor de 40.36, siendo mas oscuro que los TUS
(44.46 a 50.70). Solo las variables de respuesta que se ajustaron al modelo
matematico fueron L*, b* y C*. Los resultados de coeficiente de regresion se aprecian
en la tabla 6, la coordenada L* se vio influenciada significativamente (p<0.0001) por la
variable tiempo en su término cuadratico (b22), observandose en la figura 5a, que a
mayor tiempo de termoultrasonicacion existe un incremento en la claridad. Una
tendencia diferente fue presentada por Tiwari et al., (2009b) en un jugo zarzamora
sonicado, donde el término lineal de amplitud disminuyé el valor de L* de manera
significativa (p<0.0001), por lo que a mayor amplitud menor es la luminosidad. Mientras
gue Tiwari et al., (2010), en un jugo de uva roja tratado por ultrasonido, identificaron
gue el tiempo en su término cuadratico afecté de manera significativa (p<0.0001), sin

embargo, los valores de L* disminuyeron a mayor tiempo de tratamiento.

45


https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1111/j.1365-2621.2008.01858.x
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1111/j.1365-2621.2008.01858.x
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1111/j.1365-2621.2008.01858.x
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1111/j.1365-2621.1984.tb12865.x
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1111/j.1365-2621.1984.tb12865.x
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1111/j.1745-4549.2009.00407.x
https://sci-hub.tw/https:/doi.org/10.1111/j.1745-4549.2009.00407.x

Tabla 5. Efecto de la amplitud y tiempo del termoultrasonido sobre el color del néctar de guanabana

Tratamiento (Yoamplitud/min.seg) L* a* b* C* Hue (°h)
Control 40.36+0.53 -0.57+0.01 3.83+0.04 3.87+0.04 -81.59+0.07
90/5.00 46.72+0.29 -0.78+0.04 2.63+0.06 2.75+0.06 -73.44+0.49
72/9.15 47.06+0.12 -0.53+0.03 2.79+0.07 2.84+0.06 -79.23+0.71
82/3.15 50.7+0.23 -0.38+0.02 2.86+0.04 2.89+0.03 -82.36+0.49
82/9.15 44.46+0.13 -0.99+0.00 3.32+0.33 3.46+0.32 -73.30+1.57
82/9.15 45.28+0.16 -0.75+0.02 3.37+0.27 3.45+0.26 -77.40+1.15
82/15.00 50.21+0.08 -1.03+0.01 3.17+0.15 3.34+0.14 -71.94+0.77
90/13.30 50.60+0.21 -0.33+£0.02 3.99+0.23 4.01+0.23 -85.27+0.27
75/5.00 49.84+0.07 -0.22+0.01 2.97+0.03 2.98+0.03 -85.83+0.20
82/9.15 45.68+0.64 -0.07+0.01 3.77+0.10 3.77+0.10 -88.93+0.18
93/9.15 47.60+0.24 -0.66+0.02 3.60+0.04 3.66+0.04 -79.56+0.22
82/9.15 46.52+0.11 -0.54+0.01 3.63+0.03 3.67+0.03 -81.49+0.12
82/9.15 45.49+1.38 -0.73+0.02 3.68+0.16 3.75+0.16 -78.82+0.29
75/13.30 48.08+0.22 -0.83+£0.04 2.38+0.12 2.52+0.12 -70.75£1.19

R? 0.94 0.44 0.93 0.95 0.61

+: desviacion estandar

46



Tabla 6. Coeficiente de regresion del modelo y significancia para las variables de respuesta de parametros de color del
néctar de guanabana termoultrasonicado

Coeficiente L* b* C*
bo (intercepto) 45.482 3.552 3.622
bi(amplitud) 0.02 0.30° 0.30P
b,(tiempo) 0.18 0.15¢ 0.18°¢
b1, (amplitud*tiempo) 1.41°¢ 0.49° 0.43°
b11 (@amplitud*amplitud) 0.90¢ -0.214 -0.21¢
b, (tiempo*tiempo) 2.462 -0.30°¢ -0.28°
Niveles de significancia: 2 p<0.0001; ® p<0.001; ¢ p<0.01; ¢ p<0.05
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Figura 5. Efecto del termoultrasonido sobre luminosidad (a), b* (b) y Croma (c) en el néctar de guanabana.
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Para las coordenadas a* y b* el control exhibid6 valores de -0.57 y 3.83,
respectivamente, las muestras tratadas se encontraron en rangos de -1.03 a -0.07 y
2.38 a 3.99, respectivamente, ubicandose todas las muestras en el cuadrante verde-
amarillo (figura 15). Esta tendencia es distinta a lo obtenido por Anaya-Esparza et al.,
(2017a), en un néctar de guanabana termoultrasonicado, mostré6 menores valores para
a*y b* (-1.52 y 0.59, respectivamente) con un mayor tono verde que la muestra tratada,
en el control se hallaron valores de -0.68 y 1.31, respectivamente. La variable b* de
acuerdo al coeficiente de regresion (tabla 6), la interaccion amplitud*tiempo (b12) afectd
de manera significativa (p<0.001), se puede observar en la figura 5b, que a mayor
amplitud y tiempo existe un aumento en el valor de b* (amarillo). Tiwari et al., (2009b)
en un jugo de zarzamora sonicado, reportaron que la amplitud en su término lineal

como en su término cuadratico tuvieron un efecto significativo (p<0.01) para b*.

Para croma (C*), el néctar control tuvo un valor de 3.87, asi como un rango de 2.52 a
4.01 en los TUS, el tratamiento 90/13.30 fue mayor al control, estos valores indican la
saturacion del color. La variable amplitud (b1) como la interaccion de amplitud*tiempo
(b12), influyeron significativamente (p<0.001), no obstante, la variable tiempo en su
término cuadratico (b22) afectd significativamente (p<0.001) (tabla 6). El efecto positivo
de la amplitud e interaccion amplitud*tiempo, muestran que a mayor amplitud y tiempo
existe mayor cromaticidad, por otro lado el efecto negativo del tiempo en su término
cuadratico, indica que ante un aumento significativo del tiempo se genera una
reduccion en la saturacion del color, esto se muestra en la figura 5c. Resultados
distintos fueron obtenidos por Tiwari et al., (2008) en un jugo de naranja sonicado,
reportando que la variable de amplitud en su término lineal tuvo un valor significativo

de p<0.0001, mostrando que a mayor amplitud genera una mayor saturacion.

La coordenada °h, el cual corresponde a la tonalidad de las muestras, el control obtuvo
un valor de -81.59 y valores de -88.93 a -70.75 en los TUS (tabla 5), no obstante, los
tratamientos 75/5.00, 82/3.15, 82/9.15 y 90/13.30 presentaron menores valores
respecto al control. Su valor indica una tonalidad verde-amarillo en el néctar. Ramirez-
Melo, (2020) en un jugo de betabel termoultrasonicado, obtuvo valores de 5.14 a
359.97 respecto al control (32.45).
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8.3 Actividad enzimética

8.3.1 Actividad residual de pectinmetilesterasa (PME)

El valor obtenido en el control fue de 0.34 (100 %AR), se observa que los néctares
TUS tuvieron una reduccién de esta enzima con 0.22 a 0.33 UPME (64 al 97 %AR,
respectivamente (tabla 7), los tratamientos con menor valor de UPME fueron 82/9.15
y 82/15. En un estudio en jugo de uva termoultrasonicado, lograron un 10 % de
actividad residual de PME (Aadil et al., 2015). Cervantes-Elizarraras et al., (2017), en
un jugo de zarzamora termoultrasonicado, encontraron porcentajes de actividad
residual de PME del 63 al 73 %.

Tabla 7. Efecto de la amplitud y tiempo del termoultrasonido sobre
pectinmetilesterasa (PME).

Tratamiento Unidades
(Yoamplitud/min.seg) enzimaticas
(UPME)
Control 0.34+0.02
90/5.00 0.29+0.02
72/9.15 0.27+0.02
82/3.15 0.33+0.00
82/9.15 0.28+0.02
82/9.15 0.29+0.02
82/15.00 0.22+0.01
90/13.30 0.29+0.02
75/5.00 0.28+0.02
82/9.15 0.22+0.02
93/9.15 0.23+0.01
82/9.15 0.24+0.01
82/9.15 0.27+0.02
75/13.30 0.25+0.01
R? 0.42

+: desviacion estandar
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La inactivacion de PME no solo es atribuida a los radicales libres generados en durante
la termoultrasonicacion, también el dafio mecanico es otro factor que desnaturaliza la
enzima debido al colapso de las burbujas (Abid et al., 2014), y fragmenta las moléculas
de pectina coloidal en un menor tamafio (Cheng et al., 2007), y Terefe et al., (2009),
mencionan que los radicales libres generados por una alta presion y temperatura del
agua, pueden reaccionar con algunos aminoacidos implicados en la estabilidad
enzimatica y sus sustratos, alterando la funcién catalitica reduciendo su actividad

bioldgica.

8.4 Contenido de antioxidantes

8.4.1 Contenido de fenoles totales (CFT)

La dieta rica en polifenoles esta correlacionada con la disminucion en el progreso de
enfermedades neurodegenerativas como en algunos tipos de cancer (Rodriguez-
Roque et al., 2015). Estos compuestos son los principales aportadores de propiedades
antioxidantes, vinculadas a actividad antimutagénica como en la prevencion en las
enfermedades cardiovasculares (Pinheiro et al., 2016). También se relacionan con
efectos positivos en condiciones crénicas, como lo son la obesidad y diabetes (Dantas
et al., 2019). Por lo que el conocer el contenido de estos compuestos en el néctar
ofrece datos sobre sus posibles beneficios que podria influir en la salud. En la tabla 8
se presentan los valores correspondientes sobre el contenido de fenoles totales (CFT),
observando un aumento en los néctares TUS (30.12 a 43.45 mg EAG/100 mL)
respecto a la muestra control (25.90 mg EAG/100 mL). Este parametro obtuvo una R?
de 0.95. De acuerdo al coeficiente de regresion (tabla 9), se observa que la variable
tiempo en su término lineal (b2) influyo significativamente a una p<0.0001, presentando
un aumento en el contenido fendlico a mayor tiempo de tratamiento, como se muestra
en la figura 6. Resultado contrario al obtenido por Adiamo et al., (2018) en un jugo de
zanahoria termoultrasonicado, quienes observaron que el tiempo en su término lineal
afectd significativamente (p<0.0001), arrojando un menor contenido de fenoles, asi
como lo reportado por Ramirez-Melo, (2020), donde el término lineal de tiempo mostré
reducir significativamente (p<0.001) el contenido fendélico en un jugo de betabel

termoultrasonicado.

50


https://sci-hub.tw/10.1016/j.foodchem.2007.02.001
https://sci-hub.tw/10.1016/j.foodchem.2007.02.001

Tabla 8. Efecto de la amplitud y tiempo del termoultrasonido sobre el contenido fendlico total y actividad antioxidante

Tratamiento (Y%oamplitud/min.seg) *CFT *ABTS *DPPH *FRAP
(mg EAG/100 mL) (umol (umol ET/200 mL) (pmol Fe (11)/100 mL)
ET/100
mL)
Control 25.90+0.13 33.36+0.28 90+0.85 1.83+0.03
90/5.00 30.12+1.13 36.42+1.82 42.89+2.22 2.19+0.03
72/9.15 31.23+3.58 29.01+0.16 103.00+4.99 2.54+0.03
82/3.15 30.54+0.50 30.49+2.33 31.41+1.16 2.13+0.00
82/9.15 39.3£1.73 32.32+0.35 121.22+6.11 3.10+0.02
82/9.15 39.53+£1.41 30.44+0.14 126.96+6.09 3.12+0.06
82/15.00 43.45+1.94 38.08+0.73 43.81+1.95 3.43+0.07
90/13.30 38.71+£1.72 38.82+0.85 94.3749.33 3.59+0.06
75/5.00 32.34+2.21 24.56+1.97 113.65+2.43 2.74+0.02
82/9.15 37.97+0.34 31.94+0.38 141.50+0.83 3.30+0.05
93/9.15 30.71+1.91 41.69+2.27 103.44+5.00 2.59+0.10
82/9.15 35.99+0.77 28.82+1.12 124.69+6.25 2.77+0.14
82/9.15 39.23+1.43 32.90+0.42 106.73+8.70 3.05+0.04
75/13.30 37.82+4.24 34.94+1.85 79.74+1.70 2.92+0.04
R? 0.95 0.95 0.91 0.91

+: desviacion estandar, *CFT: Contenido de fenoles totales, *ABTS: 2,2’-Azino-bis (3-etilenbenzotiazolino-6-acido sulfénico), *DPPH:

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, *FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power assay.
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Tabla 9. Coeficiente de regresion del modelo y significancia para las variables de

respuesta del contenido fendlico total del néctar de guanabana termoultrasonicado
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Figura 6. Efecto del termoultrasonido sobre el contenido fendlico total en el néctar de

guandbana.
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8.5 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante se realizé por los métodos de ABTS, DPPH Y FRAP. En
ABTS Y DPPH se busca la disminucion del color de estos radicales sintéticos, por
medio de la donacion de atomos de hidrégeno como por transferencia de electrones,
con lo que se evalla la capacidad de atrapar radicales de las sustancias y compuestos
en los alimentos (Cayupan et al., 2011). Por otro lado, FRAP mide la capacidad de un
antioxidante para reducir el complejo férrico-tripiridil-triazina (Fe3+-TPTZ) a su forma
ferrosa, el cual confiere un color azul, relacionado con antioxidantes presentes en el

alimento (Gardner et al., 2000).

8.5.1 Actividad antioxidante por ABTSe+

En la actividad antioxidante por ABTS, se obtuvieron valores de 33.36 umol ET/100
mL en la muestra control y valores de 24.56 a 41.69 pumol ET/100 mL para las muestras
tratadas (tabla 8). El tratamiento con menor amplitud y tiempo (75/5.00) fue el que
presentd menor actividad antioxidante, mientras que el mayor valor, fue el tratamiento
con mayor amplitud (93/9.15). Este parametro obtuvo una R? de 0.95. Respecto al
coeficiente de regresion (tabla 10), se observa que la variable amplitud en su término
lineal (b1) afecto significativamente con una p<0.0001 y una p<0.001 en el término
lineal de tiempo (b2), apreciandose en la figura 7, que tanto una mayor amplitud como
un mayor tiempo de termoultrasonicacion, producen un aumento en la actividad
antioxidante. Lopez-Martinez  (2018), reportd6 en aguamiel tratada por
termoultrasonido, reporté que el tiempo en su término lineal influyé de manera
significativa (p<0.0001), observando que, a mayor tiempo de tratamiento, se presenta
una mayor captacion del radical ABTS. Mientras que Cruz-Cansino et al., (2016) en un
jugo de tuna termoultrasonicado, observaron que el tiempo en su término lineal afecto
negativamente (p<0.01), indicando que a mayor tiempo de tratamiento menor actividad
por ABTS.
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Tabla 10. Coeficiente de regresion del modelo y significancia para las variables de

respuesta de ABTS, DPPH y FRAP del néctar de guanabana termoultrasonicado

Coeficiente *ABTS *DPPH *FRAP
bo (intercepto) 31.282 124.222 3.062
bi(amplitud) 4.212 -6.94 0.02
ba(tiempo) 2.94b 4.39 0.43°
b1, (amplitud*tiempo) -2.00¢ 21.35¢ 0.31¢
b11 (amplitud*amplitud) 1.759 -7.44 -0.20¢
b, (tiempo*tiempo) 1.22¢

-40.252 -0.10
Niveles de significancia: 2 p<0.0001; ® p<0.001; ¢ p<0.01; ¢ p<0.05, *ABTS: 2,2’-Azino-bis (3-

etilenbenzotiazolino-6-acido sulfénico), *DPPH: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, *FRAP: Ferric
Reducing Antioxidant Power assay.
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Figura 7. Efecto del termoultrasonido sobre actividad antioxidante por ABTS en el néctar de

guandbana.
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8.5.2 Actividad antioxidante por DPPHe

El radical DPPH se reduce rdpidamente por transferencia de electrones, tal es el caso
del &cido ascorbico y los fenoles simples (Salomone et al., 2012), cuando la reaccién
es por transferencia de atomos de hidrogeno es menor (Martysiak-Zurowska & Wenta,
2012). Los resultados muestran valores de 90 umol ET/100 mL para el néctar control
y un rango de 42.89 a 141.50 umol ET/100 mL en los néctares TUS, el mayor valor fue
para la condicion de 82/9.15, (tabla 8). Se encontré una R? de 0.91. En la tabla 10,
niveles significativos de p<0.0001 y p<0.05, fueron encontradas para las variables de
tiempo en su término cuadratico (b22) e interaccion de amplitud*tiempo (bi2),
respectivamente, esto se muestra en la figura 8, donde se puede apreciar que al
incrementar el tiempo en el TUS ocasiona una menor actividad por DPPH vy la
combinacion de amplitud con el tiempo genera una mayor inhibicion del radical DPPH.
Este comportamiento también se expresé en un jugo de betabel termoultrasonicado
en el término cuadratico de tiempo (p<0.05), reduciendo los valores de DPPH ante el
aumento prolongado del tiempo de termoultrasonido (Ramirez-Melo, 2020). En un jugo
de zarzamora termoultrasonicado, la interaccion de temperatura y amplitud afecto de
manera significativa (p<0.0001), por lo que, a mayor temperatura y amplitud, se redujo

la actividad antioxidante por DPPH (Cervantes-Elizarraras et al., 2017).
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Figura 8. Efecto del termoultrasonido sobre actividad antioxidante por DPPH en el néctar de

guanabana.

8.5.3 Actividad antioxidante por FRAP

La metodologia de FRAP, mide la capacidad de los antioxidantes en reducir el hierro
férrico (Fe3*) a hierro ferroso (Fe2*) (Floegel et al., 2011). Oztagkin et al., 2015,
mencionan que los compuestos que tienen la capacidad de reducir el complejo férrico
también presentan actividad antioxidante. Por ello el poder reductor de los compuestos

a analizar, brinda informacién relevante sobre su actividad antioxidante (Huyut et al.,
2017).
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La muestra control presenté 1.83 pmol Fe (I1)/J100 mL, en las muestras
termoultrasonicadas se obtuvo un aumento (2.13 a 3.59 umol Fe (11)/100 mL) respecto
al control. Los valores obtenidos se presentan en la tabla 8. El valor méximo para
FRAP, corresponde al tratamiento con mayor tiempo y amplitud (90/13.30), mientras
gue el tratamiento con menor tiempo (82/3.15) arrojé el menor valor. Esta variable de

respuesta mostr6é una R? de 0.91, por lo tanto, se ajust6 al modelo matematico.

En la tabla 10, se observa el coeficiente de regresién para FRAP y las variables de
tiempo en su término lineal (b2), como la interaccibn de amplitud*tiempo (bi2)
impactaron de manera significativa (p<0.001, p<0.01, respectivamente). En la figura 9,
se puede observar que el aumento prolongado del tiempo, al igual que la interaccion
de éste con la amplitud causé una mayor reduccion de hierro férrico (Fe3*). Otro
resultado se mostré en un jugo de betabel tratado por termoultrasonido, siendo la
amplitud y tiempo en tu término lineal los que influyeron significativamente (p<0.01),
indicando que a mayor amplitud y tiempo de tratamiento se genera un aumento en la
actividad antioxidante por FRAP (Ramirez-Melo, 2020). Resultados contrarios fueron
reportados por Hernandez-Traspefia, (2020), en un estudio sobre extraccion de
compuestos antioxidantes de un residuo de betabel asistido por ultrasonido,
encontrando que la amplitud y tiempo en su término lineal afectaron de manera
significativa (p<0.0001) la reduccién de Fe®*, manifestando que, a mayor amplitud y

tiempo de ultrasonido, fue menor la actividad reductora por FRAP.

Los diferencia de los resultados, como los comportamientos reportados en ABTS,
DPPH y FRAP del presente trabajo con otros estudios, se pueden deber a los diversos
contenidos antioxidantes, como los fenoles ya que, son los principales compuestos
gue brindan la actividad antioxidante en las matrices (Bensadon et al., 2010; Hidalgo
et al., 2010), asi como la intensidad del tratamiento aplicado (Rodriguez-Roque et al.,
2015), duracién y naturaleza del alimento, debido que los compuestos como su

actividad dependen de estos factores (Chandrasekara & Shahidi, 2012).
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Figura 9. Efecto del termoultrasonido sobre actividad antioxidante por FRAP en el néctar de

guanabana.

8.6 Optimizacién del proceso de termoultrasonido del néctar de guanabana

El programa JMP da valores predichos de las variables de respuesta proporcionando
la condicién Optima del proceso de termoultrasonido, el cual expuso el tratamiento de
82/9.15, asi como los valores que fueron para color en L* de 45.48, b* de 3.55, Croma
con 3.62, contenido fendlico total con 38.40 mg EAG/100 mL, actividad antioxidante
por ABTS de 31.28 umol ET/100 mL, en DPPH de 124.22 umol ET/100 mL y FRAP
con 3.06 pmol Fe (I1)/100 mL. De acuerdo a los valores que obtuvieron los 13
tratamientos, por medio del programa SigmaPlot se elaboraron figuras de contorno,

estos se traslaparon para ilustrar la condicion 6ptima, como que se observa en la figura
10.
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por termoultrasonido del néctar de guanabana.
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8.7 Reproducibilidad del estudio

Para conocer si el proceso optimo de termoultrasonido es reproducible, se realizé el
tratamiento 6ptimo (82/9.15) por triplicado, se determinaron las variables de respuesta
gue se ajustaron al modelo matematico y se compararon con los valores predichos. En
la tabla 11, se reportan los valores predichos obtenidos por el modelo de superficie de
respuesta (RSM), asi como los obtenidos por el analisis experimental (condicion
Optima de proceso de termoultrasonido). Se puede apreciar que las determinaciones
L*, b*, DPPH y FRAP, no mostraron diferencias significativas (p>0.05), lo que indica
gue, es posible reproducir esta condicion 6ptima de termoultrasonido, mientras que

croma, contenido fendlico total y ABTS, arrojaron diferencias significativas (p<0.05).

Tabla 11. Reproducibilidad del modelo de superficie de respuesta

Determinaciones Valor predicho Valor experimental
L* 45.48+0.74 45.56%0.29
b* 3.55+0.17 3.68+0.35
c* 3.62+0.14 3.36+£0.17*
Contenido Fendlico Total 38.40+1.39 26.63+0.92*
(mg EAG/100 mL)
ABTS (umol ET/100 mL) 31.28+1.52 22.03+2.24*
DPPH (umol ET/100 mL) 124.22+14.54 129.21+8.94
FRAP (umol Fe (11)/100 mL) 3.06+0.18 3.10+0.09

*Indica diferencia significativa p<0.05

8.8 Comparacioén del néctar de guanabana optimizado con pasteurizacion.

Para esta fase, se determind microestructura a fin de conocer el efecto del
termoultrasonido optimizado en el néctar optimizado, el contenido de fibra dietética,
también se determind calidad microbiolégica (mesofilos aerobios y enterobacterias),
viscosidad, estabilidad, color L*, a*, b*, croma (C), hue (°h) y diferencia total de color
(AE), actividad enzimatica (pectinmetilesterasa), debido a que son indicadores de
inocuidad, aceptabilidad y calidad en néctar en el mercado. Y se realizaron los
parametros que se ajustaron al modelo matematico, los cuales fueron: L*, b*, croma,
asi como contenido y actividad antioxidante (CFT, ABTS, DPPH y FRAP), asi mismo,
se determiné su bioaccesibilidad in vitro, en los tratamientos optimizado, control y

pasteurizado.
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8.8.1 Efecto del termoultrasonido sobre la microestructura del néctar de
guandbana por medio de microscopia electronica de barrido (MEB).

Las imagenes obtenidas a través de la MEB de néctares de guanaba liofilizados se
presentan en la figura 11, a niveles de magnificaciéon de 250x y 500x del néctar de
guanabana control (Figura 1la-b), termoultrasonicado optimizado (Figura 11c-d) y
pasteurizado (Figura 1le-f). En todas las muestras se exhiben estructuras
conformadas posiblemente sean celulosa, almidones y fibras, basicamente. En el caso
del control se aprecian lo que podria ser inulina como particulas esféricas unidas y en
forma de cristales (Figura 11a-b), también, presenta regularidad en su composicion,
en la muestra pasteurizada (Figura 11-d) se visualiza una mayor uniformidad en su
estructura, no obstante, solo se observan pocos cristales de inulina. En la muestra
optimizada (Figura 11le-f) se identifica un mayor nimero de pequefios cristales de
inulina a diferencia de las demas muestras, asimismo, se exponen dafios y rupturas

celulares, mostrando un mayor grado de irregularidad en sus membranas.

Los cristales pudieran generarse ante el proceso de liofilizacion. Ya que a bajas
temperaturas las moléculas de inulina disueltas se cristalizan selectivamente entre
ellas, ademas se forman grupos de distinta naturaleza, atraidos por fuerzas de Van
der Waals (Kim et al., 2001). Por otro lado, una mayor aplicacion de temperatura
ocasiona una mayor solubilidad de la inulina por lo que, el grado de cristalizacion se
ve disminuido (Beccard et al., 2019), como lo visto en el tratamiento térmico. Las
deformaciones en la muestra TUS se deben a la creacion de microcanales celulares
por expansion y contraccion de los tejidos celulares a causa del ultrasonido,
ocasionando canales microscopicos (Magalhdes et al., 2017; Puig et al., 2012). Las
rupturas celulares como cambios en la textura por el uso de ultrasonido podrian
resultar en cambios de luz y reflejos de la superficie, generando diferencias en el color
(Zhang et al., 2020). Esto se observa mas adelante en el apartado de color. Otro de
los efectos producidos por la disrupcion celular es la liberacibn de componentes
celulares que ocasionan cambios en la viscosidad de la matriz alimentaria (Rojas et
al., 2016), tal como se observa en el apartado de viscosidad. También se presenta
extraccion de compuestos fendlicos y aumento de la actividad antioxidante (Nguyen et

al., 2013). Sin embargo, se ha visto que el ultrasonido puede degradar compuestos
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antioxidantes como el acido ascorbico y pigmentos naturales (Rajewska & Mierzwa et
al., 2017).

Figura 11. Microscopia electrénica de barrido de néctar de guanabana liofilizado. a) Control
250x, b) Control 500x, ¢) Optimizado TUS (82/9.15) 250x, d) Optimizado TUS (82/9.15) 500x,
e) Pasteurizado (65°C/30min) 250x, f) Pasteurizado (65°C/30min) 500x.
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8.8.2 Contenido de fibra dietética

La fibra dietética total puede ser clasificada y etiquetada comunmente por el tipo de
solubilidad, como los efectos fisiolégicos que presenta (Slavin, 2008; Slavin, 2013)
siendo soluble e insoluble (Slavin, 2013). Su ingesta es crucial para prevenir
enfermedades no transmisibles (Dahl & Stewart, 2015). En la tabla 12, se muestran
los datos obtenidos para fibra dietética, tanto en néctar control como la TUS fueron
significativamente mayores (p<0.05) en el contenido de fibra total (3.58 % y 3.53 %,
respectivamente), comparado con el pasteurizado (3.12 %). En fibra soluble. El TUS
presento fibra soluble de 3.32 %, siendo mas (p<0.05) que el control (3.27 %), seguido
del pasteurizado (2.94 %). El contenido de fibra insoluble fue alto en la muestra control
con un valor de 0.31 % (p<0.05) a diferencia de la muestra optimizada y pasteurizada,
los cuales fueron similares (p>0.05). Estos néctares pueden ser considerados como
fuente de fibra, ya que una porcion de 100 mL, estaria aportando de 3.12 a 3.58 g /
100 mL de FDT, cumpliendo con la alegaciéon de buena fuente, la cual es de 2.5 g de

fibra dietética por porcion (Anderson et al., 2010; Slavin, 2013).

Tabla 12. Porcentajes del contenido de fibra dietética en néctar de guanabana

Tratamientos FDT (%) FDS (%) FDI (%)
Control 3.58+.012 3.27+.01° 0.31+.032
Optimizado (82/9.15) 3.53+.052 3.32+.022 0.22+.06°
Pasteurizado (65°C/30min) 3.12+.02° 2.94+.03¢ 0.19+.02°

FDT: fibra dietética total, FDS: fibra dietética soluble, FDI: fibra dietética insoluble, #:
desviacion estandar, ¢ Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las

muestras.

Los valores obtenidos en los néctares control, optimizado y pasteurizado para fibra
total y soluble fueron mayores que lo reportado por Anaya-Esparza et al., (2018) con
un 0.52 % para fibra total y 0.18 % de fibra soluble en el control, en el tratamiento
termoultrasonicado porcentajes de 0.59 % y 0.23 % para FDT y FDS respectivamente
y en la muestra pasteurizada porcentajes de 0.53 % (FDT) y 0.27 % (FDS), sin
embargo, los valores para fibra dietética insoluble en el control (0.34 %),
termoultrasonicada (0.32 %) y pasteurizado (0.30 %), fueron mayores que en los

tratamientos del presente estudio.
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Las diferencias entre ambos estudios, puede deberse a la adicién del 6 % de inulina
en el presente trabajo. Se ha reportado que el afiadir inulina incrementa el contenido
de fibra soluble, como fue el caso de una bebida fermentada de leche de soya, la cual
mostrd un incremento del 1.92 %, tras afiadir 3.5 % de inulina para su fermentacién
(dos Santos et al., 2019). El incremento de la fibra soluble en la muestra TUS, referente
al control y pasteurizado puede ser a causa del termoultrasonido ya que, la energia
acustica y térmica en conjunto, rompen las membranas vegetales (Bagherian et al.,
2011; Jovanovic et al., 2017), con lo que incrementa la solubilidad en las estructuras
fibrosas (Li et al.,, 2014). Las reducciones de fibra dietética total y soluble en el
tratamiento pasteurizado, quizas de deban por la pérdida de inulina ante la aplicacion
de calor, generando hidrdlisis en el fructooligosacarido (Kim et al., 2001; Gilbowski &
Wasko, 2008), ya que durante el calentamiento se pueden romper las cadenas de
polisacaridos como enlaces glucosidicos, causando una despolimerizacion de la fibra
dietética, aumentando asi el grado de solubilizacion (Margareta & Nyman, 2003;
Caprita et al., 2011).

8.8.3 Microbiologia

Los frutos como guanabana, mango, pifia, entre otros frutos, muestran un alto
contenido de agua, vitamina C, y azucar debido a su gran contenido de pulpa, por lo
gue presentan un alto grado de perecibilidad, lo que conlleva al desarrollo de procesos
tecnolégicos de conservacion (Oluwole et al.,, 2016). Donde la inocuidad, como
inactivacion de microorganismos en el procesamiento, es una de las tareas mas
importantes en la industria, teniendo como objetivo una mayor seguridad alimentaria 'y

el de extender la vida atil del alimento (Paniwnyk, 2017).

En la figura 12, se muestran los resultados de los procesos de termoultrasonido y
pasteurizacion, referente a la calidad microbioldgica con respecto a mesofilos aerobios
(MA) y enterobacterias (EB). La muestra pasteurizada y la termoultrasonicada
optimizada presentaron una total inactivacion para mesofilos aerobios, mientras que el
néctar control mostré 3.65 + 0.06 Log UFC/mL para MA y 3.72 + 0.06 Log UFC/mL
para EB. Resultados similares se observan en un néctar de guanabana

termoultrasonicado a 87.5% de amplitud, durante 10 min, quienes reportaron una total
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inactivacion de estos microorganismos (Anaya-Esparza et al., 2017a). En un jugo de
tuna purpura termoultrasonicado a 80%/15 min, obtuvo un valor de 1.38 Log UFC/mL
para MA y nula carga de EB, mientras que en el tratamiento pasteurizado fueron
valores de 2.45 Log UFC/mL en MA y 0.84 Log UFC/mL en EB, respectivamente y
valores de 3.20 y 1.61 Log UFC/mL, respectivamente, en el control (Cruz-Cansino et
al., 2015).

B MA

N EB

p
Ln

LogUFC/mL

0.5
N/D N/D N/D N/D

CTRL TUs FAST

Figura 12. Analisis microbiologico en néctar de guanabana. MA: mesofilos aerobios; EB:
enterobacterias; CTRL: control; TUS: termoultrasonicado 6ptimo (82/9.15); PAST:
pasteurizado (65°C/30min). N/D: no detectado.

Los valores obtenidos en el presente trabajo para el recuento de MA, incluso la muestra
control, cumplen con los limites establecidos por la norma mexicana para el envasado
y tratamiento térmico de alimentos, siendo <3.7 Log UFC/mL para néctares
pasteurizados (NOM-130-SSA1, 1995). Por parte del CFS (Centre for Food Safety,
2014), los valores obtenidos pueden ser categorizados como buenos en calidad
microbioldgica, ya que, cumplen la categoria de “satisfactorio”, si presenta valores
menores de 5.7 Log UFC/mL en conteo de bacterias aerdbicas totales y <3.7 Log
UFC/mL para enterobacterias. La inactivacion de los microorganismos en el néctar
pasteurizado se debe a que este tratamiento afecta la estabilidad de la membrana
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celular a causa de una transicion de fosfolipidos, reduciendo el grosor de la bicapa
fosfolipidica, aumentando la permeabilidad de las bacterias, con una consecuente
reduccién microbiana (Heinz et al., 2003). Mientras en el néctar TUS optimizado, las
ondas acusticas aplicadas durante el ultrasonido, generan cambios de presion y
burbujas de gas asociados a la compresion y depresién de particulas del medio,
creando el proceso de la cavitacion, generando dafios a la membrana (Mason et al.,
2005). Otro factor importante que se crea por los puntos calientes microscopicos de
5000°C y presiones de 50,000 kPa (Tiwari et al., 2009c), es la sondlisis, originada por
la interaccion de estos factores con el medio acuoso (Terefe et al., 2009), producto de
este proceso son los radicales libres (OH-, H.0. y H*), que contribuyen al dafio quimico
en las bacterias (Anaya-Esparza et al., 2017a). Por otro lado la implosion de las
burbujas genera una fuerza de corte que puede romper moléculas poliméricas (Vercet
et al., 1999). Cada uno de estos factores contribuye al dafio tanto fisico como quimico
en los microorganismos. El empleo de tecnologias no térmicas como la alta presion,
pulsos eléctricos, radiacion, ultrasonido y termoultrasonicacion, es una opcion ante la
pasteurizacion ya que logra la conservacion de los alimentos sin afectar sus

propiedades fisicoquimicas (Roobab et al., 2018).

8.8.4 Viscosidad y Estabilidad

Los resultados obtenidos tanto para viscosidad (cP) como para estabilidad (%) se
aprecian en las Figuras 13 y 14, respectivamente. El néctar pasteurizado mostré mayor
viscosidad significativamente (p<0.05) con 274.44 + 32.75 cP, seguido por el
termoultrasonicado optimizado (186.89 + 10.54 cP) mientras que el néctar control
presentd la menor viscosidad (151.56 + 11.61 cP). Un jugo de zanahoria
termoultrasonicado con pulpa de naranja, mostro similar comportamiento, con el mayor
valor en la muestra pasteurizada, seguido del tratamiento termoultrasonicado
optimizado, ambos, mayores que el control (Adiamo et al., 2017). Resultado distinto
fue obtenido en un jugo de tuna purpura termoultrasonicado (80%/15min vy
80%/25min), donde obtuvieron menos viscosidad (6.72 y 6.83 cP, respectivamente),
gue la muestra pasteurizada (35.35 cP) y no tratada (38.58 cP) (Cruz-Cansino et al.,
2015). Posiblemente el aumento de los valores en el tratamiento térmico, son a causa

del efecto de la temperatura sobre la pectina y otros sélidos del medio, incrementando
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el grado de solubilidad de estos, lo que provoca una mayor viscosidad (Martinez-Flores
et al., 2015). Los resultados en el tratamiento con termoultrasonido comparado con el
control, pueden deberse a la reduccién del tamafio de particula por el efecto disruptor
del ultrasonido, donde las interacciones entre las particulas pequefias dan como
resultado un aumento de la viscosidad (Wu et al., 2008). Por otro lado, Seshadri et al.,
2003) indican que la viscosidad puede aumentar como disminuir dependiendo de la
intensidad de amplitud del tratamiento, al igual que puede ser temporal o permanente.
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Figura 13. Viscosidad de néctar de guanabana. CTRL: control; TUS: termoultrasonicado
Optimo (82/9.15); PAST: pasteurizado (65°C/30min). a-c Diferentes letras indican diferencia

significativa (p<0.05) entre las muestras.

Con respecto a estabilidad, el néctar no tratado como el termoultrasonicado optimizado
presentaron valores similares (p>0.05) con 55.09 + 2.87 % y 54.68 + 1.35 %,
respectivamente, siendo la muestra pasteurizada la que obtuvo mayor (p<0.05)
estabilidad (67.37 £ 1.15 %). Diferentes resultados fueron reportados por Hernandez-
Falcén et al., (2018), con mayor estabilidad en leche termoultrasonicada (95%/15min)

no homogeneizada, seguido de la muestra pasteurizada y control. De mismo modo,
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Lépez-Martinez, (2018) observé mayor estabilidad en agua miel termoultrasonicada

gue en los demas tratamientos.
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Figura 14. Estabilidad en néctar de guanabana. CTRL: control; TUS: termoultrasonicado
Optimo (82%/9.15min); PAST: pasteurizado (65°C/30min). a-b Diferentes letras indican

diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras

A pesar de que la viscosidad y la estabilidad son proporcionales, los resultados de
estabilidad en la muestra termoultrasonicada difiere a su comportamiento presentado
en viscosidad, lo cual podria deberse a lo mencionado por Bayod & Tornberg, (2011),
guienes explican que el ultrasonido conlleva a la liberacion de material intracelular,
reduciendo el tamafio de las moléculas presentes, creando un sistema coloidal (con
mayor viscosidad). No obstante, se puede dar un incremento en las interacciones entre
las particulas reducidas, siendo del tipo de Van der Waals o fuerzas de repulsion
electrostaticas (Genovese et al., 2007). Por lo que, si hay un aumento de fuerzas de
atraccion se forman agregados que se precipitan (Rojas et al., 2016), ocasionando una

baja estabilidad.
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8.8.5 Color

El color es una caracteristica importante en la calidad de los jugos por su atractivo
visual (Tiwari et al., 2010), ya que es un factor relevante para la aceptacion sensorial
en los consumidores (Aadil et al., 2013). Los valores de las diferentes coordenadas de
color (L*, a* y b*), C*y °h, asi como diferencia de color (AE) se presentan la tabla 13.
Para luminosidad (L*), el néctar termoultrasonicado optimizado tuvo el valor mas alto
(45.56) (p<0.05) que en las otras muestras. Anaya-Esparza et al., (2017a) en un néctar
de guanabana termoultrasonicado, obtuvieron valores de L*, de 45.9 en el néctar TUS
(70 %/10min), 42.4 en el control y 44.0 en el tratamiento pasteurizado. Una explicacion
para el aumento de L* en el néctar optimizado del presente trabajo, se debe al
incremento de refraccidon a causa de la homogeneizacion, donde la sonicacion genera
este fendbmeno a través de la suspension de particulas pequefias de pectina, celulosa,

hemicelulosa, proteinas y lipidos (Tiwari et al., 2008).

Tabla 13. Caracteristicas colorimétricas en muestras de néctar de guanabana

Coordenadas Muestras
Control Optimizado Pasteurizado
82/9.15 65°C/30min
L* 40.45+0.35°¢ 45.56+0.302 42.57+0.28°
a* -1.24+0.062 -1.58+0.04°¢ -1.39+0.06°
b* 5.32+0.192 3.68+0.36° 4.25+0.02°
C* 5.29+0.20? 3.37+0.17°¢ 4.47+0.02°
°h -75.6310.74¢ -56.49+0.882 -71.54+0.37°
AE Ctrl. - 5.39+0.32 2.38+0.26
AE Past. 2.38+0.39 3.07+£0.31 -

L*: luminosidad; a*: rojo-verde; b*: amarillo-azul; C*: Croma; °h: Hue; AE Ctrl.: diferencia total
de color referente al control; AE Past.: diferencia de color referente al pasteurizado. #:
desviacion estandar. ¢ Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las

muestras.
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Sobre las coordenadas a* y b* todas las muestras se encontraron en el cuadrante
verde (-a) amarillo (b+) (figura 15). En ambas coordenadas, la muestra control con -
1.24 y 5.32, respectivamente, asi como en el pardmetro de C* (5.29), fueron mayores
significativamente (p<0.05), referente a la muestra termoultrasonicada optimizada y
pasteurizada. Ramirez-Melo (2020) en un jugo de betabel termoultrasonicado, la
muestra control reporté valores mas altos de a*, b* que el termoultrasonicado y
pasteurizados, en C* la muestra termoultrasonicada fue menor al control y los

tratamientos térmicos

Diferentes resultados fueron obtenidos por Anaya-Esparza et al., (2017c) en a*y b* en
las muestras de néctar de guanabana termoultrasonicadas (-1.25 a -0.7 y 0.6 a 1.2,
respectivamente), pasteurizada (-1.2 y 0.9, respectivamente) y control (-0.8 y 1.1,
respectivamente). Los resultados observados para a*, b* y Croma podrian deberse a
los efectos de la cavitacion que no solo afecta con reacciones fisicas, sino también,

guimicas (Sala et al., 1995).
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Figura 15. Espacio de color CIE L* a* b* (CIELAB). CTRL: control; TUS: termoultrasonicado

optimo (82/9.15); PAST: pasteurizado (65°C/30min).
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En cuanto al pardmetro de hue, el tratamiento optimizado expresé mayor tonalidad (-
56.49) (p<0.05) (figura 16), que en la muestra pasteurizada y control (tabla 13). En una
leche tratada por termoultrasonido, se hallaron diferentes resultados, donde la muestra
pasteurizada obtuvo mayor valor (-48.87) que la muestras termoultrasonicada y control
(-59.28 a 51.94 y -57.07, respectivamente) (Hernandez-Falcon et al., 2018).

Por ultimo, para la diferencia total de color (AE) de las muestras tratadas (TUS y
pasteurizada) en referencia al control, el néctar pasteurizado obtuvo menor valor
(2.38), por lo que es similar a la muestra control, que el tratamiento 6ptimo (5.39). Para
AE con el pasteurizado, el optimizado mostré ligeramente mayor valor (3.07), a
diferencia que el control (2.38) (tabla 13). Sin embargo, el estandar ISO (1ISO 12647-
2, 2013), indica que un AE <3 es poco perceptible por el ojo humano, mientras que
valores de AE >5, indican una clara diferencia color, por lo que todavia no seria
perceptible la diferencia de color entre la muestra termoultrasonicada con la muestra
pasteurizada. Resultados diferentes fueron reportados por Anaya-Esparza et al.,
(2017a), en un néctar de guanabana termoultrasonicado, encontrando una AE de 1.35
en el tratamiento termoultrasonicado referente a la muestra control. Al igual que un
jugo de guanabana ultrasonicado, donde obtuvieron valores bajos de AE en los
tratamientos ultrasonicados, con valores de 0.40 a 2.58 referente al control (Dias et al.,
2015), estos autores mencionan que una mayor intensidad de ultrasonido se pueden
presentar mayores diferencias de color. Mason & Peters, (1991), explican que las
posibles degradaciones de color son a causa de una acelerada isomerizacion y
oxidacion de carotenoides, por interacciones con los radicales libres producidos
durante el ultrasonido. Por otro lado, a pesar de una mayor degradacion de color de la
muestra optimizada respecto al control, el termoultrasonido podria contribuir a la
preservacion de este parametro ya que, podria inhibir la accién de algunas enzimas
como se observa en el apartado de actividad enzimatica. La polifenoloxidasa (PPO)
gue, oxida compuestos fendlicos, en conjunto con la peroxidasa (POD), son
responsables del pardeamiento enziméatico al producir un color marrén (Abid et al.,
2014).
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8.8.6 Actividad Enzimética

La importancia del estudio de enzimas como la pectinmetilesterasa en la industria de
los alimentos tiene el objetivo de su inactivacion (Islam et al., 2013) debido que, la PME
cataliza la desesterificacion de la pectina, obteniendo acido péctico, lo que conlleva a
una pérdida de viscosidad y separacion de fases (Terefe et al., 2009). Al reducir la
actividad enzimatica en la guandbana se busca disminuir el oscurecimiento y deterioro,
gue afecta las propiedades nutricionales y sensoriales (Dias et al., 2015), donde la
pasteurizacion es el método mayormente usado para este fin, sin embargo, este
proceso disminuye la frescura y calidad en las bebidas frutales, por consecuencia se
han implementado nuevas tecnologias como alternativa en la conservacion de bebidas
(Aadil et al., 2015).

En la figura 16 se muestran los comportamientos vistos para pectinmetilesterasa. Los
tratamientos pasteurizados y TUS optimizado redujeron la enzima PME a 0.20 + 0.02
(50.11 %AR) y 0.28 + 0.02 (69.11 %AR), respectivamente. Un comportamiento similar
se mostrd en un jugo de betabel termoultrasonicado por Ramirez-Melo, (2020), siendo
los tratamientos pasteurizados con menor %AR en comparacion con la muestra
termoultrasonicada, al igual que, Gamboa-Santos et al., (2012) encontrando un 0 %AR
en zanahoria tratada térmicamente (95°C/5min) y un 69.1 %AR en la muestra
termosonicada (60°C/10min). Una tendencia distinta fue el de un jugo de tomate
tratado por termoultrasonido, donde la muestra termoultrasonicada presenté menor

actividad enzimatica de PME, seguido por el tratamiento térmico (Wu et al., 2008).
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Figura 16. Actividad enzimatica de pectinmetilesterasa (PME) en néctar de guanabana. CTRL:
control; TUS: termoultrasonicado éptimo (82/9.15); PAST: pasteurizado (65°C/30min). 2¢

Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

La mayor inactivacion enzimatica en el pasteurizado, es debido a que el calor ocasiona
ruptura de enlaces de hidrogeno, despliegues de las estructuras proteicas y
desaminaciéon térmica, dafiando la estructura enzimatica (Aghajanzadeh & Ziaiifar,
2017). Mientras que el termoultrasonido produce desnaturalizacion de enzimas por
interaccion con los radicales libres y efecto de cizallamiento originado por la cavitacion
(Mason et al., 1994).

8.8.7 Contenido antioxidante, actividad antioxidante y bioaccesibilidad in vitro

8.8.8 Contenido de fenoles totales
Los resultados en el contenido fendlico total son mostrados en la figura 17, el TUS
optimizado exhibié el mayor contenido de fenoles en la muestra original (26.63 + 0.92
mg EAG/100 mL) (p<0.05), no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre
la muestra control (18.65 + 2.51 mg EAG/100 mL) y pasteurizado (17.73 £ 0.54 mg
EAG/100 mL). Distinto resultado fue el que obtuvieron Dias et al., (2015), en jugo de
guanabana ultrasonicado, con reducciones en las muestras tratadas (.023 a .033 mg
EAG/100 mL) comparado a la muestra control (.034 mg EAG/100 mL).
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El aumento de fenoles observado en el tratamiento termoultrasonicado se puede deber
a la ruptura de las paredes celulares, rompiendo la forma enlazada de los compuestos
fendlicos con las membranas vegetales, aumentando su disponibilidad (Adiamo et al.,
2018). Por otro lado, Bhat et al., (2011), explican que el incremento podria deberse a
la adicion de grupos hidroxilo (OH-) al anillo fendlico, producido de manera
sonoquimica. En lo que respecta al tratamiento térmico, quizas son por las pérdidas
de fenoles termoldbiles por aplicacion de altas temperaturas, asi como una
polimerizacién en las estructuras fendlicas (Rodriguez-Roque et al., 2015).
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Figura 17. Contenido fendlico total en muestra original y fraccion bioaccesible de néctar de
guanabana. CTRL: control; TUS: termoultrasonicado 6ptimo (82/9.15); PAST: pasteurizado
(65°C/30min). & Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

A€ Indican diferencias (p<0.05) entre las fracciones bioaccesibles.

Después de realizar la bioaccesibilidad intestinal in vitro (figura 17), se observa una
parcial bioaccesibilidad en todas las muestras. No obstante, la muestra TUS
optimizada mostré6 mayor valor (15.26£0.82 mg EAG/100 mL) (p<0.05) en
comparacion con las otras muestras, con una absorcion del 57.29 %, respecto a la
muestra original. La muestra control (5.69+1.72 mg EAG/100 mL) fue mayor
significativamente que el néctar pasteurizado (4.28+0.48 mg EAG/100 mL), con una
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bioaccesibilidad del 30.53 % y 24.14 % en relacibn a su muestra original,
respectivamente. Similar comportamiento fue el hallado en una bebida elaborada con
jugo de mango y papaya, con porcentajes de absorcion del 35.39 a 35.88% en las
muestras tratadas por ultrasonido y un porcentaje del 30.46% en la muestra no tratada
(Buniowska et al., 2017). Las absorciones parciales, se relacionan a que una cantidad
de polifenoles son solubilizadas en el fluido intestinal siendo disponibles, y la parte no
absorbida, puede unirse a complejos no bioaccesible, siendo posibles sustratos para
la microbiota (Kamiloglu et al., 2015; Saura-Calixto et al., 2010), algunos de los

polifenoles pueden sufrir una reabsorcion en el colon (Blancas-Benitez et al., 2019).
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8.8.9 Actividad antioxidante por ABTS, DPPH y FRAP

En los resultados de actividad antioxidante son mostrados en la figura 18. Los valores
de ABTS, DPPH y FRAP (Figuras 18a, b y ¢) en la muestra original, fueron mayores
significativamente (p<0.05) en los TUS optimizados (22.03£2.24, 129.21+8.94 pmol
ET/100 mL y 3.10+0.09 pumol Fe (11)/100 mL, respectivamente) comparado con el
néctar control (17.27+1.28, 118.61+6.93 pmol ET/100 mL y 2.41+0.10 pmol Fe (11)/100
mL, respectivamente) y néctar pasteurizado (13.45+1.16, 104.51+6.56 pmol ET/100
mL y 2.08+£0.11 pmol Fe (11)/100 mL, respectivamente). Distintos resultados fueron
encontrados por Anaya-Esparza et al., (2017c), en un néctar de guanabana
termoultrasonicado, observando disminucion en ABTS (22,290 pumol ET/100 mL) e
incrementos en DPPH y FRAP (7,000 y 5,560 pumol ET/100 mL, respectivamente)
referente a la muestra no tratada (22,660, 6,140 y 4,930 pmol ET/100 mL,
respectivamente). La mayor actividad antioxidante presentada en este estudio pudiera
deberse a la combinacién del termoultrasonido y el uso de solventes organicos. Da
Porto et al., (2013), exponen que la extraccion asistida con ultrasonido en combinacion
con un solvente, intensifica la transferencia de compuestos ya que, la disrupcion
celular provocada por la cavitacion favorece que el disolvente tenga una mayor
penetracion en las células, aumentando el rendimiento de compuestos antioxidantes y

su actividad.

El aumento en la muestra TUS se atribuye a los compuestos fendlicos al igual que,
gue pudiera liberarse en mayor cantidad por accién de la cavitacién acustica de las
paredes bioldgicas (Bhat et al., 2011). En DPPH la mayor actividad antiradical en el
TUS optimizado, es atribuida al efecto de la sonicacién sobre los fenoles, generando
hidroxilacién en las posiciones orto o para, incrementando su actividad antioxidante en
DPPH como en ABTS (Ashokkumar et al., 2008). Por otro lado, Dantas et al., (2019)
explican que, los acidos fendlicos encontrados en la guanadbana como el acido galico,
cafeico, cumarico y clorogénico, se correlacionan con la actividad antioxidante por
FRAP. Por lo que el aumento de fenoles en la muestra TUS optimizada, pudiera
generar una mayor actividad antioxidante de FRAP, coincidiendo con lo visto tanto en
ABTS como DPPH.
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Figura 18. Actividad antioxidante por ABTS a), DPPH b) y FRAP c), en muestra original y

fraccion bioaccesible del néctar de guandbana. CTRL: control; TUS: termoultrasonicado
optimo (82/9.15); PAST: pasteurizado (65°C/30min). ¢ Diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0.05) entre las muestras. ~ Indican diferencias (p<0.05) entre las fracciones
bioaccesibles. N/D: no detectado.
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En la figura 18 se muestra también el comportamiento de la bioaccesibilidad intestinal
in vitro. En ABTS (figura 18a) se obtuvieron incrementos significativos (p<0.05) en la
muestra TUS optimizada con respeto a las demas muestras con 34.92+1.76 umol
ET/100 mL, seguido por la muestra control (22.05+1.54 pmol ET/100 mL) y el néctar
pasteurizado (16.04+0.98 umol ET/100 mL). Los porcentajes de bioaccesibilidad
obtenidos y que fueron mayores respecto a su muestra original fueron en el siguiente
orden: TUS optimizado (58 %) > control (28 %) > pasteurizado (19 %). En DPPH (figura
18b), no se encontro actividad antioxidante en la fraccion bioaccesible en ninguno de
los tratamientos. Finalmente, en los resultados de actividad antioxidante por FRAP el
TUS optimizado fue mayor significativamente (7.88+0.59 pmol Fe (11)/100 mL) en
comparacion con las otras muestras, seguido del control (6.92+0.58 pumol Fe (11)/100
mL), y el pasteurizado (4.70+0.34 pmol Fe (11)/100 mL). Todos los tratamientos tuvieron
mas del 100% de bioaccesibilidad con respecto a su muestra original, comportandose
en el siguiente orden: Control (187 %) > TUS optimizado (154 %) > pasteurizado (126
%), como se observa en la figura 18c. Ramirez-Moreno et al., (2017) en un jugo de
zarzamora tratado por ultrasonido, encontraron un 66% de absorcion en la actividad
antioxidante por ABTS en la fraccion bioaccesible de la muestra control, aunque el
tratamiento de 80%/15min arrojé menor porcentaje de absorcion, este obtuvo un 21%
de mayor actividad que el control, mientras que sus resultados en DPPH, todos los
tratamientos posteriores a la digestion fueron menores a sus muestras originales. Otro
comportamiento, es el reportado en un jugo de betabel termoultrasonicado, donde
todos los tratamientos incrementaron su actividad antioxidante por ABTS en la fraccion
dializada, en DPPH la muestra termoultrasonicada no increment6 su actividad y en

FRAP, todos los tratamientos presentaron baja bioaccesibilidad (Ramirez-Melo, 2020).
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Los incrementos en la actividad antioxidante, quizas se deban a la modificacién de
compuestos antioxidantes por accion enzimatica y cambios de pH, presentando una
mayor capacidad posterior a la digestiéon (Kamiloglu et al., 2015). Una causa similar
ante este comportamiento es la mencionada por Wootton-Beard & Ryan (2011) y Ryan
& Prescott (2010), quienes indican que pesar de una disminucion de compuestos
fendlicos por las condiciones alcalinas post-digestion, una proporcion de estos sufren
cambios estructurales por accién enziméatica, generando un aumento de su capacidad
antioxidante. Como lo es la deprotonacién de los grupos hidroxilo, tras pasar de un
ambiente &cido a alcalino, incrementando la donacion de hidrogeno (Dantas et al.,
2019). Los diferentes resultados tanto en ABTS como FRAP, comparado con fenoles
totales, en la fase bioaccesible, pudieran deberse a que la actividad antioxidante no
s6lo responde a los compuestos fenolicos, también contempla los antioxidantes que
estan presentes en la matriz como &cido ascorbico, carotenoides y tocoferoles, a
diferencia del contenido fendlico total que se limita a solo ese grupo (Gawlik-Dziki et
al., 2009). En otro aspecto, si bien ABTS y DPPH reaccionan con antioxidantes al
donar un hidrégeno, los resultados en las fracciones dializadas difieren. Esto quizas
por la selectividad de antioxidantes de cada metodologia, donde el método ABTS es
mas confiable por su solubilidad tanto en disolventes acuosos como organicos,
ademas de una rapida reaccion con antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, en
comparacion con el DPPH (Ramirez-Moreno et al., 2017; Igbal et al., 2012). Otra
posible explicacion para estos resultados, es la de Bouayed et al., (2011), quienes
mencionan que la actividad antioxidante medida por ABTS y FRAP, es mas a fin a la
transferencia de electrones por parte de los compuestos fendlicos. Viéndose reducida

la actividad antioxidante para DPPH e incrementada la de ABTS y FRAP.
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9. Conclusiones

En base a los resultados de la primera fase, se logré una reduccion bacteriana de
mesofilos aerobios y enterobacterias en los 13 tratamientos termoultrasonicados, sin
mostrar mayores cambios en las propiedades fisicoquimicas. Se presenta un color en
las muestras termoultrasonicadas cercano al control, asi como disminucion en la
actividad de la enzima pectinmetilesterasa, factores importantes para la calidad en el
néctar, también el TUS genera aumentos en el contenido de fenoles totales, asi como
en la actividad antioxidante por FRAP.

La metodologia de superficie de respuesta es un método adecuado de optimizacidn
para las variables de respuesta en los parametros de color (L*, b*, C*), contenido
fendlico total, actividad antioxidante por los métodos de ABTS, DPPH y FRAP,
obteniendo la condicién ¢ptima de proceso de 82 % de amplitud durante 9 minutos con
15 segundos. Logrando aumento en luminosidad por el tiempo (b22), también en el
contenido fendlico y actividad reductora por FRAP (b2), como un aumento en la

actividad antioxidante por ABTS ante la amplitud (ba).

Respecto a la segunda fase del estudio, la cual se basé en la comparacion de la
muestra termoultrasonicada optimizada con una muestra pasteurizada y control. En la
microscopia electronica de barrido, la muestra TUS presenta mayores cambios fisicos
en su estructura, un alto contenido de fibra dietética total. Una total inactivacion de
microorganismos tanto en el termoultrasonicado optimizado como en el néctar
pasteurizado, cumpliendo con los requisitos nacionales e internacionales. La diferencia
total de color (AE) demuestra que la muestra optimizada y la pasteurizada son
semejantes a simple vista y una baja actividad de la enzima PME en ambos
tratamientos. Finalmente, el tratamiento TUS, muestra un mayor contenido fendlico
total y actividad antioxidante por ABTS, DPPH y FRAP, previo a su bioaccesibilidad in

vitro, asi como en la muestra dializada comparado con el néctar control y pasteurizado.
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El termoultrasonido es una opcidn para el tratamiento del néctar de guanabana, ya que
se obtiene un producto inocuo, sin afectar las propiedades fisicoquimicas,
disminuyendo la actividad enzimatica, y aumenta el contenido de compuestos
bioactivos, asi como su bioaccesibilidad intestinal. Y aunado a esto, la adicion de la
inulina de agave, aporta una alta cantidad de fibra prebiotica. Por lo que el néctar de
guanabana optimizado es un producto con valor agregado, que podria ser considerado
un alimento de disefio, que por su procesamiento podria contribuir con mayores

efectos a la salud de quien lo consume.
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