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RESUMEN

Segun la literatura, la quitosana ha mostrado eficacia como agente antimicrobiano
empleandola como recubrimiento en frutas y vegetales. Existen estudios limitados
donde se compruebe su efectividad en alimentos liquidos, como los jugos de
frutas. El objetivo de este trabajo fue estudiar su efectividad como agente
antimicrobiano y su efecto sobre algunos parametros fisicoquimicos para jugos de
toronja de una mezcla de polimeros (quitina-quitosana) extraida de residuos de
crustaceos (exoesqueleto y cefalotérax de camaron) mediante una metodologia
amigable con el ambiente. La mezcla de quitina-quitosana fue adicionada en
concentraciones de 1y 2 g/L a jugos de toronja, empleando como control lotes de
jugo adicionados de una solucién al 2.0% de quitosana de la marca Sigma-Aldrich,
SA, en las mismas concentraciones que las mezclas de quitina-quitosana.
También se usaron como lotes control uno al que se le adicioné benzoato de sodio
en una concentracién de 0.05 g/L, otro lote que fue pasteurizado y un lote “blanco”
sin ningun aditivo ni tratamiento térmico. La calidad de los diferentes lotes de jugo
de toronja fue evaluada a lo largo del tiempo por 15 dias mediante pruebas
fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales. Los resultados demostraron que los
jugos de toronja adicionados con la mezcla de quitina-quitosana (1 y 2 g/L)
mostraron una disminucidn en la carga microbiana (mesodfilos aerobios)
comparados con el blanco. Como era esperado, el jugo pasteurizado fue el que
mostré los mejores resultados microbiolégicos con una menor carga microbiana
comparada con todos los otros lotes, seguido del que tenia benzoato de sodio y
después los de quitina-quitosana y la quitosana SA. Por ultimo, se realizaron
evaluaciones de parametros fisicoquimicos donde se apreciaron diferencias
significativas (p>0.05) en los parametros de vitamina C y pH en los diferentes lotes
de jugos. Los contenidos de grados Brix fueron los mismos para todos los jugos y
se mantuvieron constantes durante el periodo de analisis. Asi mismo, como
resultado de una evaluacion sensorial se pudo concluir que el uso de la mezcla de
quitina-quitosana y la quitosana SA en concentraciones mayores a 1 g/L afecta al
perfil sensorial del jugo de toronja aportando un sabor amargo en el producto.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Problematica

El principal objetivo de la industria de alimentos consiste en extender el periodo
durante el cual los alimentos siguen siendo aptos para el consumo (Cavalcante y
col., 2008). La calidad es un componente clave de los alimentos; sin embargo,
mantener la calidad de diversos productos alimenticios durante su vida util es solo
posible gracias a los conservadores quimicos (P. ej., benzoatos, sorbatos,

eritorbatos, etc.) y a los tratamientos térmicos aplicados a ellos.

Los métodos tradicionales de conservacion causan ciertos efectos indeseables en
los alimentos. EI método mas habitual para inactivar microorganismos indeseables
en la industria de alimentos es la pasteurizacion; sin embargo, los tratamientos
térmicos pueden alterar las propiedades organolépticas y provocar pérdidas de los
componentes nutrimentales sensibles al calor como las vitaminas (Chacén, 2011)

y pigmentos naturales como los carotenoides (Badui y col., 2006).

Ademas, para inhibir, retardar o prevenir el desarrollo y/o proliferacion de
bacterias, levaduras y mohos se emplean sustancias antimicrobianas o
antifungicas como el acido benzoico y sus sales de calcio, sodio y potasio en
productos como jugos de frutas, mermeladas, dulces de frutas, entre otros (Eufic,
2004).

Debido a esto, la produccion de alimentos se ha vuelto bastante compleja ya que
los consumidores exigen cada vez mas alimentos procesados naturales (sin
adicion de aditivos quimicos como acidulantes, colorantes y saborizantes
artificiales, conservadores, espumantes, etc.) con mejor calidad, mayor vida de

anaquel, con alto valor nutritivo (vitaminas y minerales) y con propiedades



organolépticas similares a las del producto fresco, lo cual ha llevado a la
investigacién de nuevos ingredientes naturales y nuevas tecnologias emergentes

sin el empleo de tratamientos térmicos (Cavalcante y col., 2008).

En los ultimos afios se han desarrollado nuevos métodos complementarios de
conservacion de alimentos a los que actualmente se dispone como la adicion de
agentes antimicrobianos provenientes de animales, plantas y microorganismos
como lactoperoxidasas (leche), lisosomas (huevos), saponinas y flavonoides
(hierbas y especias), quitosana' (caparazones de camarén), entre otros
(Devlieghere y col., 2004a,b).

Dentro de las propuestas que se estan realizando en cuanto al desarrollo de
métodos complementarios de conservacion se tiene a la quitosana, la cual es un
biopolimero natural con importantes propiedades funcionales y a este hecho se
suma el valor afadido de obtenerse a partir de la quitina, que se extrae
principalmente de los exoesqueletos de crustaceos y que constituye un
subproducto importante procedente de la industria pesquera (Lopez, 2012), por lo
que el empleo de los residuos de la industria camaronicola es una propuesta para
minimizar el problema ambiental debido a que en el proceso de limpieza de los
crustaceos como el camaron se genera una merma de aproximadamente 30 al
35% de la masa del producto, produciendo aproximadamente hasta 60 mil
toneladas de desechos que generalmente son descargadas en aguas costeras,
terrenos abandonados o en rellenos sanitarios, afectando la capacidad de

autopurificaciéon del agua y del ambiente (Garcia, 1998).

Asi mismo, esos polimeros presentan propiedades como biodegrabilidad,

biocompatibilidad y no toxicidad y tienen aplicaciones importantes en los

! las gomas tienen el sufijo -ana. En este caso, si esta goma se deriva de la quitina deberia llamarse quitana
pero, por seguir los términos angléfonos chitin y chitosan, en espafol se encuentra en la literatura como
quitosan, quitosano y quitosan sin acento. En esta investigacion se prefirié usar la palabra quitosana, mas
cercana a la nomenclatura de las gomas



alimentos, por ejemplo, en la formacion de peliculas biodegradables, en la
inmovilizacidon de enzimas, en la preservaciéon de alimentos frente al deterioro
microbiano, en la clarificacion y desacidificacién de jugos de frutas y bebidas, en la
elaboracién de agentes espesantes y estabilizantes del color, entre otros (Giraudo
y col., 2010). Por ello, ante una gran demanda de productos que no contengan
conservadores quimicos y que en su formulacion posean componentes como
minerales y vitaminas, la actividad antimicrobiana de la quitosana frente a diversos
grupos de organismos como bacterias, hongos y levaduras ha recibido una

considerable atencion en los ultimos afos (Caprile, 2005).

1.2. Justificacion del tema

Para controlar el desarrollo microbiano, prevenir reacciones quimicas Yy
enzimaticas de degradacion y sustituir el uso de conservadores quimicos vy
tratamientos térmicos en jugos de frutas, se propuso el uso de la quitosana como
aditivo natural extraido de residuos de la industria camaronicola (cefalotérax de

camaron) mediante un procedimiento de quimica verde.

Existen algunos trabajos donde se han demostrado las propiedades
antimicrobianas de la quitosana aplicada como aditivo en jugos de frutas, ya que
esta comprobado que los compuestos antimicrobianos naturales son efectivos
para la inactivaciéon de microorganismos, al mismo tiempo que no afectan la
calidad sensorial y nutricional de los jugos de frutas en bajas concentraciones
(Rupasinghe y Yu, 2012). Por otra parte, la quitosana ha demostrado tener un
efecto clarificante (Rungsardthong y col., 2006), por lo cual el empleo en jugos
frescos podria tener una ventaja al poder adicionarse como aditivo natural al no

solo presentar un efecto antimicrobiano.

Barry-Ryan y colaboradores (2009) probaron en una investigacion el posible uso
de la quitosana como conservador natural para extender la vida de anaquel de
jugos frescos sugiriendo emplear concentraciones de quitosana por debajo de
1g/L para alargar la vida util del producto y conservar el contenido de vitamina C y

carotenoides por un mayor tiempo evitando el uso de un tratamiento térmico
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(pasteurizacién) el cual reduce significativamente el contenido de acido ascorbico.

Asi mismo los autores sugieren que se realice una mayor investigacion en la parte

microbiolégica para probar la eficacia de la quitosana como un conservador

natural en los jugos frescos, debido a que estos presentan una vida util limitada.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de una mezcla de biopolimeros de quitina-quitosana

obtenida del cefalotérax del camarén en jugos de toronja, corroborando su

comportamiento a través del tiempo mediante parametros fisicoquimicos (pH,

acidez, ‘Bx y vitamina C), microbiolégicos (mesdfilos aerobios) y sensoriales.

1.3.2. Objetivos especificos

Evaluar el comportamiento de los diferentes lotes de jugos de toronja
(fresco y pasteurizado, jugo fresco con adicién de quitina-quitosana (1 y 2
g/L), lote control: jugo fresco con adicién de quitosana Sigma Aldrich 2.0%
(1y 2 g/L), analizando parametros fisicoquimicos como: acidez, pH, grados

Brix y vitamina C.

Valorar el efecto antimicrobiano de la adicion de mezclas de quitina-
quitosana extraidas del cefalotérax de camardon y quitosana comercial
Sigma-Aldrich como lote control con el efecto producido por el conservador
quimico, benzoato de sodio, y el efecto de la pasteurizaciéon teniendo como
comparacion un blanco sin ningun tratamiento mediante la cuantificacién de

organismos mesofilos aerobios en jugos de toronja.

Determinar si la adicién de las mezclas de quitina-quitosana extraidas del
cefalotérax de camaroén y de la quitosana comercial Sigma-Aldrich afectan

organolépticamente a los jugos de toronja.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Quitina

La quitina es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza después de
la celulosa, y se encuentra en el exoesqueleto de crustaceos insectos y paredes

celulares de hongos y de algunas algas (Vasquez y Vidal, 2011).

El exoesqueleto y cefalotérax de crustaceos es actualmente la principal fuente
industrial de extraccion de quitina, la cual se encuentra presente en diferentes
porcentajes de acuerdo con el tipo de crustaceos (P. ej., calamares, langostas,
camarones y cangrejos), variando con la especie biolégica y la época del afio en

rangos muy amplios para los distintos constituyentes (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Composicion quimica representativa de diversos tipos de residuos
de la industria pesquera (Vasquez y Vidal, 2011)

Composicion quimica
Fuente Proteina Ceniza Lipidos Quitina
(%) (%) (%) (%)
Langosta y langostinos 23.1 33.7 2.2 20.2
Camaron 58.0 24.2 1.4 16.4
Cangrejo 13.1 72.4 0.8 13.8
Calamar 55.3 0.9 0.6 43.2

La estructura quimica de la quitina poli-[B-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-
glucopiranosa] (Figura 2.1), es estructuralmente similar a la celulosa (Flores,
2008). Solamente se diferencia quimicamente de la celulosa (Figura 2.2) en que

cada grupo OH-C-(2) se halla sustituido por un grupo de acetamida.
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Figura 2.1. Molécula de quitina (Flores, 2008)
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Figura 2.2. Molécula de celulosa (Flores 2008)

2.2. Quitosana
La quitosana es un biopolimero natural no téxico producido mediante la

desacetilacion de la quitina (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Estructuras de quitina y su producto de desacetilacion, la
quitosana (Monarul y col., 2011)

Esta reaccion se produce en un medio alcalino muy concentrado y a temperaturas
superiores a 60°C y consiste en la pérdida del resto del acetilo del grupo amido del

carbono 2, mientras queda un grupo amino en esa posiciéon. El producto de la



reaccidon se denomina quitosana, la cual posee una cadena mas corta que la
quitina (alrededor de 25 a 30 unidades menos de glucosamina). Su formula es

beta (1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa (Vasquez y Vidal, 2011).

La quitosana, al igual que su compuesto predecesor (quitina), es insoluble en la
mayoria de los solventes organicos y en agua, lo que presenta una gran

desventaja para su aplicacion como agente antimicrobiano.

Por otro lado presenta solubilidad en acidos organicos tales como acético, férmico,
tartarico y citrico, asi como en algunos solventes inorganicos como los acidos
clorhidrico y sulfurico. Por otra parte, presenta una variedad de propiedades
fisicoquimicas y biolégicas y por lo tanto puede utilizarse en diversos campos
como la industria de recubrimientos comestibles, como aditivo para mejorar la
calidad nutricional de los alimentos, para la recuperacién de materiales sélidos de
desechos de procesamiento de alimentos y en la purificacién del agua (Chhabra,
2004).

2.2.1. Actividad bactericida de la quitosana

La actividad antimicrobiana de la quitosana depende de numerosos factores como
lo son: el grado de desacetilacion, la masa molecular, el pH del medio, la
temperatura y la presencia de componentes en los alimentos (Devlieghere y col.,
2004b). El método de accidon mas aceptado es la interaccion mediada por fuerzas
electrostaticas que se da entre las moléculas de quitosana con cargas positivas
(grupos protonados NH3) y los residuos negativos que compiten con Ca* por los
sitios electronegativos en la superficie de la membrana. Esta interaccion produce

dos cambios importantes:

1) Mediante la promocion de cambios en las propiedades de permeabilidad de
la pared de la membrana, se provocan desequilibrios internos osmaticos y

en consecuencia se inhibe el desarrollo de microorganismos.



2) Debido a la hidrolisis de los peptidoglucanos en la pared de los
microorganismos se lleva a cabo la pérdida de electrolitos intracelulares
tales como iones del potasio y otros constituyentes proteinicos de baja
masa molecular (e.g. proteinas, acidos nucleicos, glucosa y lactato

deshidrogenasa) (Goy y col., 2009).

Una de las caracteristicas mas atractivas de la quitosana es su actividad antiviral,
antibacteriana y antifungica. Algunas investigaciones han demostrado que la
quitosana ha mostrado eficacia como agente antimicrobiano frente a diversos
microorganismos, tales como S. aureus, E. coli, Salmonella. typhimurium, S.
faecalis, Salmonella enterica, Bacillus. Cereus, S. cerevisiae, entre otras

(Cavalcante y col., 2008).

Chhabra (2004) reporté que concentraciones de 0.5 y 1.0% fueron efectivas para
retardar el crecimiento de S. aureus en ostras crudas. Sin embargo, el mejor
tratamiento se logré con una concentracion del 2.0% con la inactivacién de este
microorganismo en el dia 12. Devlieghere y col. (2004b) concluyeron en su estudio
que el efecto antimicrobiano de la quitosana como conservador de los alimentos
esta limitado a aquellos con bajo contenido proteinico y de NaCl donde las frutas y

verduras pertenecen a esta categoria.

2.2.2. Aplicaciones de la quitosana en alimentos

En numerosas industrias se ha empleado a la quitosana debido a las propiedades
que presenta, entre las cuales estan incluidas la industria farmacéutica y la
cosmética, en donde se emplea en cremas y unguentos por su capacidad de
estimular el crecimiento de células de las pieles dafiadas; también en la industria
textil forman fibras que poseen un mejor comportamiento elastico que las fibras
comerciales; en la industria de los jugos de fruta la emplean como agente
clarificante y en la industria de limpieza es utilizada en aguas que contienen
metales pesados debido a su capacidad de formar complejos con los iones de
metales (Hernandez, 2004; Shahidi y col., 1999).



Las aplicaciones de la quitosana en la industria alimentaria han atraido un especial
interés debido a sus excelentes propiedades, incluyendo la biocompatibilidad, la
biodegrabilidad, la baja toxicidad, la adsorcion y la habilidad de formar peliculas,
entre otras (Fernandez-Kim, 2004). Como suplemento alimenticio se ha
demostrado el efecto benéfico de la quitina-quitosana en la reduccion del
colesterol y triglicéridos en la sangre, asi como la habilidad para ligar lipidos
reduciendo la absorcion de estos en el intestino (Koide, 1998). Japon produce
galletas, papas y tallarines enriquecidos con quitosana debido a su efecto

hipocolesterolémico (Shahidi y col., 1999).

Por otro lado, las propiedades antimicrobianas de soluciones y peliculas de
quitosana en alimentos han demostrado disminuir la multiplicacion de una amplia
variedad de bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como algunas
variedades de hongos (Dutta y col., 2009; Valenzuela y Arias, 2012). La Tabla 2.2
resume algunas de las aplicaciones que se le ha dado a la quitosana en la

industria de los alimentos.

Tabla 2.2. Aplicaciones de la quitosana en la industria alimentaria

Aplicacién Fuente

Fernandez-Kim, 2004;
Morhsed y col., 2011;
Nejati y Sadeghinia, 2011;
Hernandez, 2004;

Actividad antibacteriana contra una amplia
variedad de patdégenos y microorganismos de
deterioro, incluyendo hongos y bacterias Gram
positivas y Gram negativas

Clarificacion de jugo de frutas: Actua como Giraudo y col., 2010;
agente coagulante provocando la separacion de | Rungsardthong y col., 2006;
particulas suspendidas de bebidas como algunos Castro y col., 2012

jugos de frutas

Conservador en alimentos como: productos de Gacén y Gacén, 1996;
origen animal y jugos de fruta Caprile, 2005




Tabla 2.2. Aplicaciones de la quitosana en la industria alimentaria (cont.)

Aplicacién Fuente

Giraudo y col., 2010;

Desacidificaciéon de jugos de frutas: Controla la Shahidi y col.. 1999

acidez de los jugos frutales, con o sin tratamiento
de pectinasas

Nakamatsu, 2012
Larez, 2008;
Vuy col., 2011,
Dutta y col., 2009

Peliculas para recubrimientos comestibles en
frutas y vegetales para alargar la vida de anaquel
y preservar propiedades organolépticas

Giraudo y col., 2010;
Huerta, 1997;
Shahidi y col., 1999;
Yogeshkumary col., 2013

Ingrediente funcional: fibra dietaria, efecto
hipocolesterolémico, reduccion de la absorcidon
de lipidos, agente antigastritis, etc.

2.2.2. Regulaciones en México y en otros paises respecto a su aprobacion
como aditivo

A pesar de las importantes propiedades atribuibles a este polimero, en el ambito
de la industria alimentaria aun presenta algunas limitaciones ya que es necesario
el desarrollo de mas investigaciones de su uso in vivo y, por otro lado, existen
limitaciones legales que hacen que este polimero no se use todavia en la industria
alimentaria en todo el ambito internacional (Lépez, 2012). Paises como Japodn,
Noruega, Corea e lItalia han aprobado el uso de la quitosana en alimentos. En
Japon fue aprobado desde hace por lo menos quince afos, de tal manera que se
ha incorporado a alimentos funcionales como promotor de la salud cardiovascular
(Salas, 2011).

La quitosana no ha sido aprobada por la FDA ni por la EFSA. Por otra parte, la
base de datos EAFUS (Everything Added to Food in the United States por sus
siglas en inglés) no cita a la quitina ni a la quitosana (Salas, 2011). Sin embargo,
la FDA ha aprobado un producto conocido como ChitoClear®, Shrimp Derivated
Chitosan, de la empresa Primex como aditivo GRAS (General Recognised As Safe
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por sus siglas en inglés) en donde se aprueba que su uso en alimentos es inocuo
y seguro. Las aplicaciones permitidas en alimentos, como carne y pollo, para este
producto aprobado por la FDA son: agente antimicrobiano, emulsificante,
suplemento de nutrientes, coadyuvantes de elaboracion (agente clarificante,
floculante, inhibidor de cristalizacion, agente para prevenir turbidez) estabilizante y
espesante (FDA, 2012).

Otro ejemplo es el producto que tiene la marca registrada de “KiOnutrimeCG®”, el
cual es un compuesto de quitina-glucano y que se emplea como suplemento
dietético para aumentar la ingesta de fibra alimentaria, la cual ha sido evaluada
como positiva por la EFSA (European Food Safety Authority, por sus siglas en
inglés), asi mismo, los resultados de estas evaluaciones evidencian su inocuidad y
contribuyen al avance de los aspectos regulatorios de la quitosana (Lépez, 2012).
Un ejemplo de esto es la quitosana derivada de Aspergillus niger, la cual fue
aprobada como GRAS para su uso como un ingrediente secundario en alimentos
en el 2011 (FDA, 2012). La Tabla 2.3 resume las agencias que regulan a la

quitosana y algunos de sus usos aprobados.

Tabla 2.3. Regulaciones aprobatorias de quitina y quitosana (Castafieda y

col., 1997)
Usos aprobados Agencias reguladoras
Plaguicida, tratamiento de semillas y regulador EPA- FIFRA
de crecimiento
Aditivo en alimentos Ministerio Japonés de Salud y
Bienestar
Aditivo en alimentos para animales AAFCO
Clarificante, coadyuvantes de filtracién y Codex Alimentarius
floculantes
Quelacion de metales para uso de aguas EPA-TSCA
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2.2.3. Toxicologia de la quitosana

La quitosana posee propiedades unicas que lo hacen un ingrediente ideal para el
desarrollo de peliculas comestibles y su aplicacion en sistemas alimentarios como
agente antimicrobiano, ya que presenta una baja toxicidad, con una dosis letal
(DLsg) en ratas de 16 g/kg de masa corporal, valor que situa a la quitosana en un
nivel similar al azucar (DLso: 10 g/kg) y lo hace menos téxico que la sal (DLsp:
1g/kg) (Nakamatsu, 2012).

2.2.4. Efectos adversos en consumo humano

No se conocen estudios a largo plazo de los efectos de la quitosana sobre la salud
humana, pero se han realizado estudios en animales con dietas con suplemento
de quitosana al 5% los cuales indican que este compuesto podria inhibir la
absorcion de minerales como el calcio, magnesio y selenio, asi como a las
vitaminas liposolubles (A, D, E y K) debido a que la quitosana actua como
formador de un gel en el tracto intestinal que ademas de atrapar grasas y
colesterol, interfiere con la absorcion de estos compuestos (Giraudo y col., 2010;
Koide, 1998; Yogeshkumar y col., 2013). Por otro lado, la absorcién de zinc no
se ve afectada por una ingestién de quitina o quitosana en un periodo corto de
ingestion (Koide, 1998).

A pesar que la quitosana se cree que altera beneficiosamente la flora intestinal no
se ha descartado la posibilidad de que esta presente algunos efectos negativos
como trastornos gastrointestinales como flatulencias u otras molestias a largo
plazo. Por este motivo, no es recomendable consumirlo en altas dosis o por
periodos prolongados (Giraudo y col., 2010). Generalmente, es recomendable
ingerir dosis de hasta un gramo por dia (Koide, 1998) y en investigaciones
donde se ha estudiado la quitosana como uso terapéutico lo han empleado
de 3 a 6 gramos al dia con el acompafamiento de comidas (Yogeshkumar y
col., 2013).
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Estudios en ratas con ingestién de quitosana en una dosis de 3 a 6 gramos al
dia por un periodo de 2 semanas mostraron resultados positivos sin el

desarrollo de diarrea o constipacion (Koide, 1998).

2.2.5. Reacciones adversas en consumo humano

Las personas alérgicas a los mariscos pueden presentar ciertas reacciones
adversas. Ensayos clinicos han reportado algunos casos, generalmente limitado a

flatulencias y a constipacion (Yogeshkumar y col., 2013).

2.3. Principales caracteristicas del jugo de toronja

La norma general del Codex para zumos (jugos) y néctares de frutas (CODEX
STAN 247, 2005), define que “el zumo (jugo) de fruta es el liquido sin fermentar,
pero fermentable, que se obtiene de la parte comestible de frutas en buen estado,
debidamente maduras y frescas o frutas que se han mantenido en buen estado
por procedimientos adecuados, inclusive por tratamientos de superficie aplicados
después de la cosecha de conformidad con las disposiciones pertinentes de la

Comisién del Codex Alimentarius”.

Los zumos (jugos) se extraen mediante algunas tecnologias que mantienen sus
caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales como vitaminas de las frutas que
proceden. Pueden presentar turbidez o ser cristalinos y emplear en su
formulacion algunas sustancias adicionadas procedenes del mismo tipo de la fruta
(CODEX STAN 247, 2005).

Las Tablas 2.4, y 2.5 presentan las especificaciones fisicoquimicas y sensoriales
que deberan de cumplir los jugos de toronja de acuerdo con la Norma NMX-F-018-
1968 (DOF, 1968).
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Tabla 2.4. Especificaciones fisicoquimicas del jugo de toronja (DOF, 1968)

Calidad “A” o Calidad “B” o Calidad “C” o
e . Suprema Comun Corriente
Especificaciones
Minimo | Maximo | Minimo | Maximo | Minimo | Maximo
Acidez titulable
expresada como 0.900 1.600 0.700 1.750 0.700 1.750
acido citrico
Solidos solubles 10 _ 10 . 10 .
totales a 20°C
Contenidode | 550 oo - 200.00 - 150.00 -
acido ascorbico

Tabla 2.5. Especificaciones sensoriales del jugo de toronja (DOF, 1968)

Especificaciones

Calidad “A” o Suprema

Calidad “B”

o Comun

Calidad “C”

o Corriente

Color

Brillante, caracteristico, semejante al del jugo recién extraido
del fruto maduro y de la variedad de toronja empleada.

Olor

Aromatico, distintivo, semejante al del jugo de toronja recién

extraido.

Sabor

Caracteristico semejante al
jugo recién extraido de fruto
maduro, no debe presentar
sabores a cocido u oxidacion
ni de terpenos ni cualquier
sabor extrafo u objetable

Caracteristico semejante al
jugo recién extraido de fruto
maduro, se tolera un ligero
sabor a cocido, de oxidacion
o de terpenos

Apariencia

Podra tener ligera tendencia
de separacion en dos fases y
debera de estar exento de
semillas y sedimento

Podra tener una separacion
en dos fases y debera de
estar exento de semillas y
sedimento
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2.3.1. Factores que intervienen en el deterioro del jugo de toronja

El jugo de toronja es considerado un alimento perecedero debido a su corta vida
util aproximadamente de 5 dias, por lo que se requieren de algunas condiciones
para su conservacion como un adecuado almacenamiento, transporte y expendio.
Debido a esto, si los factores intrinsecos y extrinsecos (Tabla 2.6) son apropiados,
los microorganismos pueden crecer rapidamente produciendo algunos cambios
sensoriales perceptibles por el consumidor como olores y sabores desagradables
lo cual va relacionado con el proceso de fermentacion del producto (Velazquez,
2013).

Tabla 2.6. Factores intrinsecos y extrinsecos en los alimentos (Torres, 2011)

Factores intrinsecos Factores extrinsecos
Composicion del alimento Procesamiento
Actividad del agua (ay) Higiene, manipulacion
pH y acidez total Almacenamiento
Potencial redox Sistema de empaque
Oxigeno disponible Distribucion y puntos de venta

Las principales fuentes de deterioro en los jugos de frutas citricas son:

a) Deterioro microbiano: Este deterioro se debe principalmente al desarrollo de

microorganismos que pueden ser parte de la microbiota natural o debido a
la contaminacion en alguna etapa de la manipulacion del alimento
(contaminacion cruzada) (Anénimo, 2012). La mayoria de los patégenos en
los jugos citricos son de caracter deteriorativo como: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis, Leunostoc, Bacillus subtilis, Bacillus pumilis

y Zygossacharomyces baili (Toledo, 2004).
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b)

Deterioro enzimatico: En cuanto a la alteracidon enzimatica, uno de los
principales defectos en la calidad de los jugos es la pérdida de turbidez a lo
largo de su almacenamiento. Este fendmeno esta causado por una enzima
de origen vegetal llamada pectinmetilestearasa (PME) que degrada
pectinas. Como consecuencia, el jugo pierde su turbidez caracteristica
dando lugar a un liquido claro con un precipitado en el fondo (Gonzalez,
2008). La PME es mas resistente al tratamiento térmico que los
microorganismos patdgenos que pueden estar en los jugos de toronja, por
lo que su inactivacidn es normalmente un indicador de un proceso

adecuado de pasteurizacion (Collet y col., 2005).

Deterioro organoléptico: Un alimento se considera descompuesto cuando
es considerado por los consumidores como inaceptable, debido a sus
caracteristicas sensoriales como la apariencia (color), el sabor, el olor y la
textura del alimento (cuerpo, viscosidad). Estas caracteristicas son
subjetivas y dependen de consideraciones culturales o de cambios en la
agudeza de cada consumidor para percibir cambios. El color y el sabor son
las caracteristicas que tienen mayor influencia sobre la aceptabilidad de un
alimento. El principal cambio organoléptico que se da en los jugos es el
aumento del sabor acido y el olor caracteristico a un producto que esta
fermentado debido a que en el almacenamiento del producto se genera
acido acético al igual que CO, por accion de los microorganismos
(Andénimo, 2012).

Deterioro nutritivo: Durante el almacenamiento, los jugos también pierden
su calidad nutritiva. La vitamina C, de gran importancia para la salud
humana, disminuye durante su almacenamiento por procesos oxidativos
(Gonzalez, 2008). La principal causa de la pérdida significativa de esta
vitamina en los alimentos son los tratamientos térmicos que se les da a los
productos como la pasteurizacion y la esterilizacién ya que esta vitamina es

termolabil. Debido a esto la vitamina C se puede usar como un indice de la
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retencion de nutrientes durante el tratamiento térmico. La pérdida de
vitamina C en los alimentos genera en muchas de las ocasiones
oscurecimiento, debido a la oxidacion que presenta este compuesto a la
temperatura, luz, pH, la disponibilidad de oxigeno, presencia de metales y
ciertas sales, la presencia de otras vitaminas como las riboflavinas, asi
como a ciertas enzimas especificas como la fenolasa, peroxidasa, acido
ascorbico oxidasa, ademas de otros compuestos que pueden inducir la

oxidacion de la vitamina (Gomez, 2004).

2.3.2. Vida util del jugo de toronja

Regularmente la vida util de un jugo de toronja sin pasteurizar es de 3 a 5 dias. La
vida util de un producto depende de la concentracion inicial de microorganismos
de descomposicidon y de las condiciones de almacenamiento. Para evitar pérdidas
del producto e incrementar su vida util sera necesario evitar la contaminacion de la
materia prima y del producto final y usar métodos convenientes de conservacion,

asi como de almacenamiento (Anénimo, 2012).

2.4. Métodos de conservacion en general del jugo de toronja

La conservacion de alimentos puede definirse como el conjunto de tratamientos
que prolonga la vida util de estos, manteniendo, en el mayor grado posible, sus
atributos de calidad, incluyendo color, textura, sabor y especialmente valor
nutritivo (FAO, 1993). La tecnologia de conservacion de alimentos se ha basado,
tradicionalmente, en el uso de procesos térmicos para el control microbiano.
Dichos procesos son altamente eficientes en cuanto a inactivacion de
microorganismos pero causan, en mayor o menor grado, dafos irreversibles en la

calidad de los productos obtenidos (Ortega, 2010).

2.4.1. Tratamientos térmicos empleados en bebidas

Los tratamientos térmicos generalmente emplean temperaturas elevadas con el

objetivo de eliminar los microorganismos causantes de enfermedades y para
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reducir las poblaciones microbianas (Badui y col.,, 2006). Los métodos mas
conocidos son la pasteurizacion y la esterilizacidn, los dos procesos incluyen un
envasado aséptico del alimentos en envases preesterilizados de diferentes

materiales (Goémez, 2004).

2.4.1.1. Proceso de pasteurizacion aplicado a bebidas

Los alimentos pueden clasificarse de acuerdo con su pH en alimentos de alta
acidez (pH menor a 4.5) y en alimentos de baja acidez (pH mayor a 4.5). La
mayoria de las frutas presentan valores de pH menores a 4.5 por lo cual el
objetivo principal de la pasteurizacion es la inactivacion enzimatica
(pectinestearasa y poligalacturonasa). El objetivo secundario es la destruccion de
microorganismos causantes de alteraciones (levaduras y hongos) en los
alimentos. Las condiciones minimas de tratamiento seguido de un enfriamiento
rapido a 3-7°C son: 65°C durante 30 min, 77°C durante 1 min y 88°C durante 15

segundos (Andénimo, 2010).

En la pasteurizacion se eliminan bacterias como Escherichia coli y aquellas
productoras de: Brucelosis, tuberculosis, fiebre, salmonelosis, fiebre escarlatina,
estafilococos, Coxiella burnettii (Rickettsia causante de la fiebre Q), pero no
destruye los microorganismos mastiticos tales como el Staphilococus aureus o el
Streptococus pyrogenes, como tampoco destruye algunos microorganismos
responsables de la acidez como los Lacotobacillus (Martinez y Rosenberger,
2013).

Al someter un producto a tratamiento térmico ocurren cambios a nivel sensorial y
nutricional como reacciones de degradacidn de color, cambio en la textura, aroma,

pérdida de vitaminas y desarrollo de sabores a cocido u olores a oxidado.

Estos cambios son ocasionados por reacciones quimicas en los alimentos que
tienen una dependencia con la temperatura como reacciones de Maillard,

caramelizacién, oxidacion y polimerizacién del acido ascoérbico y polimerizacién de
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aldehidos, y pueden tener lugar a lo largo del tratamiento térmico o durante el
almacenamiento, como consecuencia de la severidad del tratamiento recibido, del

pH, cantidad de oxigeno disuelto, entre otros factores (Gomez, 2004).

2.4.2. Tratamientos no térmicos empleados como métodos de conservacion
en alimentos

Los procesos no térmicos se llevan a cabo a bajas temperaturas (<50°C) y se
caracterizan por inactivar microorganismos patdégenos y deteriorativos, asi como
enzimas, afectando ligeramente el color, sabor, textura y propiedades nutricias del
alimento como el contenido de vitaminas. La investigacion de nuevas tecnologias
para alargar la vida util de los alimentos ha sido llevada a cabo para cumplir con
las necesidades de la poblacién de producir alimentos mas naturales y sin un
tratamiento prolongado , debido a esto, el uso de altas presiones (HHP), de campo
eléctrico pulsante de alta intensidad (CEPAI) y de radiaciones ultravioletas se

proponen como tecnologias emergentes (Calderén-Miranda y col., 1998).

2.4.2.1. Campos eléctricos pulsantes de alta intensidad (CEPAI)

El tratamiento no térmico CEPAI utiliza pulsos eléctricos de alto voltaje en un
rango de 10 a 80 kV/cm, con duraciéon de milésimas de segundos y con un numero
total de pulsos de 1 a 100 en el alimento colocado entre dos electrodos. El
tratamiento se lleva a cabo a temperaturas alrededor de los 25°C o por debajo de
ésta. El equipo utilizado (Figura 2.1) es un sistema eléctrico simple que consiste
en una fuente de alto voltaje, un banco de condensadores, un interruptor y una

camara de tratamiento (Pineda, 2011).

Esta tecnologia es mejor que los tratamiento térmicos como la pasteurizacion
debido no repercute en las caracteristicas sensoriales (sabor, color), y fisicas

(textura, viscosidad) de los alimentos (Fernandez-Molina y col., 2011).

El uso de este tratamiento puede ocasionar electropermeabilizacion, que es la

permeabilizacion reversible de las membranas celulares y de los organelos. La
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aplicacién de los pulsos es una nueva tecnologia que busca la inactivacion de

microorganismos y enzimas en alimentos frescos o preparados (Ortega, 2010).

Se han llevado a cabo numerosos estudios para comprobar el efecto que tiene
este tratamiento sobre la inactivacion de microorganismos. Rivas y colaboradores
(2004) reportaron que con un tratamiento CEPAI en jugo de naranja con zanahoria
se lograron niveles aceptables de inactivacion microbioldégica y enzimatica,
logrando una vida de anaquel de 4 semanas a una temperatura de
almacenamiento de 2°C con caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas parecidas

a un jugo sin tratamiento.

Camara de tratamiento

Generador de alto
-~ voltaje y blanco de
condensadores

Almacenamiento
aséptico

|
< I
| *"  Envasado
e —
» = 1 aséptico
= 1

Producto

Producto liquido envasado
sin procesar

Sala de
control

*Campo eléctrico
*Flujo producto
*Velocidad de pulsos

l *Temperatura de proceso

Figura 2.4. Esquema de una planta de tratamiento de pulsos eléctricos de
alta intensidad de campo (Raventés, 2006)

2.4.2.2. Irradiacioén de luz ultravioleta (UV)

Las radiaciones ultravioletas (UV) se encuentran entre las bandas de rayos X y luz
visible, con longitudes de onda que van desde 180 hasta 400 nm (Figura 2.2).
Estas radiaciones se subdividen en tres regiones: UV de onda larga (UV-A: 320-
400 nm), UV de onda media (UV-B: 280 a 320 nm) y UV de onda corta (UV-C:
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200-280 nm) (Antonio-Gutiérrez y col., 2012). La irradiacion UV-C es empleada
por ser un tratamiento que inactiva microorganismos actuando directamente en las
paredes celulares y ADN, por lo cual podria ser utilizada para la inactivacion de

microorganismos como bacterias, levaduras y hongos.

Este tratamiento no térmico es una de las mas prometedoras tecnologias debido a
su facil uso, la letalidad del método frente a muchos microorganismos, la poca
generacion de residuos quimicos y por ser un proceso en frio que es efectivo a
bajos costos en comparacién con otros métodos de conservacion (Gayan y col.,
2012). Asi mismo, los alimentos conservan caracteristicas organolépticas similares
a aquellos en estado fresco (Borja y col., 2012). En zumos y néctares se ha
aplicado con éxito este tratamiento para reducir la carga microbiana (Ochoa-
Velasco, 2012, Guevara y col., 2012) y, bajo condiciones de tratamiento
adecuado, se podrian lograr reducciones de mas de 5-log de algunos

microorganismos patégenos como E. coli (Rupasinghe y Yu, 2012).

Luz visible Infrarrojo
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Figura 2.5. Espectro de la luz (adaptada de Uvtechnics, 2013)
2.4.2.3. Alta presion hidrostatica (HHP)
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En el procesamiento de alimentos por HHP se aplican altas presiones (100 a 1000
MPa) de manera isostatica, es decir, se realiza una compresion uniforme en todas
las direcciones regresando a su forma original al ser eliminada la presién
(Calderén-Miranda y col., 1998).

De esta manera se logran inactivar microorganismos y modificar biopolimeros,
incluyendo inactivacion de enzimas, desnaturalizacion de proteinas y modificaciéon
de propiedades fisicoquimicas, manteniendo sin afectar caracteristicas
sensoriales, componentes de color y sabor de los alimentos tratados (Tuboly,

2009). En la Tabla 2.7 se resumen algunas de las ventajas y desventajas de esta

tecnologia.

Tabla 2.7. Ventajas y desventajas del

tratamiento por alta presion

hidrostatica en alimentos (Téllez-Luis y col., 2001)

Ventajas

Desventajas

El tratamiento es independiente del
volumen y de la forma de la muestra,
por lo que se reduce el tiempo
requerido para procesar grandes
cantidades de alimento

Imposibilidad de aplicacion en algunos
alimentos como frutas y verduras
porque perderian su forma y aspecto
original

No deteriora nutrientes termolabiles
como vitaminas

Desconfianza del consumidor al no
conocer esta tecnologia

No altera caracteristicas organolépticas
del producto debido a que no se
favorecen reacciones de Maillard o
pardeamiento no enzimatico

No se pueden disefar procesos
continuos con los equipos actuales en
el mercado

No genera residuos

Alto costo del equipo
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Algunos de los alimentos que se han tratado con esta tecnologia de altas
presiones son: leche, zumos de frutas, jamdn, guacamole, ostras, arroz precocido,

margarina, carnes, entre otros (Nicolas, 2003).

La inactivacion de enzimas y de organismos deterioradores en zumos ha sido
ampliamente estudiada. Daoudi (2004) en su experimento con zumos de uva
tratados con altas presiones, reportd una reduccién inicial superior a 1 log UFC/mL
en recuentos totales, asi mismo, consiguioé reducciones por debajo del limite de

deteccion en bacterias lacticas, mohos y levaduras.

2.4.3. Adicion de aditivos naturales y quimicos empleados para la
conservacion de alimentos

Actualmente los compuestos antimicrobianos o conservantes se clasifican en
tradicionales y naturales. Los conservadores tradicionales son aquellas sustancias
quimicas permitidas dentro de la normatividad vigente para cada producto
alimenticio y los conservadores naturales son sustancias que se obtienen a partir
de materiales o procesos biolégicos y cuya inocuidad se atribuye a que son

degradados por el organismo al ser ingeridos (Adarme y Rincones, 2008).

2.4.3.1. Conservadores quimicos

La FDA (Por sus siglas en inglés: Food & Drugs Administration) define a un
conservador quimico como cualquier compuesto que al adicionarse a un alimento
tiende a prevenir o retardar su deterioro. Estas sustancias no incluyen a la sal
comun, glucidos, vinagre, especias y sustancias que se adicionan al alimento por
exposicion directa como humo de madera o agentes quimicos aplicados por sus

propiedades insecticidas y herbicidas (FDA, 1979).

Algunos de los conservadores quimicos reconocidos como GRAS (Por sus siglas

en inglés, Generally Recognized As Safe) son los siguientes:

 Acido propiénico y propionatos (mohos)

23



e Acido sorbico y sorbatos (mohos)

e Acido benzoico y benzoatos (mohos y levaduras)
e Parabenos (mohos, levaduras y bacterias)

¢ Diacetato de sodio (mohos)

e Etil-formato (mohos y levaduras)

¢ Nicina (bacterias acido lacticas y Clostridia)

¢ Nitrato de sodio (Clostridia) (FDA, 2014)

Los conservadores quimicos mas empleados son el sorbato de potasio y el
benzoato de potasio (Figura 2.6). La acciéon antimicrobiana del acido benzoico se
basa en diversas intervenciones sobre el sistema enzimatico de la célula de los
microorganismos donde parece intervenir en diferentes sitios del ciclo del acido
citrico, especialmente en el acido B-cetoglutarico y la enzima acido succinico
deshidrogenasa; el acido benzoico tiene accidon sobre la tirosinasa. También actua
sobre la pared celular, donde el acido benzoico tiene que penetrar a través de la
pared celular. Cuando esto ocurre, la parte no disociada es la que tiene la mayor
parte antimicrobiana y penetra con mayor facilidad en la célula (Adarme y
Rincones, 2008).

Figura 2.6. Estructura quimica del benzoato de sodio

2.4.3.2. Conservadores naturales
Los conservadores naturales que han tenido un gran auge en los ultimos afos son

compuestos naturales capaces de inhibir el desarrollo de microorganismos. Se
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pueden obtener de microorganismos, plantas y animales teniendo como ejemplo
de estos: aceites, especias, acidos organicos, hierbas y quitosana, que han
demostrado viabilidad para su uso en algunos productos alimenticios (Adarme y
Rincones, 2008; Rupasinghe y Yu, 2012).

Tanvir y col. (2014) en un estudio de quitosana aplicado como conservador en
jugo de naranja y en pasta de jengibre encontraron que la pasta de jengibre fue
aceptable al dia 8 con un recuento bacteriano de 1.4 x 108 y recuento fungico 7.5
x 10°. El jugo de naranja fue aceptable al dia 8 con recuento bacteriano de 5.5 x
10* y recuento fungico de 2.6 x 10°, concluyendo que la quitosana es factible para
ser utilizada como conservador. En jugo de manzana, la quitosana inhibe el
desarrollo de Mucor racemosus, Byssochiamys spp. y Zygosaccharomyces bailii
(Guerrero, 2009).

Asi mismo, en la industria carnica se han encontrado resultados favorables debido
al amplio espectro de accion de la quitosana como conservador, ya sea en forma
de solucion, pelicula comestible, polvo agregado directamente en la preparacion
de alimentos procesados u otras formulaciones, en donde se aprecia que la
quitosana es capaz de inhibir y/o disminuir el desarrollo de los principales
microorganismos patdgenos de alimentos de origen animal (Valenzuela y Arias,
2012).

En el Capitulo 3 se expondra la metodologia que se llevdo a cabo para la

realizacion de esta tesis experimental.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

A continuacion se presenta la metodologia seguida en esta investigacion.

3.1. Extraccion de la mezcla de polimeros naturales quitina-
quitosana (Q-Qn) (Ortega-Granados, 2011)

a) Recoleccidén de cefalotérax y exoesqueletos de camarén fresco: Las
cabezas de camaron (cefalotérax) se obtuvieron de la zona de pescados y
mariscos de la central de abasto “La Nueva Viga”.

b) Limpieza: Los cefalotérax y exoesqueletos del camarén (CC) frescos se
limpiaron de objetos extrafos y se lavaron bajo chorro de agua de la llave.
c) Molienda: En una licuadora doméstica, se adicionaron los CC limpios y
agua en una relacion 1:2 en masa y se licuaron durante 1 minuto hasta
observar un tamafno de particula reducido. Durante la molienda la mayor
parte de las proteinas, grasas, pigmentos y parte de los minerales se
eliminan en la fase de licuefaccion de los CC en agua para asi obtener el
solido o cefalotérax y exoesqueleto parcialmente desproteinizados (CPD).
d) Filtracion: Los CPD se filtraron con un tamiz y se enjuagaron con
abundante agua.

e) Secado y tamizado de los cefalotérax y exoesqueletos parcialmente
desproteinizados: Una vez eliminado el excedente de agua de los CPD se
sometieron a un secado solar y se tamizaron para obtener un tamafio de
particula de 149 uym conservandose en refrigeracion dentro de un envase
hermético.

f) Extraccién de la mezcla de polimeros naturales quitina-quitosana (Q-
Qn): Se pesd 1 g de CPD y se adicionaron 10 g de MAC-141® (metanol-
agua-cloruro de calcio), se dejoé la mezcla en un recipiente de cristal con

tapa por 78 horas y después se filtré en un equipo Millipore (Figura 3.1). El
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polimero extraido es la mezcla de quitina-quitosano que fue adicionada a

los jugos de toronja en concentraciones de 1 y 2 g/L con una

homogeneizaciéon mediante agitacion por 5 minutos (Figura 3.2).

Figura. 3.1. Filtracién en equipo
Millipore

Figura. 3.2. Homogeneizacién de jugo de
toronja con quitina-quitosana en

diferentes concentraciones

Para esta investigacion se elaboraron 8 lotes de jugos de toronja con diferentes

condiciones de procesamiento (tratamiento térmico y adicién de aditivos quimicos

o naturales) conservados a temperatura de refrigeracién. La Tabla 3.1 presenta la

descripcion de cada una de estas muestras.

Tabla 3.1. Descripcion de los tratamientos dados a los diferentes lotes de

jugos de toronja

Referencia

Lote Descripcion
" . Jugo de toronja con adicién de 1y 2 g/L
?5%‘:{3”&?8?‘2? respectivamente de quitina-quitiosana extraido | Seccion 3.1
del cefalotérax del camaron
Controles Jugo.de toronja con gdicién dg 1y2 g/L_
Quitosana S-A respectivamente de quitosana Sigma Aldrich
grado analitico disuelta en acido ascérbico al | Seccién 3.2

(QSA1y QSA2)

2.0%

Acido ascérbico

Jugo de toronja con adicion de 1 g/L de acido

2.0% (AA) ascorbico al 2.0%
Benzoato de sodio Jugo de toronja con adicion de 0.05g/Lde |
(BS) benzoato de sodio en polvo disuelto en el jugo
Blanco (B) Jugo de toronja sin tratamiento = | @ ==----
Blanco Jugo de toronja con tratamiento térmico

pasteurizado (BP)

(pasteurizacion a 631£5°C por 30 min y
envasado aséptico)
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El diagrama de bloques en la Figura 3.1 presenta los pasos de esta investigacion
para la elaboracion y seguimiento de los diferentes parametros de evaluacién de la

vida util de los jugos de toronja.

Seleccion de fruta: Se emplearon toronjas sin

imperfecciones en la parte superficial y de color
uniforme

v

Lavado y cortado: Se lavaron las toronjas con

agua y jaboén para su posterior cortado a la
mitad

4
Exprimido y colado: Se empleé una
exprimidora manual y con una coladera se
eliminaron huesos y pulpa del jugo

2
Homogeneizacién: El jugo de toronja fue

homogeneizado mediante agitacion continua
por 10 minutos

v

Elaboracion de lotes de toronja

y

v y \ y )

Q-an1 Q-Qn2 Q-SA1 Q-SA2 BS AA B BP

y
Evaluacion de la vida util de jugos
I

\

Parametros Evaluacion Parametros
fisicoquimicos sensorial microbiologicos
N '
— . N Pruebas Mesofilos
Vltagnna pH Acidez Bx triangulares aerobios

Figura 3.1. Diagrama de flujo para el proceso de elaboraciéon de los
diferentes lotes de jugo de toronja con diferentes tratamientos y su
posterior evaluacioén de la vida util
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3.2. Elaboraciéon de polimeros de quitosana Sigma Aldrich (SA)
(85% desacetilacion) empleados como controles (QSA1 Y QSA2)

Con el objetivo de evaluar el polimero (quitina-quitosano) extraido del cefalotérax
del camaron obtenido experimentalmente se empled como lote control un polimero
de quitosana de la marca Sigma Aldrich, SA (Figura 3.3) con un porcentaje de

desacetilacion del 85% disuelta en una solucién de acido ascorbico.

Figura 3.3. Quitosana marca Sigma Aldrich (SA) empleada en la elaboraciéon
de lotes control de jugos de toronja

Para la preparacion de este polimero se partio de la investigacion de Flores (2008)
empleando la maxima concentracién de quitosana en su investigacion (2.0%), la
cual fue la que mostré buenos resultados aplicados a recubrimientos en frutas.
Para esto se peso6 1 g de quitosana SA y se disolvieron con 50 mL de una solucién
previamente preparada de acido ascorbico al 2.0% p/v. Esta mezcla se agito
manualmente hasta la disolucion completa de la quitosana, el resultado fue un gel
transparente con alta viscosidad (Figuras 3.4a y 3.4b). Posteriormente, esta
mezcla se adicion6 al jugo en concentraciones de 1 y 2 g/L las cuales son las
concentraciones reportadas en la literatura donde la quitosana no interfiere en las

caracteristicas sensoriales ni fisicoquimicas del producto.

29



Figura 3.4a. Polimero de quitosana Figura 3.4b. Polimero de
Sigma Aldrich (SA) antes de la completa quitosana SA completamente
disolucion homogeneizado

3.3. Parametros fisicoquimicos empleados para evaluar la calidad

del jugo de toronja
Cada uno de los parametros fisicoquimicos fueron evaluados diariamente durante
un periodo de 14 dias. Los jugos fueron preservados durante este tiempo en

refrigeracion aproximadamente a una temperatura de 4+2°C.

3.3.1 Determinacion de pH

Para la determinacion de pH se empled un potenciometro modelo Orion 720-A7.
Para esto se calibro el potenciometro con soluciones reguladoras de pH4y 7 y se
sumergio el electrodo en una porcion de la muestra previamente homogeneizada

(DOF, 1978a). La medicion del pH se realiz6 por triplicado.

3.3.2. Determinacion de acidez titulable

Se tomaron 10 mL de la muestra homogeneizada vy filtrada previamente y se
diluyeron con agua destilada hasta un aforo de 50 mL (DOF, 1978b).
Posteriormente, a esta muestra se le agregaron 0.5 mL de indicador fenolftaleina y
se tituld la muestra con solucién normalizada de NaOH (0.1N) hasta que se
observé un viraje a rosa tenue persistente por 15 segundos (Ortega-Granados,
2011). Este procedimiento se realiz6 por triplicado anotando el volumen de NaOH
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gastado en cada titulacion. Los resultados se expresaron en g de acido citrico por

cada 100 mL de jugo de naranja (Ecuacion 3.1).

% Acidez=V naon " N naoH_*Meq acido citrico 100 (3.1a)
mL

donde:

Vnaon= volumen (mL) de NaOH gastado en la titulacién de la muestra
Nnaow= normalidad del NaOH (mEg/mL)

Mmedacido citrico = Miliequivalentes del acido citrico= 0.0064 g de acido citrico/mEq
mL= volumen de la muestra (mililitros)

La reaccion de neutralizacion del acido citrico con el hidroxido de sodio se

describe de la siguiente manera:

C3HsOH(COOH); + 3NaOH C3H,OH(COONa); + 3H,0 (3.1b)

3.3.3. Determinacién de grados Brix

Para esta determinaciéon se empled un refractbmetro de glucidos Marca Velab
Modelo: CVQ-4013. El aparato se limpié con alcohol etilico y se colocaron unas
gotas de la muestra previamente homogeneizada en el refractometro y se midio la
lectura ajustando el brazo giratorio del aparato hacia delante y hacia atras hasta
que el campo visual se dividié en dos partes, una luminosa y otra obscura (DOF,

1982). Esta determinacion se realiz6 por triplicado.

3.3.4. Determinacion de vitamina C

Se prepar6 una solucion estandar de acido ascorbico (1 mg/mL). Se tomd una
alicuota de 2 mL y se titul6 con 2,6-Diclorofenolindofenol (2,6-DI) hasta un vire
color rosa tenue. Este procedimiento se realizé por triplicado. Para la titulacion del
blanco se tomd una alicuota de 2 mL de agua destilada y se titulé con 2,6-DI hasta

el vire rosa tenue. Este procedimiento se realizé por triplicado. Al valor obtenido
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del estandar se restd el valor del blanco y la concentracion de indofenol se

expreso como mg de acido ascorbico equivalentes a 1 mL de indofenol.

Para la determinacion del contenido de acido ascorbico en la muestra se tomo una
alicuota de 10 mL de la muestra y se llevdo a un aforo de 100 mL con agua
destilada. Posteriormente, se tomé una alicuota de 10 mL que fue titulada con el
2,6-DI hasta el vire rosa tenue. Este procedimiento se realizd por triplicado y el
volumen gastado en cada titulacion se le rest6 el volumen gastado del blanco

(Ecuacion 3.2).
VC = ((P-B)/E-B) *(2 mg sc asc. /M) * (V/IA) (3.2)

donde:
VC= Mg scido Ascorbico/ 100 mL de muestra

P= promedio de volumen (mL) de 2,6-DI empleados en la titulacién de la muestra
B= promedio de volumen (mL) de 2,6-DI empleado en la titulacién del blanco

E= promedio del volumen (mL) de 2,6-DI empleados en la titulacion del estandar
M= alicuota de muestra (10 mL)

V= Volumen final (mL) del aforo de la muestra (100 mL)

A= Volumen de la alicuota tomada para titular (10 mL)

3.4. Parametros microbiolégicos empleados para evaluar la
calidad del jugo de toronja

Los analisis de mesofilos aerobios realizados a los jugos fueron realizados al inicio
del experimento, a los 5 y a los 10 dias de producidos los diferentes lotes de
jugos.

3.4.1. Determinacion de mesofilos aerobios

Para la preparacion y dilucion de las muestras se empled la Norma Mexicana
NMX-F-286 Preparaciéon y dilucibn de muestras de alimentos para analisis
microbiolégicos (DOF, 1992). Al ser una muestra liquida el unico tratamiento que
se le dio fue una homogeneizacion para su posterior dilucion (se realizaron
diluciones de 10" a 10 en una solucién de NaCl 0.8%). Posteriormente, 1mL de

solucion de cada una de las diluciones se inocularon en cajas de Petri estériles por
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duplicado y se agregaron de 12 a 15 mL de medio de cultivo de agar cuenta
estandar a una temperatura de 45 a 48°C mezclando con la muestra (6
movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6
en sentido contrario y 6 de atras a delante) hasta la completa incorporacion del
in6culo en el medio. Se dejo solidificar el medio y se incubaron las cajas en
posicion invertida a una temperatura de 35+2°C por 4812 horas. Transcurrido este
tiempo se seleccionaron las cajas con crecimiento (25 a 250 colonias) y se
contaron todas las colonias desarrolladas (excepto las de hongos), incluyendo las
colonias puntiformes (DOF, 1977; 1994a).

Figura 3.4c. Crecimiento de meséfilos aerobios en cajas de Petri

Para la expresion de resultados se multiplicd por la inversa de la dilucién para
obtener el numero de colonias por mililitro o gramo de la muestra, siguiendo como

ejemplo la Tabla Al del Anexo I.

3.5. Evaluacion sensorial aplicada en los jugos de toronja

En la evaluacion sensorial de los jugos de toronja se realizé una prueba triangular,
la cual es empleada para determinar si un cambio de ingredientes ocasiona
diferencia significativa en un producto donde generalmente se usan de 30 a 50
réplicas (Pedrero y Pangborn, 1989). Esta prueba es una comparacién
direccionada y binomial de una cola, en donde la probabilidad de acierto al azar es
de 1/3.
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Para este disefio sensorial se realiz6 una prueba triangular con tres juegos de
muestras. Esta prueba se realizé un dia después de haberse producidos los lotes
de jugos con 36 jueces de los cuales 21 fueron del sexo femenino y 15 del sexo
masculino con un rango de edades entre 20 y 36 afos (Figura 3.5). Las muestras

evaluadas fueron las siguientes:

1) Blancovs Q-Qn 1 g/L
2) Blanco vs Q-Qn 2 g/L
3) Q-Qn 2g/L vs Q-SA 2 g/L

En este experimento se buscd comprobar si existia alguna diferencia significativa
en la adicion de la mezcla de polimeros extraidos de camarén (quitina-quitosano)
y su posible efecto en el cambio de alguna caracteristica sensorial en el producto
terminado. El objetivo de soélo realizar pruebas triangulares con los lotes que
tenian adicionada quitina-quitosana y quitosana marca sigma aldrich fue debido a
que en la revisidon bibliografica se hallé que estas soluciones producen un sabor
amargo al adicionarse a jugos, por lo que unicamente se comparo el blanco contra
los lotes que tenian quitina-quitosana en dos concentraciones (1 y 2 g/L). Por otro
lado se quiso comprobar si existia un sabor similar producido entre los lotes
adicionados con soluciones de quitina-quitosana y quitosana marca Sigma Aldrich
por lo que se evaluaron dichos lotes con la concentracion mas altas que fue de

2g/L para saber si existian diferencias significativas.

En el cuestionario empleado en esta prueba (Figura All, Anexo Il), la pregunta
realizada a los panelistas fue detectar cual era la muestra diferente de 3 muestras
presentadas con numeros aleatorios. El disefio experimental de esta prueba se

aprecia en la Tablas ClI, DIl y Ell del Anexo II.
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Figura 3.5. Lugar destinado para la evaluacion sensorial de jugos de toronja

Para el analisis de resultados de las pruebas triangulares se utilizé la Tabla All y
Bll del Anexo Il (Stone y Sidel, 1993) con un nivel de significancia del 5%
arrojando un nivel de confiabilidad del 95% con la cual se pueden identificar si

existen diferencias significativas entre las muestras a analizar.

3.6. Analisis estadisticos realizados durante el experimento

Los resultados experimentales fueron analizados estadisticamente mediante un
analisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés, analysis of variance) y
pruebas de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher empleando un

programa de computo (Statgraphics Centurion XV1 Version 16.2.04).

Las hipétesis planteadas en este disefio experimental fueron las siguientes:

Todos los tratamientos conservan de igual manera el producto basado
Ho: en los parametros fisicoquimicos (pH, °Bx, acidez y vitamina C) en los
14 dias

Al menos un tratamiento es diferente en la conservacion del producto
Hi: basado en los parametros fisicoquimicos (pH, °Bx, acidez y vitamina C)
en los 14 dias
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados experimentales de esta investigacion
divididos de acuerdo con los siguientes parametros: fisicoquimicos, sensoriales y

microbiologicos.

4.1. Parametros fisicoquimicos

4.1.1. Acidez

La acidez en los jugos se evalud durante los primeros 14 dias a la produccion del
jugo. En la Grafica 4.1 se observa una tendencia relativamente constante en todos
los lotes de jugos durante los primeros 4 dias. Posterior a este tiempo se observa
una tendencia decreciente en el dia 5 y posteriormente un comportamiento

constante en los siguientes dias.
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Significados: Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma
Aldrich; BS.-Benzoato de sodio 0.05g/L; AA.- Acido ascérbico; Blanco.-
Muestra sin tratamiento; BP.- Blanco pasteurizado

Grafico 4.1. Comparacion en el cambio de porcentaje de acidez total
(g de acido citrico por cada 100 mL de jugo) en los diferentes lotes
de jugo de toronja durante 14 dias 36



La acidez de los jugos de toronja se debe a la presencia del acido citrico que

representa el 90% de los acidos totales principalmente y, en menor proporcién, a

otros acidos como el acido malico, oxalico y ascoérbico. La proporcién de acidos

sobre el total del jugo suele ser aproximadamente del 1.0% (Perrilla, 2012).

Los lotes de quitosana (Q-Qn y Q-SA 1 g/L) y de acido ascérbico (AA) no tuvieron

un cambio inicial de acidez con respecto al blanco. Por el contrario los adicionados

con quitosana (Q-Qn y Q-SA 2 g/L) presentaron una menor acidez, al igual que el

blanco pasteurizado y el lote adicionado con benzoato de sodio (Tabla 4.1). Con

respecto a los valores finales de acidez, los lotes que presentaron una menor

pérdida de acidez fueron el Q-Qn 2 g/L, benzoato de sodio y el blanco

pasteurizado.

Tabla 4.1. Valores iniciales y finales de acidez en jugos de toronja

Acidez (%) Acidez (%)
Lote Valor inicial Valor final Dife(l;z;wia
Dia 0 Dia 14
Q-Qn 1 g/L 1.217 £ 0.031 | 0.978 + 0.026 0.239
Q-Qn 2 g/L 1.173+£0.015| 1.018 +0.031 0.155
Q-SA1g/L 1.127 £0.010 | 0.978 + 0.031 0.149
Q-SA 2 g/L 1.195 +0.010 | 0.978 £ 0.010 0.217
Benzoato de sodio 0.05 g/L (BS) | 1.195+0.010 | 1.018 + 0.026 0.177
Acido ascorbico 1 g/L (AA) 1.217 £0.031 | 0.978 +£0.010 0.239
Blanco 1.217 £0.026 | 1.043 £ 0.010 0.174
Blanco pasteurizado (BP) 1.173+0.031 | 1.059 + 0.026 0.114

Significados: Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma Aldrich; BS.-
Benzoato de sodio 0.05 g/L; AA.- Acido ascoérbico; Blanco.- Muestra sin tratamiento; BP.-

Blanco pasteurizado
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De acuerdo con el analisis estadistico de varianza (Tabla Alll, Anexo lll), las
variables de tiempo (dias) y tratamiento no tuvieron un efecto estadisticamente
significativo sobre el parametro de acidez con un nivel de significancia del 5.0%
(p<0.05). Asi mismo, se realizaron pruebas de analisis de medias y de rangos
multiples para el tratamiento de acidez por tratamiento (Grafico 4.2 y Tabla Blll y
Clll, Anexo Ill) donde se puede observar que el unico lote que presento diferencias
significativas fue el de quitina-quitosana en una concentraciéon de 2 g/L (Q-Qn
2g/L).

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Significados: Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma
Aldrich; BS.-Benzoato de sodio 0.05 g/L; AA.- Acido ascoérbico; Blanco.- Muestra
sin tratamiento; BP.- Blanco pasteurizado

Grafico 4.2. Comparacion de los tratamientos aplicados a jugos de toronja
mediante una determinacion de diferencia significativa entre los valores de
acidez

La quitosana ha mostrado reducir la acidez de jugos de frutas debido a su
propiedad de ligar acidos. En un estudio se encontré que al agregar quitosana en
una concentracion de 0.015 g/mL a un jugo de uva, el contenido total de acidez
fue reducido en un 52.6% reflejado en la reduccion de la cantidad de acido citrico,
tartarico L-malico, acido oxalico y acido ascérbico en 56.6, 41.2, 38.8, 36.8 y 6.5%

respectivamente (Shahidi y col.,, 1999). Sin embargo, en este estudio no se
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observo ese efecto pudiéndose deber a la baja concentracion de quitosana (1 y
2g/L) adicionada a los jugos de toronja.

4.1.2. Valor de pH

Los valores de acidez y de pH estan relacionados debido a que al aumentar el pH
se ve disminuido el valor de acidez de los alimentos. En el parametro de pH en los
diferentes lotes de toronja se observo una tendencia creciente al transcurrir los
dias de almacenamiento (Grafico 4.3) la cual se relaciona con la disminucion de la

acidez en los diferentes lotes de jugo de toronja.
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Significados: Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma Aldrich; BS.-
Benzoato de sodio 0.05 g/L; AA.- Acido ascérbico; Blanco.- Muestra sin tratamiento; BP.-
Blanco pasteurizado

Grafico 4.3. Comparacion en el cambio de pH en los diferentes lotes de jugo
de toronja durante 14 dias

Los resultados de la Tabla 4.2 pueden compararse con los obtenidos por Barry-
Ryan y col. (2009), quienes en su estudio con jugos de naranja enriquecidos con
quitosana de la marca Sigma Aldrich en concentraciones de 0 a 2 g/L los rangos

de pH abarcaron un intervalo de 4.1 a 5.7 los cuales fueron comparados con otros
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estudios donde el rango de valores de pH en jugos de naranja fueron de 3.05 a
3.35. En este experimento los lotes adicionados de quitosana (Q-Qny Q-SA 1y
2g/L) no mostraron un aumento de pH inicial importante con respecto al blanco, lo
cual pudo deberse a diferentes factores entre los que destacan 1) los disolventes
2) la

concentracion de dicho compuesto empleado en cada uno de los estudios. Sin

empleados para disolver la quitosana comercial y experimental,
embargo, una de las conclusiones a las que se llega en este experimento y en el
estudio mencionado con anterioridad es que el aumento de pH se encuentra
relacionado proporcionalmente con el deterioro microbiano debido al periodo de

almacenamiento.

Tabla 4.2. Valores iniciales y finales de pH en jugos de toronja

Lote Valor nicial | Valor final | Diferencia
Dia 0 Dia 14
Q-Qn 1 g/L 3.133+ 0.10 | 3.382 £ 0.06 0.249
Q-Qn 2 g/L 3.184 £ 0.15 | 3.321 £ 0.03 0.137
Q-SA 1g/L 3.146 £ 0.08 | 3.393 £ 0.22 0.247
Q-SA 2 g/L 3.179#0.15 | 3.391 +0.16 0.214
Benzoato de sodio 0.05 g/L (BS) | 3.236 £ 0.19 | 3.471 £ 0.06 0.235
Acido ascorbico 1 g/L (AA) 3.206 £ 0.05 | 3.351+0.12 0.145
Blanco 3.190 £ 0.06 | 3.385 + 0.05 0.195
Blanco pasteurizado (BP) 3.148 £ 0.09 | 3.412 +£0.06 0.264

Significados Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma Aldrich; BS.-
Benzoato de sodio 0.05 g/L; Blanco.- Muestra sin tratamiento; BP.- Blanco pasteurizado

Asi mismo, en ese estudio Barry-Ryan y col. (2009) se demostré que el pH fue
significativamente afectado por el tiempo de almacenamiento, asi como por los

tratamientos de quitosana con diferentes concentraciones (p<0.05).
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Esto querria decir que el pH aumentd conforme la concentracion de quitosana se
incrementd. En este experimento, de acuerdo con el analisis estadistico de
varianza (Tabla DI, Anexo lll), las variables de tiempo de almacenamiento (dias)
y los diferentes tratamientos tuvieron un efecto estadisticamente significativo
sobre el parametro de pH con un nivel de significancia del 5.0% (p<0.05). Las
pruebas de analisis de medias y de rangos multiples para este tratamiento (Grafico
4.4 y Tabla EIlll y FlIl, Anexo Ill) mostraron que las principales diferencias se
encontraron principalmente en los lotes de benzoato de sodio (BS) y Quitina-
Quitosana 2 g/L que fueron significativamente diferentes a los demas lotes de jugo
de toronja, el cual presenté la menor pérdida de pH de todos los lotes al final de

los 14 dias.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Significados: Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma
Aldrich; BS.-Benzoato de sodio 0.05 g/L; AA.- Acido ascérbico; Blanco.- Muestra
sin tratamiento; BP.- Blanco pasteurizado

Grafico 4.4. Prueba de rangos multiples para el parametro de pH
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4.1.3. Valores de °Bx

Se cree que la quitosana es capaz de reducir los sélidos solubles totales de jugos
de frutas debido a su carga positiva cargada y su habilidad para coagular solidos
suspendidos, incrementando la capacidad de floculacién que podria actuar ligando
el azucar (negativamente cargado) (Sapers, 1992). En este experimento se
evaluaron los solidos solubles totales expresados como grados Brix (‘Bx) durante
14 dias para todos los lotes de jugos, los cuales se mantuvieron constantes con un
valor de 10 ‘Bx. Esto fue contrario a lo encontrado en el estudio de Jabbar y
Kareem (2012) donde la quitosana redujo el valor de los grados Brix en un jugo de
uva adicionada en concentraciones en un rango de 0.2 a 1 g/L. Por otro lado,
Castro y col. (2012) en su estudio sobre jugos con fruta de la pasion observaron
en su estudio que al adicionar quitosana el valor de los grados Brix aumenté del 3
al 5%. En ambos estudios se puede observar que el tiempo de almacenamiento no
es un factor que influya directamente sobre los soélidos solubles totales en un

periodo de 10 a 15 dias.

4.1.4. Vitamina C

Como se puede observar en el Grafico 4.5, la concentracidén de vitamina C (mg de
acido ascorbico/100 mL de jugo) siguié una tendencia decreciente en todos los
lotes de jugos. Inicialmente existi6 una pérdida de aproximadamente el 25% de

vitamina C en el caso de que exista un tratamiento térmico.

La vitamina C es sensible a las reacciones de oxidacion, destruyéndose con gran
facilidad durante el procesado de los alimentos siendo este parametro un indice de
la calidad de los alimentos procesados. Entre los numerosos factores que pueden
influir en los mecanismos de degradacion de este compuesto se pueden citar la
temperatura, la concentracién de azucar, el pH, el oxigeno, las enzimas, los
catalizadores metalicos, la concentracion inicial de acido y la relacion acido

ascorbico — acido dehidroascorbico (su forma oxidada) (Cedefio, 2011).
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Otros factores que pueden contribuir a la degradacion de las vitaminas durante la
vida util de los alimentos pueden ser el tipo de envase, el tiempo y las condiciones
de almacenamiento como la exposicion al oxigeno, la luz y el incremento de la

temperatura (Cedefo, 2011; Konrad y Grimm, 2007).
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Grafico 4.5. Comparacion en el cambio de vitamina C (mg de acido
ascorbico/100mL de jugo) en los diferentes lotes de jugo de toronja durante
14 dias

En la Tabla 4.3 se puede observar que el lote con menor contenido de vitamina C
al inicio del experimento fue el blanco pasteurizado debido al tratamiento térmico
dado en el cual la pérdida inicial de vitamina C fue del 11.9%. Las reacciones de
pardeamiento no-enzimatico durante tratamientos térmicos producen cambios de
color, glucidos y pérdidas de vitamina C que afectan la calidad de los jugos de
frutas (Avalo y col., 2009). Con respecto a los otros lotes comparados con el
blanco la mayoria fueron semejantes exceptuando al lote de acido ascorbico el
cual mostré un aumento inicial de vitamina C porque en su formulacion se agregé

1 g/L de una solucion al 2.0% de este acido.
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Tabla 4.3 Valores iniciales y finales de vitamina C en jugos de toronja

Vitamina C Vitamina C
Lote Valor inicial Valor final Pérdida
(mg/100 mL) (mg/100 mL) (mg/100 mL)
Dia 0 Dia 14
Q-Qn 1 g/L 51.729+ 0.350 32.633 +0.35 19.096
Q-Qn 2 g/L 51.891 + 0.228 32.029 + 0.100 19.826
Q-SA 1 g/L (QSA1) 53.663 + 0.30 33.842 + 0.220 17.821
Q-SA 2 g/L (QSA2) 51.246 +0.30 35.957 + 0.142 15.289
Benzoato de sodio
0.05 gL (BS) 53.502 + 0.228 31.525 + 0.142 21.977
Acido asf::;'co Tall 57.209 + 0.228 35.453 + 0.570 21.756
Blanco (B) 51.568 + 0.142 32.633 + 0.100 18.935
Blanco ‘zg‘;‘ffu”za"o 45.445 + 0.395 25.986 + 0.247 19.459

Significados: Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma Aldrich; BS.-Benzoato
de sodio 0.05 g/L; AA.- Acido ascérbico; Blanco.- Muestra sin tratamiento; BP.- Blanco
pasteurizado

Al final del experimento se compararon las pérdidas de vitamina C al término de
los 14 dias donde se pudo observar que todos los lotes tuvieron una pérdida
similar que va de 15 a 21 mg/100 mL de jugo. Sin embargo, el blanco pasteurizado
fue de los lotes con menor contenido de vitamina C al final del periodo de

evaluacion.

De acuerdo con la AIIN (por sus siglas en inglés, Association of the Industry of
Juices and Nectars and Vegetables of the European Union), el contenido de acido
ascorbico debe de ser mayor a 20 mg/100 mL en jugos citricos en la fecha de
expiracion del producto. Este valor es usado para estimar el final de la vida util de
los jugos donde el 50% aproximadamente de acido ascorbico se ha degradado

(Polydera y col., 2003). Con referencia en este valor se puede concluir que todos
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los lotes de jugos al final del periodo de evaluacion registraron concentraciones de
vitamina C mayores por lo que se puede estimar una vida util de estos productos
por un periodo de 14 dias. Por otro lado, se deberan de considerar otros

parametros importantes como los resultados microbioldgicos.

En el analisis estadistico de varianza (Tabla GlII, Anexo lll), las variables de
tiempo de almacenamiento (dias) y los diferentes tratamientos presentaron un
efecto estadisticamente significativo sobre el parametro de vitamina C con un nivel
de significancia del 5.0% (p<0.05). Las pruebas de analisis de medias y de rangos
multiples para este tratamiento (Grafico 4.6 y Tablas HIlIl y Jlll, Anexo IlII)
mostraron que las principales diferencias se deben principalmente a los lotes de
acido ascorbico (AA), blanco pasteurizado (BP) y Q-SA 2 g/L que fueron
estadisticamente diferentes a todos los demas lotes (p<0.05). Por otro lado, los
lotes adicionados con quitosana (Q-Qn 1y 2 g/L y Q-SA 1 g/L) y benzoato de

sodio (BS) no mostraron diferencias significativas entre si.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Significados: Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma
Aldrich; BS.-Benzoato de sodio 0.05 g/L; AA.- Acido ascérbico; Blanco.-
Muestra sin tratamiento; BP.- Blanco pasteurizado

Grafico 4.6. Prueba de rangos multiples para el parametro de vitamina C
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Barry-Ryan y col. (2009) mencionan en su estudio con jugos de naranja que a
bajas concentraciones de quitosana (0 a 0.8 g/L) no se afectan los contenidos de
acido ascorbico debido a las propiedades que tiene la quitosana como

secuestrante de acidos.

4.2. Pruebas microbiologicas

4.2.1. Meséfilos aerobios

Para la parte microbiolégica de esta investigacion se realizaron tres pruebas de
mesdfilos aerobios a los 0, 5 y 10 dias. Como se aprecia el Grafico 4.7 en el dia
de inicio del experimento, el tratamiento con menor carga microbiana fue el blanco
pasteurizado (BP). Asi mismo, al final de este estudio después de los 10 dias de
almacenamiento del jugo de toronja se observd que el lote que mostroé tener
mejores resultados microbioldgicos fue el blanco pasteurizado con cargas
microbianas menores con respecto a los otros lotes. Sin embargo, los lotes
adicionados de quitosana experimental y comercial (Q-Qn y Q-SA 1y 2 g/L), asi
como el adicionado con benzoato de sodio (0.05 g/L) presentaron un decremento
de carga microbiana cuando fueron comparados con el blanco al que no se le

proporciono ningun tratamiento.

En investigaciones anteriores se ha atribuido un efecto antimicrobiano a la
quitosana cuando es adicionada en alimentos. Tanvir y col. (2014) realizaron un
estudio con quitosana agregada a jugos de naranja como conservador. Los
resultados de su experimento sefialan que la quitosana actua como un buen
conservador en dosis de 0.5% y 1.0%. Ademas, concluyen que con la mayor dosis
empleada de quitosana el efecto antimicrobiano donde se logra extender la vida
de anaquel de un jugo es un promedio de 8 dias. Resultados similares fueron
obtenidos de esta investigacion donde los tratamientos con mayor concentraciéon
de qutiosana (Q-Qn y Q-SA 2 g/L) presentaron una menor carga microbiana que
con los comparados que fueron adicionados en una concentracion menor de
quitosana (Q-Qn y Q-SA 1 g/L).
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—8—Q-QN 2 g/L

Q-SA 1g/L
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Mesofilos aerobios Log 10 UFC/mL

t (dias)

Significados: Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma Aldrich; BS.-
Benzoato de sodio 0.05 g/L; AA.- Acido ascoérbico; Blanco.- Muestra sin tratamiento; BP.-
Blanco pasteurizado

Grafico 4.7. Resultados de prueba microbiolégica de mesoéfilos aerobios en
jugos de toronja

Asi mismo, estudios en jugo de manzana por Roller y Covill (1999) demostraron
que la quitosana en concentraciones de 0.5 a 1 g/L posee propiedades
antifungicas. Devlieghere y col. (2004b) concluyeron en su estudio que la actividad
antimicrobiana de la quitosana unicamente se presentara en alimentos con bajo

contenido proteinico y bajo contenido de NaCl.

4.3. Pruebas sensoriales

Para las pruebas sensoriales se realizé una prueba triangular con 3 juegos de
muestras donde se compararon unicamente las muestras adicionadas con quitina-
quitosana y quitosana marca Sigma Aldrich (SA). Las muestras seleccionadas
para ser comparadas fueron las siguientes:

1) Blanco vs Q-Qn 1 g/L
2) Blanco vs Q-Qn 2 g/L
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3) Q-Qn 2 g/L vs Q-SA 2 g/L

Los resultados de la Tabla 4.4 muestran el consolidado de respuestas por cada
pareja de muestras analizadas y el resultado de respuestas minimas correctas de
las Tablas All y Bll del Anexo Il que se emplearon para verificar si existian

diferencias significativas entre las muestras con un nivel de significancia del 5%.

Con base en esto se puede observar que las unicas diferencias significativas
(p<0.05) sensoriales encontradas fueron entre los lotes del Blanco vs Q-Qn 2 g/L
donde los principales comentarios arrojados en este prueba fueron que se percibia
un sabor amargo en las muestras con adiciéon de quitina—quitosana (Q-Qn) en
concentraciones de 2 g/L; sin embargo, a la concentraciones de 1 g/L no se

percibieron diferencias significativas (p<0.05) con respecto al blanco.

Resultados similares se encontraron en otro estudio donde Devlieghere y col.
(2004b), demostraron que al aplicar recubrimientos de quitosana en
concentraciones al 0.5% en lechugas se desarrollaba un sabor amargo, aunque en
fresas no se presentd este fendmeno, por lo que se puede decir que el sabor
desarrollado por la quitosana puede depender del alimento al que se le aplica y de

la concentracion en la cual es adicionada.

Tabla 4.4. Resultados de pruebas triangulares entre diferentes lotes de jugo

de toronja
Respuestas Numero. de respuestas
Juego de muestras - -
correctas minimas
Blanco vs Q-Qn 1 g/L 16
Blanco vs Q-Qn 2 g/L 30 24
Q-Qn 2 g/L vs QSA 2 g/L 13

Significados Q-Qn.- Mezcla de Quitina-Quitosana; Q-SA.- Quitosana Sigma Aldrich; Blanco.-
Muestra sin tratamiento

*Donde; Numero minimo de respuestas correctas con un nivel de significancia del 5% de acuerdo
con las Tablas All y Bll del Anexo Il
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Barry-Ryan y col. (2009) encontraron que mientras mayor fuese la concentraciéon
adicionada de quitosana en jugos era menor el grado de aceptabilidad en los
parametros sensoriales debido al sabor amargo de la quitosana, encontrandose
una calificacion mayor en el sabor general del jugo cuando la concentracion de
quitosana resulto ser la mas baja (0.4 g/L). Asi mismo, concluyeron que los jugos
enriquecidos con quitosana fueron considerados aceptables, caso contrario a los
que tuvieron un proceso de pasteurizacion donde se afectaba negativamente el

sabor de los jugos.

En este experimento se encontré que el lote de blanco pasteurizado (BP) fue el
unico lote que presentd un cambio en la coloracion del jugo. Esto puede deberse a
que las temperaturas elevadas favorecen reacciones de pardeamiento no
enzimatico dando lugar a compuestos altamente reactivos que pueden reaccionar
con algunas vitaminas, oxidandolas y produciendo compuestos oscuros que
modifican el color, aroma y sabor de la fruta. Por ejemplo, en la degradacion
anaerobia de la vitamina C, en medios muy acidos y con aplicaciéon de calor se
produce el acido 2-cetoguldnico, a partir del cual se produce el furfural que es el

intermediario de las reacciones de pardeamiento no enzimatico (Osorio, 2008).

Por otro lado, durante el tratamiento con calor los glucidos presentes como
sacarosa pueden hidrolizarse en fructosa y glucosa, siendo estos monosacaridos
glucidos reductores que pueden participar en las reacciones de caramelizacion y

de Maillard cuando hay aminoacidos presentes (Avalo y col., 2009).
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

De acuerdo con el objetivo planteado en esta investigacion el cual era el de

“‘Evaluar el efecto de la adicion de una mezcla de biopolimeros de quitina-

quitosana obtenida del cefalotérax del camardn en jugos de toronja, corroborando

su comportamiento a través del tiempo mediante parametros fisicoquimicos (pH,

acidez, ‘Bx y vitamina C), microbiolégicos (mesofilos aerobios) y sensoriales”, a

continuacion se presentan las conclusiones derivadas de la experimentacion

realizada.

Las adiciones de quitina-quitosana a dos diferentes concentraciones (1 g/L
y 2 g/L) no mostraron diferencias significativas (p<0.05) en el parametro de
acidez, contrario a otros estudios que demostraron que la adicién de
quitosana disminuye la acidez de los alimentos. El tratamiento de quitina-
quitosana en concentracion de 2 g/L presentd diferencias significativas al
ser el tratamiento con menor variacién en el pH.

En cuanto al parametro de vitamina C, la adicion de quitina-quitosana en
diferentes concentraciones (1 g/L y 2 g/L) no mostré diferencias
significativas (p<0.05) en el contenido de vitamina C contrario al blanco que
tuvo un proceso térmico de pasteurizacion el cual tuvo una disminucion
significativa (p<0.05) de este parametro lo que afecta la calidad nutritiva de
los jugos de toronja.

Sensorialmente la adicion de quitina-quitosana en concentraciones mayores
a 1 g/L afectaron el perfil sensorial de los jugos de toronja con un aumento
en el sabor amargo que no fue agradable por lo que su uso debera de

limitarse a concentraciones menores o iguales a 1 g/L.
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e Puede concluirse que la adicibn de quitina-quitosana no impacta el
comportamiento de ninguno de los parametros fisicoquimicos pero muestra
buenos resultados al disminuir la carga microbiana casi 3 ciclos
logaritmicos lo que indica una buena oportunidad para sustituir un
tratamiento térmico que produce cambios organolépticos y nutritivos

(disminucion de vitamina C).

5.2. Recomendaciones

Con base en esta experimentacidn se sugiere continuar la investigacion hacia los

siguientes rubros:

e Estudiar la combinacion de la adicion de mezclas de quitina-quitosana en
concentraciones de 1 g/L con tratamientos no térmicos de procesamiento
como altas presiones hidrostaticas, radiacion UV y campos eléctricos
pulsantes de alta Intensidad

e Realizar estudios microbiolégicos de hongos y levaduras y de algunos otros
microorganismos especificos de jugos para aumentar el conocimiento de la
quitosana como compuesto antimicrobiano natural

e Estudiar cdmo afecta la adicion de mezclas de quitina-quitosana en la
reologia de los jugos

e Realizar estudios para evaluar la clarificacion de jugos con estas mezclas

de polimeros.
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ANEXOS

ANEXO I. INTERPRETACION DE RESULTADOS
MICROBIOLOGICOS

Tabla Al. Ejemplo para el calculo de resultados de cuenta en placa, utilizado

ensayos por duplicado (Rango de sensibilidad: 25 a 250 colonias) (Camacho

y col., 2009)
Diluciones
Seri > 3 ” Resultado ob .
erie 10" 10 10 UFC/ mL servaciones
A >250 178 16 18 x 10° Si estan dentro del rango se
B >250 190 17 promedian los datos de la dilucion
Se promedian los datos de las
A >250 220 25 23 x 10* diluciones que estén dentro del
B >250 138 28 rango y se promedian ambos
resultados
16 x 102 Se promedian datos de la dilucion
A 18 2 0 Valor 10?2 aunque estan fuera de rango
B 14 0 0 . ya que son los mas cercanos y se
estimado p : "
anota “valor estimado
5
A >250 >250 512 50 XI 10 Se toma la mas alta que se pueda
B >250 >250 495 valor contar y se anota “valor estimado”
estimado
>100 Se reporta como <1 en la dilucién
A 0 0 0 Valor mas baja que se utilizd, en este
B 0 0 0 estimado | €@S° 10%. Se registra como
“sensibilidad del método”
Se consideran las placas que estan
dentro del rango y se promedian
A >250 216 23 28 x 10° con sus duplicados aunque éstos
B >250 262 42 X salgan del rango. Finalmente, se
promedian los resultados de ambas
diluciones

*Las cifras sombreadas son las que se consideran adecuadas para realizar los calculos
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ANEXO Il. PRUEBAS TRIANGULARES

Tabla All. Valores minimos de juicios correctos para establecer diferencias
significativas en diferentes niveles de probabilidad para pruebas triangulares
(p=1/2) (Stone y Sidel, 2004)

Numero de Niveles de probabilidad

p“‘(‘:‘;’as 005 | 004 | 003 | 002 | 001 | 0005 | 0.001
7 7 7 7 7 7 - =
8 7 7 8 8 8 8 =
9 8 8 8 8 9 9 =
10 9 9 9 9 10 10 10
11 9 9 10 10 10 11 11
12 10 10 10 10 11 11 12
13 10 11 11 11 12 12 13
12 11 11 11 12 12 13 13
15 12 12 12 12 13 13 14
16 12 12 13 13 12 12 15
17 13 13 13 12 12 15 16
18 13 12 12 12 15 15 16
19 14 12 15 15 15 16 17
20 15 15 15 16 16 17 18
21 15 15 16 16 17 17 18
22 16 16 16 17 17 18 19
23 16 17 17 17 18 19 20
24 17 17 18 18 19 19 20
25 18 18 18 19 19 20 21
26 18 18 19 19 20 20 22
27 19 19 19 20 20 21 22
28 19 20 20 20 21 22 23
29 20 20 21 21 22 22 24
30 20 21 21 22 22 23 24
31 21 21 22 22 23 24 25
32 22 22 22 23 24 24 26
33 22 23 23 23 24 25 26
34 23 23 23 24 25 25 27
35 23 24 24 25 25 26 27
36 24 24 25 25 26 27 28
37 24 25 25 26 26 27 29
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Tabla BIl. Valores minimos de juicios correctos para establecer diferencias
significativas en diferentes niveles de probabilidad para pruebas triangulares
(p=1/2) (Stone y Sidel, 2004)

Numero de Niveles de probabilidad

pruebas 0.05 0.04 0.03 0.02 0.01 0.005 0.001
(n)
38 25 25 26 26 27 28 29
39 26 26 26 27 28 28 30
40 26 27 27 27 28 29 30
41 27 27 27 28 29 30 31
42 27 28 28 29 29 30 32
43 28 28 29 29 30 31 32
44 28 29 29 30 31 31 33
45 29 29 30 30 31 32 34
46 30 30 30 31 32 33 34
47 30 30 31 31 32 33 35
48 31 31 31 32 33 34 36
49 31 32 32 33 34 34 36
50 32 32 33 33 34 35 37
60 37 38 38 39 40 41 43
70 43 43 44 45 46 47 49
80 48 49 49 50 51 52 55
90 54 54 55 56 57 58 61
100 59 60 60 61 63 64 66

54




Figura All. Cuestionario empleado por los panelistas para las pruebas
triangulares

Nombre:

Fecha:

Instrucciones: Frente a ti hay 3 juegos con muestras codificadas
respectivamente, dos de ellas son iguales y una es diferente. Empezando
por la izquierda, escribe el numero de codigo de cada muestra, evalualas
sensorialmente y circula el codigo de la muestra que es diferente a las
otras dos. Enjuagate bien la boca entre cada dos soluciones. Puedes
reevaluar las muestras, si no encuentras diferencia aparente; adivina lo
mejor que puedas para elegirla.

Si tienes alguna duda, por favor pregunta antes de empezar la prueba.

Juego 1

Juego 2

Juego 3

Comentarios:
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Tabla CIl. Disefio experimental de la prueba triangular Blanco vs Q-Qn 1g/L

# Panelista |Producto Caédigos por panelista

1 B 544 A 618 A 610
2 A 124 B 336 A 941
3 B 569 B 357 A 803
4 A 881 A 439 B 946
5 A 612 B 177 B 106
6 B 586 A 691 B 100
7 A 842 B 847 A 640
8 B 448 B 811 A 874
9 B 479 A 519 B 756
10 A 936 B 858 B 563
11 A 975 A 505 B 745
12 B 700 A 224 A 556
13 A 507 B 228 A 148
14 B 438 A 525 A 676
15 B 729 B 186 A 961
16 A 989 A 789 B 410
17 A 973 B 992 B 237
18 B 526 A 167 B 206
19 A 642 A 576 B 806
20 A 416 B 564 B 903
21 B 721 A 805 A 562
22 B 629 B 911 A 693
23 B 168 A 927 B 145
24 A 641 B 709 A 766
25 B 247 B 681 A 712
26 A 214 B 338 A 809
27 A 590 A 252 B 853
28 B 455 A 405 A 653
29 A 663 B 980 B 218
30 B 828 A 934 B 454
31 B 553 B 216 A 714
32 A 256 A 428 B 761
33 A 300 B 287 B 763
34 B 152 A 591 A 683
35 A 294 B 364 A 476
36 B 829 A 754 B 296

A=Muestra sin tratamiento (Blanco)
B: Muestra Q-Qn 1g/L

*Color azul: Senala cual es la muestra que es diferente en cada tercia
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Tabla DII. Disefio experimental de la pruebas triangular Blanco vs Q-Qn 2 g/L

# Panelista |Producto Caédigos por panelista

1 B 892 A 360 B 604
2 A 440 A 767 B 107
3 A 621 B 713 A 620
4 B 498 A 912 A 722
5 A 839 B 758 B 483
6 B 244 B 752 A 968
7 A 790 B 947 A 695
8 A 634 A 518 B 333
9 A 101 B 402 B 271
10 B 895 B 504 A 344
11 B 863 A 857 A 443
12 B 568 A 202 B 137
13 A 129 A 597 B 649
14 A 617 B 978 A 595
15 A 856 B 515 B 527
16 B 318 A 723 A 747
17 B 246 B 692 A 827
18 B 625 A 650 B 466
19 B 678 A 261 B 797
20 A 111 B 361 B 684
21 B 977 A 158 A 297
22 A 368 A 922 B 859
23 B 409 B 420 A 770
24 A 241 B 351 A 972
25 B 706 A 633 A 894
26 B 203 B 319 A 666
27 B 149 A 908 B 329
28 A 808 B 464 B 248
29 A 451 A 984 B 492
30 A 441 B 995 A 931
31 A 698 A 549 B 546
32 B 910 A 817 A 861
33 B 234 A 169 B 543
34 A 732 B 914 B 759
35 A 970 B 127 A 878
36 B 746 B 341 A 779

A=Muestra sin tratamiento (Blanco)
B: Muestra Q-Qn 2 g/L

*Color azul: Senala cual es la muestra que es diferente en cada tercia

57



Tabla Ell. Disefio experimental de la prueba triangular Q-Qn 2 g/L vs Q-SA 2 g/L

# Panelista |Producto Caédigos por panelista

1 B 544 A 618 A 610
2 A 124 B 336 A 941
3 B 569 B 357 A 803
4 A 881 A 439 B 946
5 A 612 B 177 B 106
6 B 586 A 691 B 100
7 A 842 B 847 A 640
8 B 448 B 811 A 874
9 B 479 A 519 B 756
10 A 936 B 858 B 563
11 A 975 A 505 B 745
12 B 700 A 224 A 556
13 A 507 B 228 A 148
14 B 438 A 525 A 676
15 B 729 B 186 A 961
16 A 989 A 789 B 410
17 A 973 B 992 B 237
18 B 526 A 167 B 206
19 A 642 A 576 B 806
20 A 416 B 564 B 903
21 B 721 A 805 A 562
22 B 629 B 911 A 693
23 B 168 A 927 B 145
24 A 641 B 709 A 766
25 B 247 B 681 A 712
26 A 214 B 338 A 809
27 A 590 A 252 B 853
28 B 455 A 405 A 653
29 A 663 B 980 B 218
30 B 828 A 934 B 454
31 B 553 B 216 A 714
32 A 256 A 428 B 761
33 A 300 B 287 B 763
34 B 152 A 591 A 683
35 A 294 B 364 A 476
36 B 829 A 754 B 296

A=Muestra Q-Qn 2 g/L
B: Muestra Q-SA 2 g/L
*Color azul: Senala cual es la muestra que es diferente en cada tercia
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ANEXO lll. RESULTADOS DE PRUEBAS ESTADISTICAS

La Tabla Alll descompone la variabilidad de ACIDEZ en contribuciones debidas a
varios factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de
los factores. Puesto que ningun valor-P es menor que 0.05, ninguno de los
factores tiene un efecto estadisticamente significativo sobre ACIDEZ con un 95.0%

de nivel de confianza.

Tabla Alll. ANOVA del parametro de acidez en jugos de toronja

Fuente Suma de Gl | Cuadrado | Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Tratamiento 668.10 7 95.44 1.00 0.43
B:Tiempo 1325.96 14 94.71 0.99 0.47
RESIDUOS 9336.22 98 95.27
TOTAL (CORREGIDO) | 11330.30 | 119

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual (Gl, grados de libertad)

En la Tabla Blll se identificaron 2 grupos homogéneos segun la alineacioén de las X
en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X. Por lo que la unica muestra
diferente se puede decir que es el lote de quitina-quitosana en una concentracion
de 2 g/L.

Tabla BlIl. Pruebas de rangos muiltiples para el parametro de acidez por

tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento | Casos | Media Sigma Grupos
LS LS Homogéneos
BP 15 1.097 2.5201 (X
AA 15 1.106 2.5201 |X
Q-SA 2 g/L 15 1.106 25201 |X
BS 15 1.114 25201 |X
Q-Qn 1 g/L 15 1.116 25201 |X
Blanco 15 1.121 25201 |X
Q-SA1g/L 15 1.123 25201 |X
Q-Qn 2 g/L 15 8.246 2.5201 X
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Las Tabla CIll aplican un procedimiento de comparacion multiple para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras. El asterisco que se
encuentra al lado de los 7 pares indica que estos pares muestran diferencias
estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. El método
empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del
5.0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la

diferencia real es igual a 0.

Tabla CIIl. Pruebas de rangos multiples para el parametro de acidez por
tratamiento

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
AA — BP 0.0088 7.072
AA - BS -0.0082 7.072
AA - Blanco -0.0154667 7.072
AA-Q-Qn 1 g/L -0.0100667 7.072
AA-Q-Qn 2 g/L * -7.1408 7.072
AA-Q-SA2g/L -0.0007 7.072
BP — BS -0.0170 7.072
BP - Blanco -0.0243 7.072
BP -Q-Qn 1 g/L -0.0189 7.072
BP - Q-Qn 2 g/L * -7.1496 7.072
BP - Q-SA1g/L -0.0267 7.072
BP - Q-SA 2 g/L -0.0095 7.0727
BS - Blanco -0.0073 7.0727
BS-Q-Qn1g/L -0.0019 7.0727
BS - Q-Qn 2 g/L * -7.1326 7.0727
BS-Q-SA1g/L -0.0097 7.0727
BS-Q-SA2g/L 0.0075 7.0727
Blanco - Q-Qn 1 g/L 0.0054 7.0727
Blanco - Q-Qn 2 g/L * -7.12533 7.0727
Blanco - Q-SA 1 g/L -0.0025 7.0727
Blanco - Q-SA 2 g/L 0.0148 7.0727
Q-Qn1g/lL-Q-Qn2g/lL| * -7.13073 7.0727
Q-Qn 1 g/L - Q-SA 1 g/L -0.0079 7.0727
Q-Qn1g/L-Q-SA2g/L 0.0094 7.0727
Q-Qn2g/L-Q-SA1g/lL| * 7.12287 7.0727
Q-Qn2g/L-Q-SA2g/lL| * 7.14013 7.0727
Q-SA1g/L-Q-SA2g/L 0.0173 7.0727

* indica una diferencia significativa
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La Tabla DIll descompone la variabilidad de pH en contribuciones debidas a varios
factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los
factores. Puesto que dos valores-P son menores que 0.05, estos factores tienen
un efecto estadisticamente significativo sobre pH con un 95.0% de nivel de

confianza.

Tabla DIll. ANOVA del parametro de pH en jugos de toronja

Fuente Suma de Gl Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Tratamiento 0.162 7 0.023 30.85 0.00
B:Tiempo 0.687 14 0.049 65.46 0.00
RESIDUOS 0.073 98 0.0007
TOTAL (CORREGIDO) 0.922 119

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual (Gl, grados de libertad)

En la Tabla Elll se han identificado tres grupos homogéneos segun la alineacion
de las X en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

aquellos niveles que compartan una misma columna de X.

Tabla EIll. Pruebas de Multiple Rangos para pH por Tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento | Casos | Media Sigma Grupos
LS LS Homogéneos
Q-Qn 2 g/L 15 3.2453 0.0071 |X

Q-SA2g/L 15 3.2954 0.0071 X
Q-Qn 1 g/L 15 3.2973 0.0071 X
Q-SA1g/L 15 3.3039 0.0071 X
Blanco 15 3.3059 0.0071 X
BP 15 3.3068 0.0071 X
AA 15 3.3108 0.0071 X

BS 15 3.3891 0.0071 X

La Tabla Flll aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar
cuales medias son significativamente diferentes de otras. El asterisco que se
encuentra al lado de los trece pares indica que estos pares muestran diferencias

estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. El método
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empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de

diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del

5.0% al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la

diferencia real es igual a 0.

Tabla FIll. Pruebas de Multiple Rangos para pH por Tratamiento

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
AA — BP 0.004 0.0198
AA — BS * -0.0782667 0.0198
AA — Blanco 0.00493333 0.0198
AA -Q-Qn 1 g/L 0.0134667 0.0198
AA - Q-Qn 2 g/L * 0.0654667 0.0198
AA-Q-SA1g/L 0.00686667 0.0198
AA - Q-SA 2 g/L 0.0154 0.0198
BP — BS * -0.0822667 0.0198
BP — Blanco 0.000933333 0.0198
BP - Q-Qn 1 g/L 0.00946667 0.0198
BP -Q-Qn 2 g/L * 0.0614667 0.0198
BP - Q-SA 1 g/L 0.00286667 0.0198
BP - Q-SA 2 g/L 0.0114 0.0198
BS — Blanco * 0.0832 0.0198
BS-Q-Qn 1 g/L * 0.0917 0.0198
BS-Q-Qn2g/L * 0.1437 0.0198
BS-Q-SA1g/L * 0.0851 0.0198
BS - Q-SA 2 g/L * 0.0937 0.0198
Blanco - Q-Qn 1 g/L 0.0085 0.0198
Blanco - Q-Qn 2 g/L * 0.0605 0.0198
Blanco - Q-SA 1 g/L 0.0019 0.0198
Blanco - Q-SA 2 g/L 0.0105 0.0198
Q-Qn1g/L-Q-Qn 2 g/L * 0.0520 0.0198
Q-Qn1g/L-Q-SA1g/L -0.0066 0.0198
Q-Qn 1 g/L-Q-SA2g/L 0.0019 0.0198
Q-Qn2 g/L - Q-SA 1 g/L * -0.0586 0.0198
Q-Qn2g/L-Q-SA2g/L * -0.0501 0.0198
Q-SA1g/L-Q-SA2g/L 0.0085 0.0198

* indica una diferencia significativa

La Tabla Glll descompone la variabilidad de Vitamina C en contribuciones debidas

a varios factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno

de los factores. Puesto que dos valores-P son menores que 0.05, estos factores
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tienen un efecto estadisticamente significativo sobre Vitamina C con un 95.0% de

nivel de confianza.

Tabla Glll. Analisis de varianza (ANOVA) del parametro de vitamina C en

jugos de toronja

Fuente Suma de Gl Cuadrado (Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Tratamiento 970.657 7 138.665 133.19 0.0000
B:Tiempo 5646.500 14 403.322 387.40 0.0000
RESIDUOS 102.027 98 1.0411
TOTAL (CORREGIDO) 6719.190 119

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual (Gl, grados de libertad)

En la Tabla HIll, se han identificado 5 grupos homogéneos segun la alineacién de
las X en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre

aquellos niveles que compartan una misma columna de X.

Tabla HIll. Pruebas de rangos muiltiples para vitamina C por Tratamiento
Método: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento |[Casos| Media Sigma Grupos
LS LS Homogéneos
BP 15 38.0397 0.2634 |X
Blanco 15 44.4938 0.2634 X

Q-Qn 1 g/L 15 44.6120 0.2634 X
Q-SA1g/L 15 44.9115 0.2634 XX

BS 15 45.0900 0.2634 XX
Q-Qn 2 g/L 15 45.4875 0.2634 X
Q-SA2g/L 15 46.3980 0.2634 X

AA 15 48.7751 0.2634 X

La Tabla JIlIl un procedimiento de comparaciéon multiple para determinar cuales
medias son significativamente diferentes de otras. El asterisco que se encuentra al
lado de los 20 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95.0% de confianza. El método empleado
actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia

minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
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decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia

real es igual a 0.

Tabla Jlll. Pruebas de Multiple Rangos para vitamina C por Tratamiento

Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
AA - BP * 10.7353 0.7394
AA - BS * 3.6851 0.7394
AA - Blanco * 4.2813 0.7394
AA -Q-Qn 1 g/L * 4.1631 0.7394
AA -Q-Qn 2 g/L * 3.2875 0.7394
AA-Q-SA1g/L * 3.8635 0.7394
AA - Q-SA 2 g/L * 2.3771 0.7394
BP — BS * -7.0503 0.7394
BP - Blanco * -6.4541 0.7394
BP -Q-Qn 1 g/L * -6.5723 0.7394
BP - Q-Qn 2 g/L * -7.4478 0.7394
BP - Q-SA 1 g/L * -6.8718 0.7394
BP - Q-SA 2 g/L * -8.35827 0.7394
BS - Blanco 0.5962 0.7394
BS-Q-Qn1g/L 0.478 0.7394
BS-Q-Qn2g/L -0.3975 0.7394
BS-Q-SA1g/L 0.1784 0.7394
BS-Q-SA2g/L * -1.308 0.7394
Blanco - Q-Qn 1 g/L -0.1182 0.7394
Blanco - Q-Qn 2 g/L * -0.9937 0.7394
Blanco - Q-SA 1 g/L -0.4177 0.7394
Blanco - Q-SA 2 g/L * -1.9042 0.7394
Q-Qn1g/L-Q-Qn2g/L * -0.8755 0.7394
Q-Qn1g/L-Q-SA1g/L -0.2995 0.7394
Q-Qn 1 g/L-Q-SA2g/L * -1.7860 0.7394
Q-Qn2g/L-Q-SA1g/L 0.5760 0.7394
Q-Qn2 g/L - Q-SA2g/L * -0.9105 0.7394
Q-SA1g/L-Q-SA2g/L * -1.48647 0.7394

* indica una diferencia significativa
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ANEXO V. TRATAMIENTO DE RESIDUOS

Los residuos producidos en esta investigacion se trataron de la manera como

sigue.

a1) Residuos de materia organica
Los residuos organicos generados en esta investigacién fueron principalmente
cascaras de toronja las cuales fueron desechadas en los contenedores de la

Facultad de Quimica de la UNAM como residuos de tipo biodegradable.

a2) Tratamiento de residuos de Vitamina C

Para el residuo de vitamina C en dicha determinacién se empleé como valorante
2,6 diclorofenolindofenol, por lo cual, los desechos se llevaron a la neutralidad
midiendo su pH con un potenciometro. Después de esto con ayuda de carbdn
activado se llevo a cabo una decoloracidon dejando la mezcla con agitacion durante
30 minutos. El carbén activado gastado fue enviado a la Unidad de Gestidon
Ambiental de la Facultad de Quimica para su disposicion controlada y el fluido

residual se dispuso en el drenaje como no peligroso.

Figura AlV. Tratamiento de residuos de Vitamina C
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a3) Tratamiento para residuos de acidez

Para la determinacion de acidez de los lotes de jugo de toronja se empled como
reactivo hidroxido de sodio 0.1N, por lo cual para los residuos de esta prueba se
determiné el pH con ayuda de un potenciometro y se asegur6 de que el pH fuera
de 7.0 para su eliminacién al drenaje. En caso de que no se tuviera este pH se

empled la cantidad necesaria de NaOH o HCI para llegar a la neutralidad.
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