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Resumen

El principal objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto de la alta presion hidrostatica
(APH) sobre la calidad del jugo de betabel y evaluar el impacto sobre su conservacion. Se
evaluaron parametros fisicoquimicos y microbioldgicos, considerando la Norma Oficial
Mexicana NOM-130-SSA1-1995, en el jugo para verificar que el tratamiento no térmico de
conservacion prolonga la estabilidad, alarga la vida de anaquel y lo hace seguro para el
consumidor. El jugo de betabel fresco empacado al vacio fue tratado a 400 MPa por 5 y 10 min,
y se compar6 con un tratamiento térmico a 65 °C por 15 min y un control sin tratamiento. Se
evalud el pH, la acidez total, el contenido de solidos solubles totales, el contenido de polifenoles
totales y de betaxantinas y betacianinas durante un tiempo de almacenamiento de catorce dias
en refrigeracion a 4 °C. El tratamiento por APH redujo la carga microbiana inicial a niveles
indetectables (< 1 Log UFC/mL) garantizando asi la inocuidad del jugo. Sin embargo, al final
del almacenamiento los jugos tratados con APH y térmicamente no lograron mantener la
estabilidad microbiolégica expresada como mesoéfilos aerobios y rebasaron el limite establecido
por la norma. El contenido de sélidos solubles totales no cambio significativamente con el
tratamiento de APH, pero si con el tratamiento térmico. El pH, la acidez total, el contenido de
polifenoles y de pigmento, mostraron cambios significativos (p < 0.05) posteriores al tratamiento
térmico y por alta presion, asi como durante el almacenamiento. El jugo tratado a 400 MPa-10
min presentd una mayor retencion de betalainas totales y un aumento significativo en el

contenido de polifenoles totales en comparacion con 400 MPa-5 min y el tratamiento térmico.



Abstract

The main goal of this investigation was to study the effect of high hydrostatic pressure (HPP)
on the quality of beetroot juice and evaluate its impact on its preservation. Physicochemical and
microbiological tests, considering the Official Mexican Standard NOM-130-SSA1-1995, were
evaluated in the juice to verify that the non-thermal preservation method extends the stability,
shelf life, and makes it safe for the consumer. Fresh beetroot juice vacuum-—packed in
polyethylene bags was treated at 400 MPa for 5 and 10 min, and compared with heat treated
juice at 65 °C for 15 min, and a control, without any treatment. The pH, total acidity, total
soluble solids content, total polyphenol and betaxanthines and betacyanins contents were
evaluated during a storage period of fourteen days in refrigeration at 4 ° C. The HHP treatment
reduced the initial microbial count to undetectable levels (< 1 log CFU/mL), thus guaranteeing
the safety of beetroot juice. However, at the end of storage the HHP and pasteurized juices failed
to maintain microbiological stability expressed as aerobic mesophiles and exceeded the limit
established by the standard. The total soluble solids content did not change significantly with
the pressure treatment while it decreased with heat treatment. The pH, total acidity, polyphenols
and pigment contents showed significant changes (p < 0.05) after heat treatment and high
pressure, as well as during storage. The juice treated at 400 MPa-10 min showed a higher
percentage of total betalain retention and a significant increase in total polyphenol content

compared with 400 MPa-5 min and heat treatment.



Introduccion

Los procesos de conservacion de alimentos aplicados hoy en dia en el ambito de la industria
alimentaria tienen como objetivo principal evitar el deterioro de la calidad de los alimentos
elaborados durante los periodos necesarios de almacenamiento (Bello, 2000).
Tradicionalmente, la mayoria de alimentos eran procesados térmicamente sometiendo el
alimento a temperaturas entre 60 y 100 °C durante pocos segundos como una forma de
garantizar la vida util prolongada y la seguridad alimentaria. Durante este periodo se transfiere
una gran cantidad de energia al alimento la cual puede provocar cambios indeseables que
afectan los atributos nutricionales y sensoriales, tales como la degradacion severa de vitaminas,

de compuestos que imparten color, sabor y textura (San Martin et al., 2002).

Hoy, los consumidores demandan alimentos de alta calidad que sean seguros y nutritivos,
minimamente procesados, libres de aditivos y que conserven su apariencia, sabor y textura. Esto
ha dado lugar al uso de nuevas técnicas de conservacion de alimentos en la industria alimentaria
utilizando métodos no térmicos, los cuales estan bajo una intensa investigacion para evaluar su
potencial como un proceso alternativo o complementario a los métodos tradicionales (Barbosa-
Canovas et al., 1999). La tecnologia de alta presion hidrostatica (APH) es un método no térmico
de conservacion cuya aplicacion en el area de alimentos ha incrementado en afos recientes y
ha ganado popularidad en las industrias alimentarias en las dos ultimas décadas (Sahu, 2014).
Esta tecnologia emergente usa presiones muy altas y tiempos cortos que inactivan enzimas y
microorganismos causantes del deterioro del alimento (Donna & Feeherry, 2007). Asimismo,
se utiliza para mejorar las propiedades reoldgicas y funcionales de los alimentos. Un aspecto
importante es que los nutrimentos y aromas se retienen en el alimento, dando a los alimentos

procesados con alta presion un aroma y textura de aspecto fresco (Barbosa-Canovas et al.,

1999).

Las bebidas de frutas y vegetales son refrescantes, apetitosas, faciles de digerir y nutritivas, ya
que son fuentes ricas en vitaminas, fibra y sales minerales para el consumo humano y
constituyen una parte importante de una dieta correcta. Algunos jugos obtenidos de frutas y
hortalizas son muy perecederos. Tal es el caso del jugo de betabel, el cual, al ser sometido a un
tratamiento térmico algunos nutrimentos presentes en este producto son afectados, como la

destruccion de vitaminas y la pérdida de los pigmentos que le dan el color caracteristico. Con



el fin de disminuir estos efectos no deseados y prolongar la vida de anaquel, se buscan
alternativas que no afecten las cualidades sensoriales y mantengan el contenido nutrimental del
jugo fresco. Distintos autores (Bayindirli et al., 2006; Houska et al., 2006; Dong et al., 2013;
Zhao et al., 2014; Chen et al., 2015) proponen el uso de las altas presiones como una alternativa
al procesamiento térmico para jugo de manzana, naranja, albaricoque y cereza agria, brocoli,
granada, pepino y esparragos, respectivamente, cumpliendo con los requerimientos de

seguridad y calidad.

El jugo de betabel es una buena fuente de muchos compuestos antioxidantes (biol6gicamente
activos) que contribuyen positivamente a la salud, principalmente en la prevencidén de
enfermedades cardiovasculares. La alta capacidad antioxidante del jugo de betabel, junto con
su valor nutricional, hacen que éste sea un complemento ideal y positivo para la dieta (Wootton-
Beard et al., 2011). Dadas las caracteristicas potenciales que se pueden encontrar en el jugo de

betabel, se ha centrado como objetivo primordial de este estudio.

El propdsito principal de esta investigacion fue evaluar los efectos del tratamiento térmico y por
alta presion hidrostatica sobre las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas del jugo de
betabel. A partir de determinadas pruebas y el analisis de los datos obtenidos, se busco el tiempo
de exposicidn que permita una mejor conservacion del jugo en relacion con el jugo no sometido
a APH. Se planted encontrar dentro de las condiciones que permitan que el jugo tratado por

APH conserve en la mayor medida posible las caracteristicas del jugo fresco.

Esta tesis se divide en cuatro capitulos. En el primero se presentan las generalidades del betabel
y su composicion. En el segundo se presenta informacion breve sobre los métodos térmicos y
no térmicos de conservacidn, especificamente pasteurizacidon y alta presion hidrostatica. En el
tercer capitulo se detallan las técnicas experimentales empleadas para la realizacidén de esta
investigacion y en el ultimo se muestran los resultados obtenidos con su respectivo analisis y las

conclusiones obtenidas de este proyecto.



Objetivos

General

«» Evaluar el efecto de la Alta Presion Hidrostatica aplicada a jugo de betabel para

determinar la contribucion de este tratamiento a la conservacion del jugo.

Particulares

% Estudiar el efecto de la Alta Presion Hidrostatica sobre parametros fisicoquimicos y
microbioldgicos de jugo de betabel y comparar con un tratamiento térmico para evaluar
ambos métodos.

% Conocer el impacto de la Alta Presiéon Hidrostatica sobre la conservacion de jugo de
betabel para disponer de un método alternativo al tratamiento térmico.

+ Evaluar ciertos niveles de presion y tiempos de exposicion sobre la conservacion de jugo
de betabel, para determinar las condiciones de tratamiento que permitan una mejor

conservacion del jugo en relacion con el jugo no sometido a APH.

Hipotesis

El tratamiento de jugo de betabel por Alta Presion Hidrostética disminuira su carga microbiana,
aumentara su vida de anaquel y mantendrd sus caracteristicas fisicas y su contenido nutrimental

como si fuese jugo fresco.



Capitulo 1. Betabel

1.1. Generalidades del Betabel

El betabel (Beta vulgaris rubra) es considerado una hortaliza de raiz (Figura 1). Se trata de un
tallo engrosado bulboso perteneciente a la familia de las Chenopodiaceae y se cultiva
principalmente por sus raices, aunque sus hojas también son ampliamente manipuladas. Se ha
utilizado como alimento desde hace 1000 a.C. por las poblaciones de la cuenca del
Mediterraneo. Los Romanos se alimentaban de las hojas mientras que las raices eran usadas
para aplicaciones medicinales. En el siglo XIX, se volvid comercialmente importante en
Europa; siendo Italia uno de los principales paises productores a nivel mundial (Ninfali &
Angelino, 2013).

El betabel es un tallo comestible que constituye el 6rgano de almacenamiento de la planta,
principalmente de aztcares y almidones. El sistema de raices es muy profundo y ramificado.
Las hojas son de color verde intenso y los peciolos, es decir, los tallos de las hojas, son de color
rojo o purpura. Esta hortaliza se distribuye en regiones de clima templado o subtropical, la
temperatura ideal para su desarrollo estad entre 16 y 21 °C. Se desarrolla mejor en suelo arenoso
ya que en los arcillosos se deforman los bulbos. El ciclo de crecimiento va de 160 a 200 dias, se

cosechan cuando el bulbo alcanza un diametro de ocho a diez centimetros.

En México, la produccion agricola (2016) de esta hortaliza fue de 18 190.84 ton, siendo los
principales estados productores: Puebla, Jalisco, Estado de México, Sonora, Michoacén y Baja
California (SAGARPA, 2017).

Figura 1. Beta vulgaris rubra (SAGARPA, 2014).



1.2  Composicion

El betabel es una fuente de muchos compuestos que ayudan a promover la salud como
vitaminas, minerales, azucares, fibras dietarias y pigmentos naturales que poseen actividades
biologicas, incluyendo propiedades antioxidantes, antiradicales y anticancerigenas. Las
semillas, hojas y raices son ricas en compuestos polifenolicos cuya concentracion depende del
estado de desarrollo de la planta. Estos compuestos presentan diferentes tipos de moléculas que
incluyen acidos fenolicos, flavonoides y amidas fendlicas incluyendo a las betalainas. El betabel
es rico en hidratos de carbono, fibra y minerales, tales como sodio, potasio, calcio y hierro. En
el Cuadro 1 se muestra la composicidon quimica reportada por la USDA (2017). Las hojas son
una buena fuente de vitaminas A, E, B3, B5, B9 y minerales como el hierro, potasio, calcio,

fosforo y magnesio (Ninfali & Angelino, 2013).

Cuadro 1. Composicion de betabel crudo (USDA, 2017).

Por cada 100 g de betabel
Minerales Vitaminas

Energia 43 kcal Potasio 325 mg Vitamina C 49 mg
Agua 87.58 g Sodio 78 mg Niacina 0.334 mg
Hidratos de carbono 9.56 g Fosforo 40 mg Piridoxina 0.067 mg
Fibra dietaria 28¢g Magnesio 23 mg Riboflavina 0.040 mg
Azucares totales 6.76 g Calcio 16 mg Vitamina E 0.040 mg
Proteina 161g Hierro 0.80 mg Tiamina 0.031 mg

Lipidos totales 017g Zinc 0.35g | Acido folico 109 pg

1.2.1. Acidos fenélicos y flavonoides

Ninfali y Angelino (2013) reportan que los principales acidos fendlicos que se encuentran en
esta hortaliza son el 4cido siringico (44.9 mg/100 g alimento fresco) y el acido cafeico (14.8
mg/100 g alimento fresco). No obstante, Koubaier et al. (2014) mencionan la presencia de otros
acidos fenolicos como el galico, fertlico, vanilico, y elagico, en concentraciones menores.
Asimismo, es una fuente potencial de glucosidos flavonoides derivados de la apigenina como
la vitexina (Figura 2-F) y flavonoides mas simples como betagarina, betavulgarina, cocliofilin y

dihidroisoramnetina.



1.2.2 Betalainas y amidas fendlicas

Asimismo, contiene una cantidad importante de betalainas, un grupo de pigmentos
nitrogenados hidrosolubles derivados del acido betalamico (Figura 2-A), cromo6foro comun a

todos los pigmentos betalainicos.
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Figura 2. Estructura quimica de betalainas y flavonoides presentes en Beta vulgaris rubra.
A, acido betalamico®; B, betaxantina*; C, betacianina*; D, vulgaxantina I°; E, betanina®; F, vitexina*

(Ninfali & Angelino, 2013*; Marafnén-Ruiz et al., 2011°).

Dentro de la familia de las betalainas, hay dos clases de compuestos: las betaxantinas (Figura
2-B), del latin beta = remolacha y del griego xanthos = amarillo. Son productos de condensacion
del acido betaldmico y aminoacidos o aminas, respectivamente. Dependiendo de la estructura
particular del compuesto amino, la maxima absorcion de las betaxantinas varia entre 460 y 480
nm. Las betaxantinas mas comunes y frecuentemente abordadas son la glutamina-betaxantina
(vulgaxantina I), la principal betaxantina en el betabel, y la indicaxantina (prolina-betaxantina),
el pigmento predominante en las tunas amarillas (Opuntia ssp.). Los productos de condensacion

del acido betalamico y de la ciclo-Dopa [ciclo-3-(3,4-dihidroxifenilalanina] son comunmente



referidos como betacianinas (del griego kyaneos = azul) debido a su color rojo-violaceo (Figura
2-C). Su fuerte desplazamiento batocrémico de 50 a 70 nm comparado con las betaxantinas es
debido a la estructura aromatica de la ciclo-Dopa. Por glucosilaciéon con uno o dos
monosacaridos asi como una posterior acilacion de los compuestos 5-O- o 6-O-glucosidos, una
gran variedad de betacianinas es posible. Sin embargo, la investigacion de las betacianinas se
ha centrado principalmente en la betanina (betanidin 5-O-f3-glucésido), la betalaina mas
abundante en el betabel (Herbach et al., 2006).

Ademas de las betalainas, se han identificado dos amidas fenolicas adicionales (N-trans-
feruloiltiramina y N-trans-feruloilhomovanililamina). El descubrimiento de estos ultimos
compuestos ha estimulado esfuerzos para sintetizar quimicamente estas moléculas y ser usadas
como agentes antioxidantes y antitumorales, debido a su excepcional captacidén de radicales y

capacidad fotoprotectora (Ninfali & Angelino, 2013).

1.2.2.1 Factores que rigen la estabilidad de las betalainas

La estabilidad de las betalainas es afectada por numerosos factores externos resumidos en la
Figura 3. Con el fin de garantizar el contenido 6ptimo de betalainas y la retencidén de color en
alimentos, las condiciones particulares de tiempo-temperatura durante la fabricaciéon de
alimentos deben ser cuidadosamente controladas. Conjuntamente los factores externos durante
el almacenamiento deben ser considerados, como la temperatura y la exposicion a luz y
oxigeno. Ademas de la concentracién de pigmento y de las estructuras particulares de las

betalainas, los valores de pH y a,, pueden impactar considerablemente en la estabilidad.

La condensacion del acido betalamico con compuestos amino (betaxantinas) o ciclo-Dopa
(betacianinas) resulta en diferente estabilidad de las estructuras de los pigmentos. Varios
estudios reportan una estabilidad superior de las betacianinas en comparacion con las
betaxantinas a temperatura ambiente asi como durante calentamiento. Por ejemplo, el valor de
la vida media de la betanina tratada térmicamente fue once veces mas alto en comparacién con
el de la vulgaxantina I. Adicionalmente, este pigmento es mas propenso a la oxidaciéon y es
menos estable que la betanina a pH acidos. E1 pH 6ptimo para la estabilidad de la betanina esta
reportado en un intervalo de pH entre 4 y 6. En condiciones de alta temperatura, el pH 6ptimo

se desplaza hacia 6. En presencia de oxigeno, la betanina es mas estable a pH 5.5 a 5.8, mientras

9



que en condiciones anaerdbicas pH menores como 4 a 5 son mas favorables. Por otro lado, las
betaxantinas presentan estabilidad en un intervalo de pH de 4 a 7, la vulgaxantina exhibe mayor

estabilidad que la betanina a pH 7.
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Figura 3. Factores que rigen la estabilidad de las betalainas
(Herbach et al., 2006).

Debido a la dependencia de las reacciones hidroliticas con el agua, la actividad de agua, a,, es
otro factor crucial. Se ha obtenido mejor estabilidad de la betanina con una actividad de agua
inferior a 0.63. Existe una estabilidad superior de betaxantinas y betacianinas en sus matrices
naturales en comparacion con disoluciones purificadas. Los constituyentes de las plantas como
azucares, acidos y sustancias pécticas, disminuyen a,, estabilizando de esta manera los
pigmentos betalainicos. Ademas de las condiciones predominantes en el jugo o en disoluciones
del respectivo pigmento, también las condiciones ambientales pueden afectar la estabilidad o
degradacion de las betalainas. Las betaninas son inestables en presencia de oxigeno, la
estabilidad decrece linealmente con el incremento de la concentracion de oxigeno. Del mismo
modo que el oxigeno, el peréxido de hidrdégeno acelera la degradacion de la betanina. La
iluminacién también ha sido un factor importante en la estabilidad de estos pigmentos. La
susceptibilidad de las betalainas a la luz se ha explicado por la absorcidon de la luz en el intervalo
del ultravioleta y de la luz visible que conduce a la excitacion de los electrones del cromoforo
de la betalaina a un estado de mayor energia, causado mayor reactividad o una disminucion en
la energia de activacion de la molécula. Por otra parte, se han observado efectos aditivos del

oxigeno y la luz. Mientras que la luz y el oxigeno causan la degradacion de la betanina en 15.6
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y 14.6 %, respectivamente, la presencia simultdnea involucra una descomposicién de 28.6 %.

En contraste, en condiciones anaerdbicas son despreciables estos efectos perjudiciales.

La temperatura puede considerarse el factor mas crucial que influye en la estabilidad de estos
pigmentos durante el procesamiento y el almacenamiento de los alimentos. Las betalainas son
comunmente conocidas por ser pigmentos termolabiles, es decir, que a altas temperaturas
pierden su estabilidad. Su tasa de degradacién se acelera con el aumento de temperatura y
periodo de calentamiento. Adicionalmente, se observo que la estabilidad de la betalaina declina
entre 60y 80 °C. Desde que la conservacion de los alimentos incluye usualmente un tratamiento
térmico para mantener una seguridad dada, numerosos estudios se han realizado para obtener
informacion de la degradacion térmica de las betalainas en jugos de betabel y de tuna. Se ha
observado que la degradacion de la betacianinas en estos jugos sigue una cinética de primer

orden (Herbach et al., 2006).

Conjuntamente, fueron identificados diversos compuestos capaces de facilitar o acelerar la
degradacidn de estos pigmentos caracteristicos. Altas concentraciones de dcido ascorbico tienen
un efecto pro-oxidativo, ademas de la presencia de cationes metalicos, Fe**, Fe**, Sn**, A",
Cr’* y Cu*, los cuales forman complejos metal-pigmento acompafiados de un efecto
batocrémico e hipocromico. Sin embargo, se encontré que la concentracion del idn metalico
capaz de desencadenar la degradacidn de las betalainas depende respectivamente de la matriz.
Mientras que en el jugo fue necesario una concentracion de iones metalicos al triple en relacién
con la betanina para inducir la degradacién de la misma, en una disolucion purificada del
pigmento una concentracion de iones significativamente menor fue suficiente (Herbach et al.,

2006).

La considerable descomposicion de las betalainas también resulta por la presencia de enzimas
degradantes de este sustrato. Principalmente se identificaron peroxidasas en la membrana y
pared celular del betabel. Sin embargo, las betacianinas son mas propensas a la degradacién por
las peroxidasas que las betaxantinas. Asimismo, se han aislado polifenoloxidasas del betabel,
las cuales son estables a pH entre 5 y 8, con un maximo a pH 7. Por otra parte, la peroxidasa
del betabel puede ser inactivada a temperaturas superiores a 70 °C, mientras que la
polifenoloxidasa exhibe una estabilidad térmica superior, perdiendo su actividad por encima de

80 °C (Herbach et al., 2006).
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1.3. Actividad biologica del betabel

En afios recientes ha crecido el interés en la actividad bioldgica del betabel y su potencial
utilidad como un alimento funcional promotor de la salud y prevencién de enfermedades
(Clifford et al., 2015). Este bulbo ha sido utilizado extensamente debido a sus efectos,
principalmente en la estimulacion del sistema hematopoyético e inmune, asi como en la
proteccion del rindon, higado e intestino de compuestos téxicos. Por otra parte, presenta
actividad antiséptica y contribuye al reforzamiento de la mucosa gastrica. También ha sido
considerado como un tratamiento terapéutico prometedor en una gama de patologias clinicas
asociadas con el estrés oxidante y la inflamacion. El jugo extraido de las raices y hojas ha sido
considerado efectivo en la terapia de tumores del sistema digestivo, asi como de pulmon,
higado, mama, prostata y utero. El primer mecanismo antitumoral era una interrupcién en el
intercambio de metabolitos entre las células tumorales y los tejidos circundantes, de tal manera

que se obstaculice la capacidad de infiltracidén de las células tumorales (Ninfali & Angelino,

2013).

Debido a que el betabel es una fuente de nitratos, su ingesta proporciona un medio natural para
incrementar la disponibilidad del 6xido nitrico iz vivo y ha surgido como una estrategia potencial
para prevenir y manejar patologias asociadas con la disminucion de la biodisponibilidad del
oxido nitrico, en particular la disfuncién endotelial y la hipertension (Clifford et al., 2015). Estos
nitratos presentan una toxicidad relativamente baja y practicamente son convertidos en nitritos
en la saliva y en la parte superior del tracto intestinal. Los nitritos son una forma mas toxica ya
que reaccionan con amidas y aminas para formar compuestos N-nitrosos en condiciones
especificas y que son bien conocidos como activadores de cancer gastrico y de vejiga. Sin
embargo, un rol positivo en la reduccidon de los nitratos, es la conversion de nitritos en 6xido
nitrico (NO) a través de numerosas rutas que involucran desoxihemoglobina, mioglobina,
ascorbato y polifenoles. En la condicion fisioldgica o patologica de la hipoxia, el NO
proporciona varios efectos, entre ellos la vasodilatacién, modulacion de la respiracion celular,
respuesta al estrés isquémico, disminucidon de la presidn sanguinea, vaso-proteccion y
propiedades de agregacion antiplaquetaria. Ninfali y Angelino (2013) aseguran que el jugo de
betabel tiene un efecto potencial en la reduccidn de la presidn sanguinea y por lo tanto se utilizd

en la mejora del rendimiento deportivo. Hay una creciente evidencia de que el estrés oxidante
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conduce a cambios bioquimicos, que contribuyen al desarrollo de severas enfermedades
degenerativas, como el cancer y las cardiopatias. Las moléculas antioxidantes, que se derivan

de la dieta, protegen contra los efectos perjudiciales del estrés oxidante (Azeredo, 2009).

En la farmacologia moderna, las betalainas han sido las moléculas mas estudiadas debido a que
se han vinculado a la proteccidén contra el estrés oxidante, inflamacion y tumores. Koubaier y
colaboradores (2014) documentan que en estudios previos se ha reportado a las betacianinas y
las betaxantinas como pigmentos que muestran una gran actividad antirradical a diferentes pH
y debido a su estructura quimica es probable estabilizar radicales por la presencia de compuestos
amino aromaticos. Asimismo, Ninfali y Angelino (2013) argumentan que la estabilidad de las
betalainas en el jugo de betabel es crucial para la exhibicion del efecto antitumoral. Diversos
trabajos han ensenado la actividad potente de las betalainas in vitro como captadoras de
radicales. Ninfali y Angelino (2013) recaudaron toda esta informacion y describen la capacidad
de las betalainas para proteger a las células endoteliales del proceso de oxidacion relacionado
con la respuesta inflamatoria. Asimismo, se ha mostrado que iz vivo, al incorporar betalainas en

globulos rojos humanos, hay una consiguiente proteccidon de las células a la hemolisis oxidante.

Tesoriere et al. (2003) han estudiado primeramente a las betalainas y sugieren que estos
compuestos juegan un rol relevante como antioxidantes en sistemas bioldgicos. La naturaleza
cationica de las betalainas puede favorecer la interaccion de estas moléculas hidrosolubles con
fracciones polares de membranas celulares y lipidos de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
proveer una proteccion antioxidante muy efectiva para inhibir la peroxidacién lipidica en
sangre. El pigmento rojo, betanina, ha demostrado proveer una fuerte actividad
antiinflamatoria, debido a que inhibe la actividad de la enzima ciclooxigenasa (COX), la cual
cataliza la conversion del 4cido araquiddnico en mediadores quimicos de la inflamaciéon. La
capacidad de las betalainas para proteger tanto a las células endoteliales como al LDL de la
oxidacién debida a la respuesta inflamatoria, hacen de estas moléculas funcionalmente
importantes para reducir el riesgo de formacion de placa aterosclerotica (Ninfali y Angelino,
2013).
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Capitulo 2. Tratamiento térmico y tratamiento por Alta Presion Hidrostatica

2.1 Tratamiento térmico

2.1.1. Antecedentes

El empleo de calor para la conservacidén de alimentos se considera una técnica muy antigua,
que alcanza aplicaciones muy extensas. Las técnicas de coccion, asado, fritura, hervido, entre
otras, son diversas formas encontradas por el ser humano a lo largo de la historia para mejorar,
no solo las propiedades sensoriales de los alimentos, sino también su conservacidn, pues con
ellas se llega a destruir microorganismos e inactivar enzimas. No obstante, en muchos casos no
se alcanza la esterilidad del producto y es necesario protegerlos de una revitalizacion superior.
Aparte de estos métodos, la industria alimentaria ha desarrollado diversos sistemas de
conservacién que estan basados en la aplicacion de temperaturas mas o menos elevadas. El
nivel de temperatura alcanzado y la intensidad del calor proporcionado son los factores que
delimitan el campo de sus aplicaciones, en funcion de la eficacia que se consigue con unos u

otros métodos.

Hace mas de dos siglos que el bidlogo Lazzaro Spallanzani descubri6 como los productos
carnicos cocidos y sin manipulaciones externas que fueran perjudiciales, se podian conservar
durante periodos de tiempo bastante considerables. Mas tarde fue el francés Nicolas Appert
quien mejoraba la estabilidad de diversos alimentos perecederos, cuando los calentaba en
frascos cerrados introduciéndolos en recipientes con agua hirviendo. La eficacia de estos
métodos se pudo interpretar correctamente desde un punto de vista cientifico, una vez que
Pasteur puso de manifiesto la accion deletérea de los microorganismos sobre los productos
alimenticios. En consecuencia se desarrollaron diversos métodos que se diferenciaban en la
forma e intensidad con que se aplicaba el tratamiento térmico. Cada uno de ellos se caracteriza
por una determinada capacidad de destruccion de los microorganismos presentes, asi como por
diversas acciones sobre los componentes quimicos de los alimentos, como enzimas y vitaminas,
que segun los casos pueden ser acciones deseables o bien deletéreas. Entre los efectos positivos

cabe sefalar la inactivacion de sistemas enzimaticos, el ablandamiento de tejidos y la mejora de
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la digestibilidad. Sin embargo, entre los no deseables se pueden citar la destruccién de algunos

nutrimentos y la modificacién de las cualidades sensoriales.

Cualquier tratamiento térmico que resulta suficiente para destruir microorganismos a la vez que
Inactiva enzimas, también puede afectar de modo adverso a las propiedades que caracterizan a
los alimentos. De ahi la importancia de conocer todos los factores que inciden en el proceso
térmico para elegir aquellas condiciones de tratamiento térmico capaces de provocar la
destruccion de patdgenos y toxinas y proporcionar una vida util que alcance la duracién
programada. Por consiguiente, adquiere un gran interés la optimizacion de cada uno de los

procesos (Bello, 2000).

2.1.2. Definicion

Como proceso térmico se entiende la combinacion de tiempo-temperatura aplicada para reducir
la poblacion microbiana de un alimento y lograr una estabilidad biologica. El objetivo de la
aplicacion del tratamiento térmico es liberar al alimento de los microorganismos que puedan
causar dano a la salud de los consumidores o causar deterioro en el alimento (A.A.P.P.A.,
2004). La aplicacion de calor en la conservacidon de alimentos ha dado lugar al desarrollo de
varias metodologias que se distinguen tanto por sus planteamientos tecnoldgicos como por sus
fines. En general, son llevadas a cabo a diferentes temperaturas y, a veces también, a distintos
tiempos. Igualmente, la finalidad varia entre reducir la carga microbiana del alimento, destruir
la mayoria de ellos y de modo particular los patdogenos o bien llegar a la asepsia total (Bello,
2000). Las formas vegetativas de las células bacterianas se destruyen a temperaturas ligeramente
superiores que la temperatura maxima con la cual pueden multiplicarse. Sin embargo, en
general las esporas sobreviven a temperaturas mucho mas altas. Por ejemplo, las esporas de
Clostridium botulinum pueden sobrevivir 300 min a 100 °C. Desde el enfoque microbiologico, la
muerte de los microorganismos sucede cuando éstos han perdido su capacidad de reproduccién
(A.A.P.P.A., 2004). Tales métodos empleados en la actualidad por la industria alimentaria,
ordenados por la intensidad de tratamiento térmico que aplican, son escaldado, pasteurizacion

y esterilizacién comercial.
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Los tipos de tratamiento térmico que se aplican en la industria son:

Escaldado

En si mismo no representa un método que se aplica para la conservacion de alimentos
que se van a almacenar, sino mas bien contribuye un tratamiento previo de los productos
de origen vegetal, orientado a su estabilizacidbn con respecto a sus actividades
enzimaticas. Se suele aplicar a frutas y verduras, antes de que reciban cualquier otro
método de conservacion como congelado, enlatado o esterilizacion comercial,
deshidratacion, entre otros. Es un tratamiento térmico de corta duracién a una

temperatura moderada que se lleva a la practica mediante el empleo de vapor o con agua

caliente (Bello, 2000).

Pasteurizacion

Hace referencia a tratamientos térmicos de baja intensidad, es decir, implica una
aplicacion de calor poco drastica a temperaturas que se situan siempre por debajo del
punto de ebullicion del agua. Por consiguiente, se trata de un método de conservacion
que solo conduce a una destruccidn selectiva de la poblacidon microbiana patdgena que
esta presente en el alimento. La eleccion de la temperatura a aplicar y el tiempo necesario
para un tratamiento eficaz estan condicionados por la garantia de no provocar cambios

en la composicién quimica del alimento (Bello, 2000).

Esterilizacion comercial
Tratamiento térmico que se aplica a los alimentos con la finalidad de destruir todos los
microorganismos presentes que puedan representar un peligro para la salud o deteriorar

el alimento bajo condiciones normales de manejo (A.A.P.P.A., 2004).

2.1.3. Efecto sobre los componentes quimicos de los alimentos

Los tratamientos térmicos intensos, sobre todo en cuanto a tiempo de exposicidon mas que a lo

elevado de la temperatura, pueden afectar a los diversos componentes de los alimentos. La

intensidad del tratamiento térmico aplicado, asi como las condiciones bajo las que se realiza,

son factores determinantes de posibles cambios, que pueden ser agrupados en dos tipos de

modificaciones:
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e Cambios de naturaleza fisica, suelen ser externos y visibles porque atafien apariencia,
textura, sabor y olor del producto alimenticio, con una clara repercusién visual, olfativa

y gustativa.

e Cambios de naturaleza quimica, que por lo general no da lugar a manifestaciones

externas, aunque no por ello pueden resultar menos importantes.

Cuando un alimento se somete a un tratamiento térmico suelen ser las modificaciones
vinculadas a su aspecto externo lo que capta la atencion de los consumidores. Las variaciones
en la apariencia pueden ser motivadas por alteraciones en el volumen, en la coloracidn,
consistencia, sabor y olor. Al aplicar calor a un alimento pueden ocurrir cambios en las
estructuras que integran su composicién, con reacciones que varian de acuerdo con la
naturaleza quimica de la sustancia afectada. Tales cambios adquieren mas relevancia cuando
las sustancias afectadas son responsables de la calidad nutritiva o sensorial del producto

alimenticio.

El agua es el componente mayoritario de los alimentos y se puede encontrar tanto en su forma
molecular libre, como ligada a otros componentes a través de enlaces de hidrégeno. La cantidad
existente como agua libre se favorece con el tratamiento térmico, tanto mas cuanto mayor sea
la temperatura aplicada, de esta manera se incrementa la movilidad molecular y se favorece la
exudacion que conduce a una desecacion del alimento. De este modo, un producto alimenticio
calentado s6lo conservara su jugosidad inicial cuando la metodologia empleada permita limitar
las pérdidas de moléculas de agua. Asimismo, el calor también introducira alteraciones en el

comportamiento del agua como disolvente de otras sustancias presentes en el alimento.

Los lipidos responden con el fenémeno de fusidén a los aumentos de temperatura en el alimento
donde se encuentren. Las caracteristicas de esta fusion pueden variar de acuerdo con las
propiedades fisicoquimicas y estructurales del compuesto. Ademas, el calor favorece los
procesos de oxidacion cuando interviene el oxigeno del aire y estan presentes acidos grasos

insaturados.

Los hidratos de carbono responden a la accidén del calor segin se trate de polisacaridos o
azucares simples. En relaciéon con los polisacaridos, muchos alimentos de origen vegetal

contienen almidén, que ofrece un comportamiento peculiar frente al tratamiento térmico. A
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partir de 50 °C, el calor lo va convirtiendo en un engrudo, de tal modo que se hincha con el
agua fijada por su estructura quimica. En consecuencia se produce un incremento de la
viscosidad del medio y un espesamiento o gelatinizacion. En cuanto a los azucares reductores,
hay que tener en cuenta que pueden tomar parte de la reaccion de Maillard cuando se
encuentran bajo la accion del calor. Ademas, los tratamientos térmicos que superen 150 °C
pueden dar lugar al fendmeno de caramelizacién. En ambos casos, se producen coloraciones

pardas en el alimento que contiene azucares reductores.

Las proteinas se desnaturalizan, en general, por la accion del calor a partir de 50 °C y cuando
son enzimas pueden perder su actividad, aunque no siempre ocurre, como es el caso de algunas
lipasas. El fendmeno de desnaturalizaciéon suele dar origen a otros efectos con sus
correspondientes repercusiones negativas para el alimento, como pérdida de su capacidad para
fijar agua por arriba de 68 °C, cambios en el color, modificaciones estructurales, coagulacion a

temperatura variable en funcion del alimento en el que toman parte, ademas de otros.

Finalmente, las vitaminas responden de diferente manera a la accion del calor. Acido ascorbico,
tiamina y acido pantoténico son las vitaminas que ofrecen una mayor labilidad frente a la accién
del calor sobre los alimentos de origen vegetal. Lo mismo ocurre con algunas vitaminas
liposolubles, particularmente la vitamina A. En la industria alimentaria se ha elegido la
valoracion de algunas de estas vitaminas para controlar el nivel de los efectos negativos de los
tratamientos térmicos, ademas para conocer el porcentaje de destruccién que afecta a las

vitaminas hidrosolubles y liposolubles (Bello, 2000).

2.2. Tratamiento por Alta Presion Hidrostatica

2.2.1. Antecedentes

El procesamiento por alta presién como tecnologia de conservacion de alimentos del siglo XXI
ha evolucionado en realidad durante siglos, en gran parte por muchos afios de investigacion
militar destinada a mejorar la eficiencia de armas y cafiones. En 1995, Crossland describio el
desarrollo de estas armas y como podian resistir las altas presiones generadas por la descarga de
polvora. El resultado de este trabajo, dedicado a la mejora de armamentos, condujo al

crecimiento de la disponibilidad de equipos de alta presion que se podian adaptar a una amplia
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variedad de usos, por ejemplo, la manufactura industrial de cerdmica y diamantes (Donna &
Feeherry, 2007). La generacion de presidon con fines industriales se podia decir que iba ligada
casi exclusivamente a la industria militar hasta que a principios de siglo XIX, en 1820, Perkins

realizo los primeros estudios sobre la compresibilidad del agua (T¢éllez et al., 2001).

Bert Hite de la Estacién Experimental de Agricultura de la Universidad de Virginia del Este
publico en 1899 el primer reporte detallado del uso de alta presion como un método de
conservacion de alimentos. Hite disefid y construyd una unidad de alta presion para pasteurizar
leche y otros alimentos. Reporté que después de procesar leche a 450 MPa, esta se conservod
durante mas tiempo, demostrando una reduccion de la poblacidon microbiana (Hogan et al.,
2005). Posteriormente, en 1914, Hite con otros colaboradores reportd que la presion podia ser
usada para extender la vida de anaquel de frutas debido a que las levaduras y otros
microorganismos que tienen que ver con la descomposicidon son muy susceptibles a la presion,
mientras que otros microorganismos no tan susceptibles no siempre sobreviven al medio acido.
Mas tarde, en 1924, Cruess también propuso que la alta presion se podia usar exitosamente para
preservar jugos de frutas, donde el pH bajo inhibi6 el crecimiento de formadores de esporas.
Otros cientificos estudiaron los efectos de las altas presiones en las propiedades fisicas de los
alimentos. En 1914, Bridgman estudio el efecto de la alta presion sobre la clara de huevo y
observod su coagulacion pero de diferente manera a los efectos producidos por el calor,
demostrando que la desnaturalizacion proteinica de la clara se alcanza de manera irreversible a
partir de 300 MPa. Mucho después, en 1973, McFarland observé que bajo ciertas condiciones,

la alta presidén provoca cambios en la carne como el ablandamiento (Donna & Feeherry, 2007).

Sin embargo, no fue hasta la década de los ochenta cuando realmente se comenzo a investigar
de forma exhaustiva la relacion entre las altas presiones hidrostaticas y los alimentos. Las
investigaciones sobre matrices alimentarias comenzaron en la Universidad de Delaware,
Estados Unidos, en 1982. Asimismo, se iniciaron lineas de investigaciéon similares en la
Universidad de Kyoto, Japdn (1986), lo que trajo como resultado el lanzamiento al mercado de
los primeros alimentos presurizados, como mermeladas de fresa, frambuesa y manzana en
1990, siendo el pais pionero en la produccion y comercializacion de alimentos presurizados
(Téllez et al., 2001). Hoy en dia, se distribuyen muchos productos tratados con esta tecnologia

en Asia, Estados Unidos, Canadd, Europa y Oceania en menor medida.
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2.2.2. Sistemas de presurizacion

Un sistema de alta presién moderno y caracteristico consiste en una camara de presion y un
dispositivo generador de presién. Los alimentos son sellados en su envase y colocados en la
camara, posteriormente esta se cierra. El medio de transferencia de presion, usualmente agua,
se bombea dentro de la cdmara desde el fondo. Una vez que la presion deseada se alcanza, el
bombeo se detiene, se cierran las valvulas y la presion se puede mantener sin necesidad de mas
aporte de energia. Un principio fundamental de la APH es que la presion se aplica de manera
1sostatica, tal que todas las regiones del alimento experimentan la presiéon uniformemente, a
diferencia del tratamiento térmico, donde se establecen los gradientes de temperatura. Como
proceso 1sostatico, la presion se transmite rapida y uniformemente a lo largo del medio de
presion y el alimento. Ademas, el tamafio del producto o su forma externa no afectan el
procesamiento por alta presion (Huang et al., 2013). El trabajo de compresién durante el
tratamiento de APH también incrementa la temperatura de los alimentos mediante un proceso
conocido como calentamiento adiabatico y la extension del aumento de temperatura varia con
la composicién del alimento; normalmente 3-9 °C/100 MPa. Al final del tiempo de procesado
se descomprime la cdmara para sacar la carga tratada. Se coloca una nueva carga de alimento
en la camara de presion y se inicia de nuevo el ciclo. La APH es tradicionalmente un proceso
por lotes y las camaras de presion utilizadas para la produccién comercial de alimentos tienen

capacidades de 35-350 litros (Donna & Feeherry, 2007).

Téllez y colaboradores (2001) sefialan que existen tres procesos basicos donde se usan altas
presiones en combinacion o no con tratamientos térmicos. En la industria se empleara uno u
otro en funcién de la aplicacion que se requiera. En los sistemas de presion isostatica en frio,
los materiales se colocan en un molde elastomero y se someten a APH. Las presiones aplicadas
estan en el intervalo de 50 y 600 MPa y se opera a temperatura ambiente con un tiempo de
tratamiento entre 1 y 30 min. Los otros dos sistemas se diferencian basicamente por el intervalo
de temperaturas aplicadas. Los sistemas de presion isostdtica templada emplean temperaturas
entre 30 y 200 °C, mientras que los de presion isostatica caliente utilizan temperaturas de 2000
°C y el medio presurizante es un gas, como argon, nitrégeno, helio o aire. El tiempo tipico de

ciclo varia entre 6 y 12 horas (Barbosa-Canovas et al., 1999).
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2.2.3. Fundamento

La utilizacion de altas presiones se rige por dos principios fundamentales, la Ley de Pascal: Una
presion externa aplicada a un fluido confinado en un recipiente, se transmite de forma uniforme e
instantdnea a través de todo el material, es decir, la presion es aplicada isoestaticamente lo que
permite que los alimentos conserven su forma original. Ademas, el principio de Le Chatelier:
Si se cambian los factores externos en los cuales se establecio el equilibrio, éste se desplazard de forma que
neutralizara el efecto del cambio, es decir, cualquier fendmeno que sea acompanado por una
disminucion de volumen serd favorecido por la presion. Esto significa que la APH favorece las
reacciones que implican una disminucion de volumen y retarda aquellas en las que el volumen
aumenta (Hogan et al., 2005). El uso de la alta presion reduce la disponibilidad del espacio
molecular favoreciendo las interacciones de cadena y finalmente la induccién de cambio de
volumen negativo. Los enlaces covalentes en los alimentos son usualmente menos afectados
durante el procesamiento por alta presion, debido a que la energia de compresion involucrada
es baja. La presion altera distancias interatdbmicas, actuando principalmente en las interacciones
débiles en la que la energia de enlace depende de la distancia como las fuerzas de van der Vaals,
fuerzas electrostaticas, enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofébicas. Sin embargo, estos
efectos sobre los enlaces de hidrégeno y las interacciones hidrofébicas son complicados
dependiendo de las propiedades estructurales de los compuestos considerados (Medina-Meza
et al., 2014). La ruptura de iones también se ha favorecido por la alta presién ya que conduce a
una disminucion de volumen debido a la electrostriccién del agua. En consecuencia, la alta
presion puede romper moléculas grandes de las estructuras celulares microbianas, tales como

enzimas, proteinas, lipidos y membranas celulares (Sahu, 2014).

2.2.4. Efecto de 1a APH en los componentes quimicos de los alimentos

En comparacién con técnicas tradicionales de pasteurizacidon o de tratamientos térmicos, el
procesamiento por altas presiones preserva en mayor proporcion el color, sabor, calidad y
contenido nutricional de los alimentos. Mientras que la estructura de moléculas de alta masa
molar como proteinas e hidratos de carbono puede ser alterada, moléculas més pequefias como
compuestos volatiles, pigmentos, vitaminas y otros compuestos conectados con aspectos

sensoriales, nutricionales y de promocion a la salud son menos afectados. Los cambios quimicos
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en alimentos procesados con esta tecnologia son minimos, debido a que la ruptura de enlaces
covalentes no se lleva a cabo (Huang et al., 2013). Sin embargo, si pueden producirse cambios
de color, apariencia y modificaciones en los atributos de textura, aunque los efectos varian de

unos alimentos a otros.

2.2.4.1. Agua

El agua juega un papel importante en muchos procesos bioldgicos. Se considera el disolvente
universal y tiene propiedades fisicas tinicas conocidas. E1 comportamiento de este disolvente se
debe a la capacidad de las moléculas de agua para formar puentes de hidrogeno que permiten
la formacion de redes tridimensionales estructuradas o agrupaciones. Una molécula de agua
tipicamente presenta un arreglo tetraédrico. Las propiedades del agua pueden cambiar si el
volumen cambia sobre intervalos significativos a temperaturas constantes Al incrementar la
presidn se produce un descenso en el volumen del agua debido a una estructura mas compacta
que se da por una distorsion de los angulos de los puentes de hidrogeno y un acercamiento
mayor entre las moléculas de agua que no estan enlazadas por puentes de hidrégeno (San
Martin et al., 2002). A 22 °C el descenso de volumen del agua es aproximadamente 4 % a 100
MPa, 7 % a 200 MPa, 11.6 % a 400 MPa y 15 % a 600 MPa. Esta disminuciéon de volumen
implica un aumento en la densidad y como consecuencia los coeficientes de difusion de los
solutos disminuyen. La compresion adiabdtica del agua causa un aumento de temperatura de 2
a 3 °C por cada 100 MPa, el cual depende de la temperatura inicial del agua y de la velocidad
de compresion. Este cambio es reversible cuando se realiza la descompresion ya que se produce
una disminucion de la temperatura de la misma magnitud. Asimismo, la alta presion evita que
el agua se congele a una temperatura de -22 °C a 210 MPa (Sanchez Basurto, 2012) y un
incremento de 100 a 1000 MPa causa una depresion del pH de aproximadamente una unidad

debido a la disociacién del agua (Datta & Deeth, 1999).

2.2.4.2. Proteinas y enzimas

Los reordenamientos estructurales que tienen lugar en las proteinas bajo presion se rigen por el
principio de Le Chatelier. En consecuencia, los procesos asociados con una disminucion de

volumen son alentados por la presion, mientras que los procesos que implican un aumento de
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volumen son inhibidos por la presidén. Los enlaces covalentes no se afectan por la alta presion y
asi la estructura primaria permanece intacta durante el tratamiento de presion. En la estructura
secundaria el cambio ocurre a muy altas presiones, lo que podria ser explicado por la ruptura
de los enlaces de hidrégeno los cuales se favorecen a presiones menores. En general, presiones
superiores a 300 MPa a temperatura ambiente provocan una desnaturalizacidn irreversible de
la proteina, mientras que a valores menores de presion la estructura de la proteina presenta

cambios reversibles (Knorr, 1999).

Las APH tienen un impacto significativo sobre la actividad y estabilidad de las enzimas.
Algunas enzimas se inactivan con altas presiones, mientras que otras se activan. El mecanismo
de inactivacién de las enzimas en el ambiente de altas presiones, puede ser descrito en términos
de la desnaturalizacidn de la proteina. En general, la estructura primaria de la enzima no se ve
afectada por la aplicacion de alta presion, sin embargo, la estructura terciaria y cuaternaria de
la enzima se modifica. Esta alteracion es debida a la modificacion de las interacciones
electrostaticas e hidrofobicas, asi como de los puentes de hidrégeno. La estructura cuaternaria,
la cual es la mas sensible a estos tratamientos, tiende a estar estrechamente embalada por la
aplicacion de alta presion, una larga alteracion en el volumen de hidratacidén bajo un ambiente

de alta presion influye en la desnaturalizacion de la enzima (Barbosa-Canovas et al., 1999).

Por ejemplo, la polifenoloxidasa (PPO) cataliza la oxidacion de monofenoles y difenoles en o-
quinonas, que finalmente resulta en la decoloracion y pérdida de nutrimentos de frutas y
vegetales. La inactivacion de esta enzima por alta presion es altamente dependiente de la fuente
de origen. Se ha observado que la PPO parcialmente purificada de champifiones es mas
resistente a la presidon que su extracto enzimatico comercial (Sahu, 2014). En trozos de pera
Barlett presurizados a 400 MPa durante 10 min, la actividad de la PPO aumentd cinco veces.
Por otra parte, la presurizacion de homogeneizados de manzana, platanos o papas no dieron

como resultado la inactivacion de polifenoloxidasa (Barbosa-Canovas et al., 1999).

2.2.4.3. Lipidos

En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en la respuesta de los compuestos lipidicos
a las APH, especialmente considerando los resultados deletéreos de los productos secundarios

de la oxidacién en el producto final. Por lo tanto, la estrategia adoptada en las tecnologias
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emergentes para limitar la degradacion lipidica es evitar el uso de altas temperaturas por tiempos
prolongados o controlar los catalizadores de tales reacciones por inactivacién (enzimas) o
eliminacién (iones metalicos). Los sistemas lipidicos son los componentes bioldgicos mas
sensibles a la presidn, de hecho, la temperatura de fusion de los triglicéridos aumenta en mas
de 10 °C por cada 100 MPa, es por eso que los lipidos presentes en estado liquido a temperatura
ambiente se cristalizan bajo presion. Las primeras investigaciones destinaron su atencion a
productos como pescado y carne, que presentan una susceptibilidad mayor a la degradacion
lipidica, debido una mayor fraccién insaturada y por lo tanto mayor sensibilidad a la
autooxidacion. Por ejemplo, en carne de pavo se observo que los procesamientos con presion
tienen un pequeno efecto sobre la oxidacién lipidica por debajo de 300 MPa, pero aumentd
linealmente a presiones superiores. La quimica de los acidos poliinsaturados bajo presion
hidrostatica es compleja ya que no siempre responden favorablemente. En algunas matrices se
ha observado que el aumento o decremento de presidén actua promoviendo la oxidaciéon de los
lipidos insaturados y viceversa. Asimismo, se han estudiado los efectos de APH sobre los
fosfolipidos de las membranas con bicapas de fosfatidilcolina y 4cidos grasos saturados e
insaturados, como una membrana modelo, ya que estos componentes bioldgicos son a menudo
considerados como el objetivo principal de la inactivacion por presion de microorganismos. Las
conclusiones generales muestran que el espesor de la bicapa disminuye si hay un aumento de
temperatura a presion constante. Por el contrario, a medida que aumenta la presiéon a
temperatura constante, el espesor de la bicapa aumenta. Este fendmeno también se acompana
de una transicion de fase liquido-cristalina a la fase de gel. Finalmente, el tratamiento de presion
por encima de 300 MPa da como resultado una interrupcion en la membrana celular y la
liberacién del contenido celular. Las membranas celulares que tienen fosfolipidos ricos en
componentes sensibles a los radicales libres estan mas expuestos durante el procesamiento por
alta presion y pueden desencadenar la cascada de reacciones oxidativas, resultando en una
acumulacidon de compuestos primarios y secundarios en el producto final. El mecanismo por el
cual las APH inducen la oxidacion de los lipidos atin no ha sido del todo demostrado, ademas
debe considerarse que la degradacion de los lipidos debe ser contextualizada dentro de la amplia

transformacioén de las estructuras bioldgicas de los alimentos (Medina-Meza et al., 2014).
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2.2.4.4. Hidratos de carbono

Diversos estudios se han enfocado en los efectos de las APH en macromoléculas como proteinas
y lipidos (Knorr, 1999; San Martin et al., 2002; Gomez-Estaca et al., 2007; Medina-Meza et al.,
2014; Sahu, 2014 & Ma et al., 2015). Sin embargo, muy pocos han explicado lo que ocurre con
los hidratos de carbono y sus estructuras. Cheftel (1995) afirma que los aztcares simples no
resultan afectados por este tratamiento. En cuestion de moléculas de mayor masa molar como
los polisacaridos, Michael y colaboradores (2001) concluyeron que la alta presién induce
cambios fisicoquimicos en almidones, tales como pérdida de cristalinidad, de orden
anisotropico y de hidratacion y un aumento de la viscosidad muy similares a los inducidos por
calor. Yang y colaboradores (2009) observaron que las hemicelulosas y celulosas presentes en
el pericarpio de la fruta son menos susceptibles a degradarse bajo condiciones de alta presion,

debido a que los enlaces covalentes no pueden ser modificados por las altas presiones.

Las reacciones de condensacion de Maillard son inhibidas por la aplicacion de altas presiones
entre 50 y 200 MPa. En consecuencia, no hay desarrollo del sabor y del color tipico de esta
reaccion (Sanchez Basurto, 2012). Campus y colaboradores (2008) estudiaron los efectos de alta
presion (300-400 MPa) en las caracteristicas quimicas de lomo curado. Observaron una
reduccion severa de compuestos que imparten sabor derivados de la reaccién de Maillard. Por
otro lado, reportaron que en muestras de vino blanco presurizadas (425 y 500 MPa) se encontro
menor contenido de aminoacidos junto con un alto contenido de color marrén y de compuestos
volatiles como furanos, lo que les permitié inferir un posible efecto del tratamiento en la
aceleracion de estas reacciones durante el periodo de almacenamiento. Estas observaciones se
asemejan con estudios llevados a cabo en sistemas modelo que contienen azucares y
aminoacidos, que demostraron que los tratamientos de alta presion pueden acelerar la

formacién de compuestos de transposicion de Amadori.

2.2.4.5. Vitaminas y compuestos bioactivos

Una de las ventajas constantemente mencionadas cuando se habla de APH es la retencién de

la calidad nutricional original del producto, ya que los compuestos de baja masa molar de los

alimentos, como compuestos del sabor, volatiles, con actividad antioxidante, pigmentos y

25



algunas vitaminas no son alterados, debido a que los enlaces covalentes no son afectados por la
presion (Vega-Galvez et al., 2014). El efecto de la APH sobre la estabilidad de las vitaminas es
uno de los estudios que mas despierta interés entre los autores que han evaluado este
procesamiento. Los investigadores han usado a la vitamina C como un indicador de calidad en
frutas y vegetales debido a que es un compuesto bioactivo sensible que proporciona un
indicativo de la pérdida de otras vitaminas y por lo tanto actia como un criterio valido para
otros compuestos nutricionales o sensoriales. En diversos trabajos se ha encontrado que el
contenido de vitamina C en jugos presurizados es similar al de un jugo sin tratamiento y que la
pérdida de vitamina es mucho menor en un jugo presurizado que en un jugo tratado
térmicamente. Asimismo, concluyeron que los fenoles totales parecen ser relativamente
resistentes al efecto del procesamiento, observando que las altas presiones y el tratamiento

térmico no tienen efecto significante en los niveles de compuestos fenolicos (Barba et al., 2012b).

2.2.5. Efecto de 1a APH sobre los microorganismos

Al estudio de los efectos de la presién sobre organismos vivos se le denomina barobiologia. La
mayoria de bacterias son capaces de crecer a presiones de hasta 20-30 MPa. Los
microorganismos que son capaces de crecer a presiones tan altas como 40-50 MPa se les
denomina barofilos. Los microorganismos bar6fobos dificilmente crecen o no lo hacen a
presiones mas altas de 30-40 MPa. Los microorganismos que pueden crecer en el intervalo de
presiones de 0.1-50 MPa se denominan euribaricos. Los organismos baroduricos sobreviven a

presiones de 50-200 MPa, pero no pueden crecer.

El procesado por alta presion es un método que induce cambios en los sistemas bioldgicos de
tipo morfologico, bioquimico y genético que tienen lugar en las membranas y en la parte celular
de los microorganismos (Barbosa-Canovas et al., 1999), por lo que puede inactivar
microorganismos patdgenos en los alimentos a temperatura ambiente, extendiendo la vida de
anaquel de los alimentos y reducir el dafio de compuestos termolabiles presentes en los mismos
ocasionados por las altas temperaturas (Matser et al., 2004). La aplicacion de esta tecnologia
emergente a temperatura ambiente destruye las células vegetativas e inactiva ciertas enzimas.
La efectividad del tratamiento depende de la presidn aplicada, del tiempo de procesamiento, de

la matriz alimenticia y del tipo de microorganismo, ya que la resistencia de los microorganismos
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es muy variable. Sin embargo, la pérdida de la viabilidad de los microorganismos al ser
sometidos a altas presiones se debe a la combinacion de lesiones efectuadas en las células de los
microorganismos. La membrana celular es el blanco principal, como resultado hay
modificaciones en la permeabilidad y una interrupcion funcional debido a fugas de compuestos
intracelulares fuera de la célula, rompiendo su funcionamiento. Hay otros compuestos y
funciones celulares sensibles a las altas presiones que son alterados o inhibidos como los
ribosomas, la sintesis de proteinas y la actividad enzimadtica y en mecanismos genéticos, no se
desnaturaliza el ADN sino que se detiene la replicacidén y transcripcidén por inactivaciéon de
enzimas clave para este proceso. En ocasiones, la célula es dafiada pero puede recuperarse si las
condiciones de almacenamiento y el contenido de sustratos posteriores al tratamiento son
adecuados. Si el multiple dafio acumulado en diferentes partes de la célula excede la habilidad
de la célula para reparase, la muerte ocurre (Huang et al., 2013). La composicion del alimento
puede afectar la reparacion de la célula, los acidos presentes pueden inhibir la reparacion de las
proteinas de las células danadas, haciendo al microorganismo mads sensible a la presion o

temperatura (Sahu, 2014).

Asimismo, las altas presiones moderadas disminuyen la velocidad de crecimiento y
reproduccion, las presiones muy elevadas provocan la inactivacion de microorganismos, ya que
se desnaturalizan las proteinas y se inhibe la captacion de aminoacidos indispensables para el
crecimiento de la célula. Las APH son similares al procesamiento térmico en que hay un valor
de umbral, que depende de cada microorganismo, por debajo del cual no se produce
inactivacion. Por encima del umbral, el efecto letal del proceso tiende a incrementar a medida
que la presion y/o la temperatura aumentan. La respuesta de los diferentes tipos de
microorganismos a la presion varia significativamente en el siguiente orden de aumento de la

resistencia (Donna & Feeherry, 2007):
Bacterias vegetativas < Hongos y levaduras < Virus < Esporas bacterianas

En general, las células procariotas muestran una mayor resistencia hacia la presion que las
células eucariotas. Dentro de los procariontes, los microorganismos Gram positivo como
Bacillus, Listeria, Staphylococcus 'y Clostridium tienen una capa mas gruesa de peptidoglucano y
por lo tanto son generalmente mds resistentes a la presion que los microorganismos Gram
negativo (Georget et al. 2015). En el Cuadro 2 se resume la presion requerida para lograr la

reducciéon decimal de algunos microorganismos. Las esporas bacterianas pueden ser
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extremadamente resistentes a la alta presidn, al igual que son resistentes a otros tratamientos
letales como calor, irradiacion y agentes quimicos (Sahu, 2014). La eliminacidén de endoesporas
bacterianas de los alimentos probablemente representa los mayores desafios de procesamiento
de alimentos y de la seguridad alimentaria para la industria. Estd bien establecido que las
esporas son la forma de vida mas resistente a la presion, en general, inicamente muy altas
presiones (> 800 MPa) pueden eliminar esporas bacterianas a temperatura ambiente (Hogan et
al., 2005). El sistema alimenticio en si podria tener un efecto protector sobre las esporas, debido
a clertos compuestos como grasas, azucares y sales, que pueden interactuar con las esporas

bacterianas de una manera protectora (Georget et al., 2015).

Cuadro 2. Presiones requeridas para lograr una reduccion de cinco ciclos logaritmicos para un
tratamiento de 15 minutos (Adaptado de Hogan et al., 2005).

Microorganismo Presion (MPa)
Yersinia enterocolitica 275
Salmonella typhimurium 350
Listeria monocytogenes 375
Salmonella enteriditis 450
Escherichia coli O 157: H7 680
Staphylococcus aureus 700

Debido a la gran resistencia que presentan las esporas bacterianas, la aplicacion de presidon es
insuficiente para su inactivaciéon y requieren otros métodos de procesamiento aplicados en
combinacion con la alta presion que pueden ser eficaces para la eliminacion de las esporas,
mediante un efecto sinérgico o de barrera, como es la aplicacion de calor. Una alternativa al
uso de tratamientos que combinan presion y calor para asegurar la inactivacion de las esporas
bacterianas, es causar la germinacion de la espora y después se utiliza la APH para eliminar a
las células vegetativas que son mucho mas sensibles a la presién (Hogan et al., 2005). El modo
de accion que ha sido sugerido es por electrostriccion o un aumento en la ionizacidén de algunos
componentes de la espora, lo que todavia sigue siendo especulativo. La electrostriccion provoca
una compresion de dipolos adyacentes y es el resultado de interacciones de los iones del agua
que depende del radio del ion y de su carga. La electrostriccion permitiria la hidratacion del

nucleo, comenzando asi el proceso de germinacion (San Martin et al., 2002).
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Interesantemente, las esporas bacterianas pueden ser estimuladas a germinar mediante el
tratamiento a presiones relativamente bajas, como 50-300 MPa; una vez que germinaron,
pueden ser eliminadas por tratamientos térmicos suaves o por alta presion (Hogan et al., 2005).
Aun asi, existe una significativa proporcion de esporas iniciales que pueden permanecer en una

latencia extrema y que no germinan.

2.2.6. Oportunidades del uso de APH en alimentos

El procesamiento por alta presion se puede aplicar para alargar la vida comercial de los
alimentos y modificar la textura y propiedades sensoriales de los alimentos (Barbosa-Canovas
et al., 1999). Esta tecnologia se aplica a un intervalo amplio de alimentos diferentes, incluyendo
productos carnicos crudos y cocinados, pescados y mariscos, platillos pre-cocinados, frutas,
vegetales y jugos. Las principales aplicaciones hoy en dia se enfocan en productos como
mermeladas, jugos de frutas y vegetales, sopas, ostras, salsas, aderezos y mas recientemente
carne procesada como jamoén. En el Cuadro 3 se enlistan los productos comerciales que estan
disponibles y que son procesados con esta tecnologia. La gama de productos esta aumentando

y extendiéndose desde sus origenes en Japon, seguido por los Estados Unidos y ahora Europa.

Cuadro 3. Productos alimenticios comerciales tratados por APH
(Adaptado de Hogan et al., 2005).

Producto Fabricante Pais
Mermeladas, salsas de frutas, yogurt y gelatinas Meida-Ya
Jugo de mandarina Wakayama Food Industries Japon
Frutas tropicales Nishin Oil Mills
Carne de res Fuji Ciku Mutterham
Guacamole, aderezos, comidas preparadas y jugos de frutas Avomex
Hummus Hannah International
Jugos de frutas y vegetales Odwalla
Jamoén Hormel Foods EUA
Productos avicolas procesados Purdue Farms
Ostras Motivatit Seafoods, Goose
Point Oysters y Joey Oysters
Jugo de naranja Ultifruit .
Francia
Jugos de frutas Pampryl
Jugo de manzana Frubaca Portugal
Tapas y rebanadas de jamon Espuiia Espafia
Batidos y jugos de frutas Orchad House Inglaterra
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2.2.7. Estudios previos de aplicacion de APH en jugos de frutas y vegetales

En la ultima década, nuevos productos basados en jugos de frutas o vegetales, de un ingrediente
o mezclados, han tenido una buena aceptacion por los consumidores y un alto valor nutricional
debido a su gran contenido de compuestos bioactivos y su capacidad antioxidante.
Tradicionalmente, los alimentos fluidos han sido preservados por tratamientos térmicos como
pasteurizacion y esterilizacidén, estos procesos son capaces de prevenir el deterioro de los
alimentos; sin embargo, también pueden resultar en la pérdida de compuestos responsables de
atributos sensoriales y nutricionales durante el tratamiento de preservacion y posterior
almacenamiento. Diversos autores proponen el uso de las altas presiones como una alternativa
viable al procesamiento térmico; han enfocado sus estudios para evaluar el efecto de los
tratamientos por alta presién en alimentos fluidos y sobre el almacenamiento en frio para
evaluar las posibles pérdidas de nutrimentos y caracteristicas fisicoquimicas después de aplicar
estos procedimientos, en comparacidon con muestras sin tratamiento o muestras sometidas a los
tratamientos tradicionales. Hay varios estudios centrados en los efectos de las APH en las
caracteristicas fisicoquimicas y/o microbioldgicas de diferentes jugos de frutas y vegetales, en

el Cuadro 4 se ejemplifican algunos de estos casos.

Las APH han mostrado ser eficientes para mantener los niveles de compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante en algunos jugos de frutas y vegetales, ademas de cumplir con los
requerimientos de seguridad y calidad. Los parametros no cambian significativamente durante
el almacenamiento, sin embargo, se han observado algunas tendencias, los efectos de las altas
presiones difieren no so6lo en funcioén de la intensidad del tratamiento, sino también de acuerdo

con la matriz alimentaria, lo que sugiere que cada matriz debe estudiarse por separado.
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Cuadro 4. Bebidas y jugos de frutas y/o vegetales tratados por APH.

Producto

Condiciones de tratamiento

Referencias

Jugo de moras

500 MPa/5 min

Hui Zou et al. (2016)

Jugo de esparragos

200, 400, 600 MPa/10 y 20 min

Chen et al. (2015)

Jugo de litchi con agua de

coco y jugo de limén

200-600 MPa/50-70 °C/5-20 min

Jayachandran et al. (2015)

Jugo de manzana

430 MPa-7 min

Juarez-Enriquez et al. (2015)

Jugo de cereza

400 MPa/5 min y 550 MPa/2 min

Queiros et al. (2015)

Jugo de pepino

350 MPa-10 min/400 MPa-4 min/ 500 MPa-2 min

Zhao et al. (2014)
Barba et al. (2013)

Jugo de arandano

200, 400, 600 MPa/5, 9y 15 min

Jugo de granada

300, 400 MPa/2.5, 5, 10, 15, 20 y 25 min

Dong et al. (2013)

Jugo de uva

400 MPa/3 min/30 °C

Uckoo et al. (2013)

Jugo de naranja con leche

100-400 MPa/2, 5, 7y 9 min

Barba et al. (2012a)

Jugo de fresa

600 MPa-4 min

Cao et al. (2012)

Bebida con fresa, manzana,
concentrado de jugo de

manzana, platano y naranja

450 MPa/1, 3 y 5 min

Keenan et al. (2012)

Patterson et al. (2012)

Jugo de zanahoria

500y 600 MPa/1 min/20 °C

Jugo de sandia

300, 600 y 900 MPa/ 5, 20, 40 y 60 min/ 60 °C

Zhang et al. (2011)

Jugo de tomate

100-500 MPa/10 min/4, 25 y 50 °C

Hsu (2008)

Jugo de brécoli y manzana

500 MPa-10 min

Houska et al. (2006)

Jugo de naranja, manzana,

albaricoque y cereza

250-450 MPa/0-60 min/25-50 °C

Bayindirli et al. (2006)

Jugo de naranja

100 MPa-60 °C-15 min/400 MPa-40 °C-1 min/350
MPa-30 °C-2.5 min

Sanchez-Moreno et al. (2003)

Jugo de guayaba

600 MPa-15 min-25 °C

Yen y Lin (1999)
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Capitulo 3. Materiales y métodos

La Figura 4 muestra el diagrama general del protocolo experimental de este estudio.

Recepcion de materia

prima
Lavado
Extraccion de jugo
h 4
Caracterizacion Envasado Envasado
¥ v ¥
Anidlisis Anadlisis . P
. - . s Tratamiento Térmico Sellado
fisicoquimicos microbioldgicos
A 4 A 4
sMediciénde pH Deteccion y cuantificacion de: : . . . s
mDeterminacion de acidez titulable m Microorganismos mesofilos Refrigeracion Refrigeraciéon
mDeterminacion de sélidos solubles m Mohos
totales mLevaduras \
mCuantificacion de pigmento X
mDeterminaciéon de  polifenoles Tratamiento por APH
totales Caracterizacion periodica [€
Andlisis fisicoquimicos y Refrigeracién
microbiolégicos

Figura 4. Diagrama general de la elaboracion, tratamiento y analisis del jugo de betabel.

3.1. Reactivos y materiales

Acido galico (Cristal monohidratado, Mallinckrodt Chemicals, Mallinckrodt Baker,
Phillipsburg, Nueva Jersey, USA); Carbonato de sodio (Polvo anhidro, Baker Analyzed, J.T.
Baker, México); Hidroxido de sodio (Disolucién volumétrica valorada, Hycel de México,
Guadalajara, México); Reactivo de Fenol de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA); Agua peptonada (Ref. 218105, Difco, Becton, Dickinson and Company, USA); Agar
para cuenta estandar (Ref. 247940, Difco, Becton, Dickinson and Company, USA); Agar
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dextrosa y papa (Ref. 211900, Bioxon, Becton, Dickinson de México); Agar extracto de malta
acidificado (Ref. 211220, Difco, Becton, Dickinson and Company, USA); Agua destilada.

3.2. Extraccion de jugo y envasado

Los betabeles fueron adquiridos en el comercio local y lavados con agua y jabon. Se les quito la
cascara con un mondador, la raiz y las hojas manualmente. Enseguida fueron cortados en placas
rectangulares de aproximadamente 1 cm de espesor y altura y se obtuvo el jugo con un extractor
(Turmix Motor Especial, Turmix de México, Turmix World Service, México). Después de la
extraccion, el jugo se dejo reposar 5 min para que la espuma formara una capa uniforme y asi
facilitar su separacion y eliminacion. El jugo se envaso en bolsas flexibles compuestas de cuatro
capas de polietileno con una capa exterior de nylon, de (12 x 22) cm (ROL-28, FoodSaverOster,
Sunbeam Products Inc, Korea), las cuales fueron selladas térmicamente con una maquina (Mini
Jumbo, Henkelman Vacuum Systems, Paises Bajos), removiendo la mayor cantidad posible de
aire. Las bolsas se envolvieron en papel aluminio para evitar contacto con la luz y se
almacenaron en refrigeracion a 4 °C. Las muestras de jugo empacadas en bolsas fueron

sometidas a tratamientos por APH y otras sin APH (control) como se describe a continuacion.

3.3. Tratamiento y almacenamiento

3.3.1. Tratamiento con alta presion hidrostatica (APH)

Las muestras fueron tratadas a una temperatura inicial de 21 £ 2 °C en un equipo de alta presion
(Elmhurst Systems Engineering LLC, Albany, USA) en una camara de acero inoxidable de 500
mL de capacidad y una presion maxima de proceso de 655 MPa. Dos bolsas con jugo
empacadas al vacio se introdujeron al mismo tiempo en la cdmara y se agreg6 la cantidad de
agua, fluido transmisor de presion, senalada por el fabricante. La camara se cerrd y el equipo se
programé con las condiciones de tiempo de exposicion y presion. El procedimiento consistio
en una etapa de presurizacion, seguida de mantenimiento de la presion, a 58.6 = 1.3 kpsi (= 400
MPa), por 5 y 10 min y finalmente la despresurizacién. Al término del tratamiento la cdmara
se abrid, se sacaron las bolsas, se envolvieron en papel aluminio y se almacenaron en

refrigeracion a 4 °C para su posterior analisis.
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3.3.2. Tratamiento térmico

El jugo extraido se envasd en frascos de vidrio de 120 mL los cuales fueron previamente
calentados en un bafio con agua a 95 °C por 20 min. Las muestras de jugo fueron tratadas
térmicamente en un bafio con agua a 65 °C con una exposiciéon de 15 min, posteriormente los
frascos se cerraron, se enfriaron en un bafio de agua helada, se envolvieron en papel aluminio
para evitar contacto con la luz y se almacenaron en refrigeracion a 4 °C para su posterior

analisis.

3.3.3. Almacenamiento

Las bolsas y frascos con las muestras de jugo de betabel procesadas por APH, tratamiento
térmico y control, respectivamente, se almacenaron en refrigeracion a 4 °C. Se realizé una
caracterizacion fisicoquimica y microbiolédgica a 0, 7 y 14 dias de almacenamiento. Todas las

muestras del dia 0 fueron extraidas y analizadas el mismo dia.

3.4 Caracterizacion del jugo

3.4.1. Analisis microbiologico

Para la deteccidon de microorganismos mesofilos aerobios viables en el jugo de betabel, se utilizd
el método de cuenta en placa de bacterias descrito por Camacho et al. (2009). Las muestras con
y sin tratamiento fueron diluidas con agua peptonada 0.1 % estéril bajo condiciones asépticas y
0.1 mL de cada dilucién decimal fue inoculada por triplicado en cajas Petri con agar para cuenta
estandar utilizando la técnica de extension superficial en placa. Se incubaron a 37 °C por 48 +
2 h. Para la deteccién de mohos y levaduras se utilizo el método descrito por Camacho et al.
(2009). Los medios utilizados fueron agar dextrosa y papa y extracto de malta acidificado,
respectivamente. Se incubaron a 27 °C por 72 + 2 h y después se realizo el andlisis cuantitativo

y los resultados se expresaron como UFC/mL.
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3.4.2. pH

El pH fue medido a temperatura ambiente (25 £ 3 °C) usando un potenciometro digital (Orion modelo
420, Orion Research Inc., USA). El potenciometro fue calibrado con disoluciones buffer a pH 7.0,
4.0 y 10.0 previo a la medicién. El pH se midié en 15 mL de jugo bajo agitacion cuando la lectura
fue estable.

3.4.3. Acidez total

La determinacion de acidez se hizo por triplicado; 15 mL de jugo de betabel fueron titulados
con NaOH 0.1 mol/L valorado, utilizando el potencidmetro para medir el punto final de la
titulacion (pH = 7.0 = 0.1). El volumen de NaOH se convirtié en masa y se expresd como g de

acido citrico por mL de jugo de acuerdo con la norma NMX-F-102-S-1978.

3.4.4. Solidos solubles totales

Los solidos solubles totales fueron determinados como °Bx a temperatura ambiente utilizando
un Refractémetro (ATAGO Master Manual, Cole-Parmer Instrument Co., Japdn), calibrado

con agua destilada.

3.4.5. Contenido de betalainas y retencion de pigmento

La cuantificacion de betalainas fue realizada utilizando el método de espectrofotometria de
Yizhong et al. (2001). Para hacer la lectura de las muestras se hicieron tres diluciones
consecutivas de 1 mL de jugo extraido con 10 mL de agua destilada. La medicion se hizo por
triplicado. El barrido espectrofotométrico se hizo en un espectrofotémetro (Genesys 10 UV,
Thermo Electron Corporation, USA), con celdas de cuarzo de un centimetro. La absorbancia
fue medida de 200-700 nm. Los valores de coeficiente de extincidn (g) usados para determinar
la cantidad de pigmento fueron 6.16 x 10* para betacianinas y 4.80 x 10* para betaxantinas a sus
respectivas absorbancias maximas; 536 nm para betacianinas y 482 nm para betaxantinas. El
contenido de betalaina se expres6 como mg de betaxantina o betacianina por litro de jugo. El

porcentaje de retencion de pigmento se calculé como sigue
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Contenido de betalaina a x tiempo de almacenamiento
%Rp = - - - - x 100
Contenido de betalaina al dia 0 de almacenamiento

3.4.6. Polifenoles totales

El método mas usado para la determinacion del contenido de polifenoles en alimentos es el
ensayo de Folin—Ciocalteu para el cual se utiliza un reactivo del mismo nombre, que consta de
una disoluciéon de iones complejos provenientes de los heteropoliacidos fosfotingstico
(H;PW,04) y fosfomolibdico (H;PMo,,04) (Segura Morales, 2015). Se basa en el poder de
reduccidn de los grupo hidroxilo de los compuestos fenolicos sobre los constituyentes metalicos
de estos iones complejos formando un producto color azul. La absorbancia de este producto se
mide a 765 nm y es posible relacionarla con la concentracion de polifenoles totales en el
alimento. Sin embargo, se sabe que los multiples compuestos fenolicos existentes responden de
diversas maneras ante el reactivo de Folin (Vulic et al., 2012) y que el método puede ser afectado

por otras moléculas no fenolicas reductoras (Rover & Brown, 2013).

La determinacién se hizo por triplicado, por el método de Folin-Ciocalteau descrito por
Chuquimia et al. (2008) y Dong et al. (2013) con algunas modificaciones. Un volumen de 3 mL
de jugo de betabel fue mezclado con 10 mL de agua destilada. La mezcla fue centrifugada
(Centrifuga Hermle z200A Labnet, Labortechnik, Alemania) a 4500 rpm por 20 min. El
sobrenadante fue recolectado y se llevo a un aforo de 50 mL con agua destilada. Se realizo6 la
reaccion con 400 pL. de muestra, 40 pL reactivo de Folin-Ciocalteau 2 N y 10 mL de Na,CO;
al 20 %, los cuales se mezclaron y homogeneizaron (Vortex mixer, Cole-Parmer, USA). La
mezcla de reaccion se dejo reposar 10 min en obscuridad. Se midi6 la absorbancia de las
muestras a 765 nm utilizando un espectrofotometro (Genesys 10 UV, Thermo Electron
Corporation, USA). La absorbancia de cada muestra se compard con la curva patron de acido
galico (0-210 pg/mL) la cual se muestra en la Figura 5. Los resultados fueron expresados como

mg equivalente de acido galico (GAE) por 100 mL de muestra.

La curva patron se realizd por duplicado a partir de una disolucidén de acido galico 0.1 %
utilizando agua destilada como disolvente. Se tomaron alicuotas de 300, 900, 1500 y 2100 pL
de la disolucién patrén en un matraz volumétrico de 10 mL y se llevd al aforo con agua
destilada. Se realiz6 la reaccidén con 400 pL de muestra, 40 pL reactivo de Folin-Ciocalteau 2

N y 10 mL de Na,CO; al 20 %, que se mezclaron y homogeneizaron (Vortex mixer, Cole-
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Parmer, USA). La mezcla de reaccion se calentd a 45 °C en bano maria por 10 min. Se midid
la absorbancia a 765 nm utilizando un espectrofotometro (Genesys 10 UV, Thermo Electron

Corporation, USA).

Absorbancia

0 50 100 150 200 250

Concentracion (pg/mL)

Figura 5. Curva patron de acido galico.

3.5. Analisis estadistico

Todas las pruebas se hicieron por triplicado. Se reportan los promedios y las desviaciones
estandar. Para determinar si existi6 diferencia significativa entre los datos obtenidos y el tiempo
de almacenamiento en las muestras con y sin tratamiento por APH se utilizé un analisis de
varianza de una via (ANOVA) en Excel (Microsoft Office Professional Plus 2013, Microsoft
Corporation), con un nivel de significancia de 0.05. También se realiz6 una prueba de diferencia
minima significativa de medias (DMS) para encontrar si hay diferencia significativa entre los

parametros medidos y los dias de almacenamiento.

37



Capitulo 4. Resultados y discusion

Previamente al tratamiento del jugo de betabel se examinaron sus caracteristicas sensoriales en

diferentes condiciones de almacenamiento y cOmo estas se van modificando durante un periodo

de seis dias. El Cuadro 5 muestra las observaciones provenientes de esta primera evaluacion.

Con base en esta informacion se determind el periodo de tiempo de conservacion del jugo antes

de cualquier tratamiento térmico y por APH.

Cuadro 5. Observaciones sensoriales en el jugo de betabel sin tratamiento.

Condiciones de
almacenamiento

Medio ambiente,
con exposicion a
luz ambiente

Tiempo (dias)
1 2 6
iy Deterioro de color a rojo mas
Perdlglg notable . de  color, pardo. Persistié color amarillo . .
cambi6 a rojo pardo. El jugo ya no fue atractivo

Conservacion de  aroma
caracteristico del jugo fresco.

Consistencia liquida.

en el fondo del tubo.

No se conservé aroma
caracteristico de jugo fresco.

Consistencia espesa.

sensorialmente y no se conservo
para estudio de dias siguientes.

Medio ambiente,
sin exposicion a
luz ambiente*

Color morado intenso,
parecido al del jugo recién
extraido.

Conservacion de  aroma
caracteristico del jugo fresco.
Consistencia liquida.

Color afin al del dia uno.

Se percibi6é aroma amargo.
Presencia de  sedimentos,
consistencia mas  viscosa.
Producciéon de burbujas y
liberacion de gas al abrir el
recipiente que contenia el jugo.

Color aceptable. Sin embargo,
en otros aspectos ya no fue
atractivo sensorialmente por lo
que no se conservo para estudio
de dias siguientes.

Refrigeracion
a4°C,
exposicion a la
luz ambiente

Cambio de color de morado a
rojo. Sin embargo, tuvo mayor
brillo que el almacenado a
Tamb.

Conservacion de  aroma
caracteristico del jugo fresco.
Consistencia liquida.

Color afin al del dia uno.

Conservaciéon de  aroma
caracteristico del jugo fresco,
ligero aroma dulce.

Consistencia liquida.

Color afin al del dia uno, pero
menos brillo.

Se percibi6é aroma amargo.
Consistencia espesa.
Produccién de Dburbujas y
liberacion de gas al abrir el
recipiente.

Refrigeracion
a4°C,sin
exposicién a luz
ambiente®

Color morado intenso,
parecido al del jugo recién
extraido.

Conservacion de  aroma
caracteristico del jugo fresco.

Consistencia liquida.

Color afin al del dia uno.

Conservacién de aroma
caracteristico del jugo fresco.

Consistencia liquida.

Color afin al del dia uno.
Ligera conservacién de aroma,
pero también se percibieron
notas amargas.

Consistencia espesa.
Produccién de Dburbujas y
liberaciéon de gas al abrir el
recipiente.

*Se utiliz6 papel aluminio para cubrir los tubos con muestra y resguardar de la luz.
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Los resultados muestran que el jugo de betabel es muy perecedero. Su conservacion sin recibir
algin tratamiento o medio de conservacion no fue mayor a dos dias a temperatura ambiente.
La principal betacianina presente en el betabel es la betanina que puede transformarse y perder
su coloracion bajo la influencia de factores como el pH, altas temperaturas, oxigeno, luz y
actividad de agua (Badui, 2006). Al estar el jugo expuesto a la luz y al oxigeno, disminuyo6
notablemente su color debido a la inestabilidad de estos pigmentos frente a estos parametros.
La refrigeracion es un método de conservacién a corto plazo; al refrigerar el jugo hubo mayor
conservaciéon debido a la disminucion de temperatura. Aumentd la preservaciéon de las
betaninas y disminuyo la tasa de crecimiento de microorganismos que pueden llegar a fermentar
azucares presentes en el jugo causando liberacion de didxido de carbono, produccion de
metabolitos 0 compuestos de olor desagradable como aldehidos o acidos. Este comportamiento
se observo en las muestras almacenadas a temperatura ambiente en comparacién con las

muestras refrigeradas.

Durante esta etapa de analisis fisico del jugo de betabel, se establecié la importancia de las
pruebas microbioldgicas para conocer la carga microbiana presente en el jugo de betabel fresco
y el grado de reduccidn que se puede lograr con los métodos de conservacion propuestos. Al no
encontrar informacién sobre un microorganismo caracteristico que puede desarrollarse en esta
bebida se hizo un analisis microbioldgico para la deteccidbn de microorganismos meso6filos

viables, mohos y levaduras.

Ademas de la parte microbiologica, también se determind el pH, la acidez total, el contenido
de pigmento, de polifenoles totales y de solidos solubles totales. Estos parametros
fisicoquimicos ofrecen informacion acerca de la calidad del jugo de betabel antes y después de

ambos tratamientos.

4.1. Microorganismos

4.1.1. Mesofilos aerobios

El Cuadro 6 muestra el crecimiento microbiano de mesoéfilos aerobios en agar para cuenta

estandar que sirve para conocer el contenido de microorganismos viables en un alimento. La

cuenta inicial de mesoéfilos aerobios en las muestras de jugo sin tratamiento fue de 4.28 Log
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UFC/mL. Después de catorce dias de almacenamiento a 4°C la concentracion aumento a 7.68

LogUFC/mL.

Cuadro 6. Efecto del tratamiento térmico y APH sobre el recuento total de bacterias mesofilas en jugo de
betabel (Log UFC/mL).

Tiempo de . s
almacenamiento | Control Tratamiento térmico Control APH APH
(Dias) (65 °C-15 min) 400 MPa - 5 min 400 MPa - 10 min
0 5.11 1.52vg+ 4.28 <1ve <1ve
7 6.87 1.83ve 7.20 <1ve <1ve
14 7.64 3.58 7.68 6.89 2.81

*VE: Valor estimado (Sensibilidad del método)

Los ensayos microbiologicos realizados a las muestras de jugo tratadas con APH muestran que
la carga microbiana se redujo a menos de 1 Log UFC/mL, valor estimado por la sensibilidad
del método, lo que muestra la eficacia del procesamiento por alta presién en ambos tratamientos
para la reduccién de la cuenta inicial, como se ha reportado para jugos acidos (Ferrari et al.,
2010; Uckoo et al., 2012; Dong et al., 2013; Queiros et al., 2015 & Hui Zou et al., 2016) y de
baja acidez (Chen et al., 2015). Asimismo, el tratamiento térmico en el jugo de betabel redujo a

1.52 Log UFC/mL la carga microbiana inicial.

Después de siete dias de mantener las muestras de jugo tratadas por APH almacenadas en
refrigeracion, las UFC/mL se mantuvieron en niveles indetectables (<1 Log UFC/mL)
garantizando asi la seguridad del jugo de betabel. No obstante, al dia catorce de
almacenamiento se presenté un aumento en el crecimiento microorganismos mesofilos aerobios
que supera el limite permitido en jugos pasteurizados segin la NOM 130-SSA1-1995, norma
que declara un limite de 100 UFC/mL (2 Log UFC/mL). Por lo tanto el jugo de betabel tratado

ya no cumplid con las especificaciones sanitarias.

La pérdida de la viabilidad de los microorganismos al ser sometidos a altas presiones se debe a
la combinacién de lesiones efectuadas en estas células. En ocasiones, la célula es danada pero
puede recuperarse si las condiciones de almacenamiento y el contenido de sustratos posteriores
al tratamiento son adecuados (Hui Zou et al., 2016). Esto quiere decir que al transcurrir el
tiempo de almacenamiento, los microorganismos que fueron danados al ser sometidos a estas

condiciones de presion y tiempo de proceso, lograron salir del estrés al que fueron sometidos y
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encontraron las condiciones adecuadas para sobrevivir y reparar el dafio fisioldgico, siendo

viables nuevamente (Sahu, 2014).

Con respecto al tratamiento térmico, las muestras analizadas al dia siete de almacenamiento,
fueron todavia aptas para consumo, dado que las UFC/mL no excedieron el limite sefialado en

la norma. Sin embargo, al dia catorce tampoco fueron viables.

4.1.2. Hongos y levaduras

Los hongos y las levaduras se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, pueden
encontrarse como microbiota normal de un alimento o también pueden ser causantes de la
descomposicion de otros alimentos. El Cuadro 7 muestra el crecimiento de ambos
microrganismos en un medio de cultivo especifico para cada uno. La norma para jugos
pasteurizados sefiala un limite maximo de 25 UFC/mL (1.4 Log UFC/mL) de hongos y
levaduras. Los ensayos microbioldgicos realizados al jugo control y a las muestras procesadas
térmicamente y por APH muestran que el crecimiento microbiolégico de hongos fue menor de
1 Log UFC/mL,; valor estimado por la sensibilidad del método, y que después de catorce dias
de almacenamiento en refrigeracion las UFC/mL se mantuvieron dentro de los limites
maximos establecidos en la norma. Este resultado es congruente con lo reportado
experimentalmente para otros jugos tratados por APH (Uckoo et al., 2012; Dong et al., 2013 &
Queiros et al., 2015).

Con respecto a la caracterizacion microbioldgica de levaduras, la pasteurizacion redujo a 1 Log
UFC/mL la cuenta inicial de levaduras en el jugo y durante el almacenamiento no se registrd
cambio en la concentracién de UFC/mL. En las muestras de jugo tratadas con APH, la cuenta
inicial también se redujo a menos de 1 Log UFC/mL, en ambos tratamientos. No obstante, al
dia catorce de almacenamiento se observd un incremento de UFC, dado que este valor es
superior al limite sefialado en la norma, el jugo de betabel tratado bajo estas condiciones de

presidén y temperatura ya no fue apto para consumo.
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Cuadro 7. Efecto del tratamiento térmico y APH en el recuento total de hongos y levaduras en jugo de
betabel (Log UFC/mL).

Microorganismo alanal:::ll;?n(ii:nto Control Tr:efﬁil(?: t0 Control APH . APH )
(Dias) (65°C-15 min) 400 MPa - 5min | 400 MPa - 10 min

0 < 1vg+ <1ve <lve <lve <1ve

Hongos 7 <1ve <lve <1lve <1ve <l1ve

14 <1 <1ve <1 <1 <1ve

0 4.05 <l 3.55 <1 <lw

Levaduras 7 6.86 <1ve 6.77 <1v <1
14 7.46 <1 7.50 4.95 2.48ve

*VE: Valor estimado (Sensibilidad del método).

4.2 pH y acidez total

El pH inicial del jugo de betabel fresco fue 6.34 + 0.02, similar al reportado en la literatura
(Yoon et al., 2005). La Figura 6 muestra que posterior al tratamiento con alta presion, al inicio
del almacenamiento, el pH disminuy¢ significativamente con respecto al control (p < 0.05);
siendo el tratamiento de 10 min de mantenimiento de presiéon el que tuvo una mayor

repercusion en el valor de pH disminuyendo 0.1 unidad.

Asimismo, en este tratamiento se observa que la concentracidon de acidez aumento
significativamente 25 % con respecto al control (Figura 7). Jayachandran et al. (2015)
establecieron que la alta presion aumenta la constante de disociacion i6nica del agua y acidos
débiles en los alimentos, lo que resulta en un mayor numero de iones libres en la matriz
alimentaria y por lo tanto un aumento en la acidez y ligero descenso en el pH. El analisis
estadistico muestra que entre los tratamientos por APH si hay diferencia significativa con
respecto al pH pero no en la acidez. Sin embargo, durante el almacenamiento no hubo cambio
significativo entre ellos lo que sugiere que el procesamiento no tuvo efecto adverso sobre estos

parametros.

A los 14 dias de almacenamiento, el pH del jugo control disminuy6 de manera significativa con
respecto al 1nicio (t = 0 d) y mostré un aumento considerable de acidez. Queir6s et al. (2015)
sugieren en su estudio de jugo de cereza que el descenso constante de pH en el almacenamiento

es debido a la probable fuga progresiva de acidos organicos de los organelos celulares vegetales
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a la matriz del jugo, quedando mas expuestos, razon por la que también se observo un aumento

en su acidez.
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Figura 9. Variacion con el tiempo del contenido de acidez (%) en jugo de betabel sometido a

tratamiento térmico.

La muestra control de jugo de betabel utilizada en el tratamiento térmico tuvo pH 6.55 + 0.01.
La Figura 8 muestra que posterior al tratamiento térmico, al inicio del almacenamiento, el pH
también disminuy6 significativamente 0.05 unidades con respecto al control (p < 0.05). Sin
embargo, no hay diferencia significativa en el contenido de acidez (Figura 9). Durante el
almacenamiento, el pH del jugo pasteurizado térmicamente mostr6 una disminucion
significativa y un aumento considerable de acidez hasta el dia 14 de almacenamiento el cual se

mantuvo sin cambio significativo hasta el dia 21.

4.3 Solidos solubles totales

Las muestras de jugo de betabel no presentaron cambios significativos (p < 0.05) en el contenido
de solidos solubles totales después de haber sido sometidas al tratamiento térmico y por APH
(Figuras 10y 11).
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Estos resultados coinciden con reportes en la literatura para otros jugos y bebidas tratados por
APH en condiciones similares a las de este estudio, como jugo de litchi con agua de coco y jugo
de limén (Jayachandran et al., 2015), jugo de granada (Dong et al., 2013), jugo de cereza
(Queiros et al., 2015) y jugo de arandano (Barba et al., 2013). Durante el almacenamiento, no
se observaron cambios significativos en las muestras de jugo de betabel tratadas por APH. Sin
embargo, el jugo pasteurizado y su control si presentaron una disminucion significativa de 0.22

y 0.5 grados respectivamente al dia 14.

4.4 Contenido de betalinas y retencion de pigmento

Se hizo una identificacion parcial del pigmento principal caracteristico presente en el betabel,
las betalainas, por medio de espectrofotometria se utilizd el método de Yizhong (1998 y 2001)
para determinar las betacianinas y las betaxantinas sin necesidad de separarlas, ya que la
estabilidad de ambas disminuye cuando esto ocurre. La cantidad de pigmento fue calculada con
base en la ecuacion de Lambert-Beer. Dada la distribucion de las betalainas presentes en el
betabel, se sabe que las betacianinas se encuentran en mayor proporcion puesto que le imparten
el color caracteristico a este vegetal sin perder de vista que las betaxantinas también tienen una
participacién determinante. Se buscaron concentraciones de estos pigmentos presentes en el

jugo de betabel, Wruss et al. (2015) reportan los valores mostrados en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Contenido promedio de pigmento presente en siete variedades de betabel
(Adaptado de Wruss et al. 2015)

Pigmento (mg/L)
Betalaina total | 1103 £ 253
Betacianinas 705 £ 156
Betaxantinas | 397 = 100

De acuerdo con los datos obtenidos después de los respectivos tratamientos a los que fueron
sometidas las muestras de jugo, Cuadro 9, el contenido de betacianinas disminuyd en ambos
tratamientos por APH. Sin embargo, no es significativo y el contenido de las betaxantinas
aumentd 9 %, siendo significativo en el tratamiento de APH-10 min. En la literatura no se

reportan los efectos de las altas presiones sobre estos pigmentos. Sin embargo, hay estudios con
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otros tipos de pigmentos, como las clorofilas (Chen et al., 2015), licopeno (Hsu, 2008),

carotenos (Picouet et al., 2015) y antocianinas.

Cuadro 9. Efecto del tratamiento térmico y APH en el contenido total de pigmentos en jugo de betabel (mg
pigmento/ L jugo) al dia 0 de almacenamiento.

Tratamiento
Pigmento Control térmico Control
400 MPa - 5 min 400 MPa - 10 min

(65 °C-15 min)

Betalainas |, (1,934 1311 £ 6.15 2210 + 6.29 2255 + 24.51 2259 + 27.81
totales
Betacianinas | g75 + 26.8 774 + 18.6 1324 + 13.64 1315 + 53.82 1298 + 42.19
Betaxantinas | 589 * 17.8 537 +21.2 886 + 17.8 940 + 32.4 961 + 30.8

Chen et al. (2013) observaron en jugo de granada que las antocianinas son las responsables de
impartir el color caracteristico y que son sensibles a varios agentes. Se reportd que la mayoria
de las antocianinas se polimerizaron durante el almacenamiento. Asimismo, que la disminucion
puede deberse a la oxidacion y condensacion de las antocianinas con los compuestos fenélicos,
como el acido ferualico, lo que caus6 la pérdida del pigmento, pero la condensacion de los
productos es inestable y promovi6 su degradacion en compuestos incoloros. Ademas, en otros
estudios la pérdida de pigmento se promovi6é por la posible alta concentracidon de oxigeno
absorbida por las particulas en la pulpa, asi como por las enzimas remanentes en el jugo. Yang
et al. (2012) sugirieron que una disminucion de los compuestos antioxidantes se asocia con su
oxidacion quimica debido a la generacion de radicales altamente reactivos que se producen en
la etapa de presurizacion. No obstante, Hsu (2008) obtuvo resultados distintos para el contenido
de licopeno cuantificado en jugo de tomate tratado por APH, el cual increment6

significativamente 56 %.

Consecutivamente (Figura 12), durante el almacenamiento (t = 14 dias) en el jugo control y en
el jugo tratado a APH-5 min y APH-10 min se observo una disminucion significativa de
betacianinas, 42, 45 y 61 % de retencion, respectivamente, y betaxantinas, 64, 63 y 83 % de
retencidn, respectivamente. Sokolowska et al. (2017) reportaron en su estudio de jugo de betabel
tratado a APH bajo condiciones de 300, 400 y 500 MPa — 10 min que también hay una
disminucion de 11.3-12.2 % en el contenido de betacianinas y 7.7-8.9 % en el contenido de

betaxantinas. No hay que perder de vista el hecho de que durante el envasado del jugo, el vacio
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Concentracion (mg pigmento/L jugo)

dentro de las bolsas no se lleva a cabo con una alta efectividad dada la naturaleza de la muestra,

pudiendo quedar una concentracién de aire minima dentro del envase. Al entrar en contacto

con el oxigeno se aceleran las reacciones de ruptura en la estructura de los pigmentos

responsables de impartir el color rojo y amarillo que exhiben las betacianinas y betaxantinas

respectivamente (Badui, 2006), afectandose el contenido en el jugo durante el almacenamiento.

Estos resultados demuestran que las betaxantinas presentaron una mayor estabilidad a las altas

presiones.

(a)
1400
g — _i
1200 I -EN
v b
N
b
1000 ~ .
AN
\ -
800 ~
\ ¥
—— C: 1 ‘\
6004 | — —  Coa
v APH 5 Y
-- - -- APHID
400 . . . ; ; ; ; ;
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo de almacenamiento (Dias)

Concentracion (mg pigmento/L jugo)

2400

Concentracion (mg pigmento/L jugo)

1100

1000 -

900 -

300 -

LH

=

—— Control
APH-S
APH-10

(b)

0 2 4 o 8

Tiempo de almacenamiento (Dias)

2200 ~

2000 ~

1800 +

1600 +

1400 +

1200 +

1000 T T

8

10

12 14 16

Tiempo de almacenamiento (Dias)

10

12

Figura 12. Variacién con el tiempo del contenido de pigmento (a) betacianina, (b) betaxantina y

(c) betalaina en jugo de betabel sometido a APH.
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Concentracion (mg pigmento/L jugo)

En el Cuadro 9 también se observan los resultados del contenido de pigmento antes y después

del tratamiento térmico, el cual se ve mas afectado en comparacién con el tratamiento por APH.

A t = 0 dias la retencion de las betacianinas fue de 88 % y de las betaxantinas de 90 %. La

temperatura puede ser considerada como el factor de influencia mas importante en la estabilidad

de las betalainas, tanto en el procesamiento como en el almacenamiento. La betalainas son

pigmentos sensibles al calor que pierden estabilidad a altas temperaturas, se ha observado que

a partir de 50-80 °C (Herbach el at., 2006). Se debe tener en cuenta que al pasteurizar, el jugo

estuvo bajo condiciones de calentamiento por 15 min a una temperatura de 65 °C, aunado a

esto en contacto con luz y oxigeno, factores que también influyen en los mecanismos de

degradacion de las betalainas.
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Durante el almacenamiento (Figura 13) al dial4, el jugo control y el jugo tratado térmicamente
presentaron una disminucion significativa de betacianinas; 67 y 81 % de retencidn,

respectivamente, y betaxantinas; 73 y 82 % de retencion, respectivamente.

4.5 Polifenoles totales

Dado que se cultivan muchas variedades de betabeles en el mundo, el contenido de polifenoles
es diferente en cada una de ellas. Wruss et al. (2011) reportaron datos que varian de 0.9 a 1.3
g/L expresados en equivalentes de catequina, mientras que Wotton-Beard et al. (2011),
determinaron 3025 pg FAE/mL expresados en equivalentes de acido ferulico. La disolucion
patrén empleada en cada caso fue diferente. Sin embargo, este dato ayuda a tener una
estimacion muy cercana con respecto a la concentracidn inicial que se puede encontrar en la

muestra estudiada.

En la Figura 14, se observa la concentracidn inicial de polifenoles totales en el jugo de betabel

(143.7 = 3.7 mg GAE/100 mL), valor semejante al reportado en la literatura.
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Ademas, al inicio del almacenamiento el contenido de polifenoles totales aumento
significativamente 7 % con respecto al control (p < 0.05), siendo el tratamiento de 10 min de
mantenimiento de presion el que tuvo una mayor repercusion en comparaciéon con el
tratamiento de 5 min que Unicamente tuvo un aumento de 5.4 %. Por el contrario, las muestras
tratadas térmicamente (Figura 15) mostraron una disminucién significativa de 9 %. Estos
resultados son parecidos a los reportados en los estudios de Chen et al. (2013), Jayachandran et

al. (2015) y Keenan et al. (2012) en condiciones similares de tratamiento.

Como ilustra el principio de Le Chatelier, durante el periodo de presurizacion, el volumen del
sistema tiende a ser reducido, el disolvente de extraccidén entra en la célula para integrarse con
componentes bioactivos y las células presurizadas muestran una permeabilidad aumentada. El
aumento de los fenoles totales en la muestra tratada con APH puede estar relacionado con la
disrupcién de las células vegetales y un aumento de la capacidad de extraccidén de algunos

compuestos antioxidantes (Dong et al., 2013).

El analisis estadistico muestra que entre los tratamientos por APH a 10 min y 5 min no hay
diferencia significativa. Sin embargo, al séptimo dia de almacenamiento hubo una disminucion

significativa de 11 y 12 %, respectivamente, posteriormente ya no hubo cambio significativo.
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Este comportamiento fue similar en el jugo pasteurizado térmicamente, observandose una
pérdida significativa de compuestos polifendlicos de 17%, consecutivamente ya no hubo cambio
significativo. En comparacion con otros articulos consultados, en los cuales se reporta que el
contenido de polifenoles no cambia durante el periodo de almacenamiento posterior al
tratamiento por alta presion o inclusive aumenta para un tratamiento de 400 MPa, 10 min
(Ferrari et al., 2010), los resultados indican que si hay una pérdida significativa de estos. Esta
considerable disminucién, puede ser debida a diversas cuestiones, algunos autores sugieren lo

siguiente:

- El contenido de polifenoles totales puede decrecer por su envejecimiento natural debido
a la polimerizacién, condensacion y precipitacion de los compuestos fenolicos, pero el
tratamiento a alta presion hidrostatica puede acelerar este envejecimiento. Asimismo, se
asocia esta disminucion con la generacion de radicales altamente reactivos que se
producen en la etapa de presurizacion y que realzan la oxidacidon quimica de los

compuestos polifenolicos (Yang et al., 2012).

- Keenan et al. (2010) insinuan que en todos los productos batidos y bebidas durante el
almacenamiento el contenido total de polifenoles es afectado debido a que el oxigeno
proveniente del espacio de cabeza en el envase se puede difundir hacia el jugo creando
especies de radicales libres que pueden oxidar compuestos antioxidantes y afectar los

atributos de calidad con el tiempo.

- Queir6s et al. (2015) mencionan que este decremento puede deberse al resultado de la
actividad enzimadtica, principalmente polifenoloxidasa y peroxidasa, que usualmente no
son inactivadas por APH y que estdn implicadas en reacciones oxidantes de compuestos

fenolicos.
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Conclusiones

El tratamiento por APH 400 MPa-10 min redujo la carga microbiana inicial a niveles
indetectables (< 1 Log UFC/mL) garantizando asi la seguridad del jugo de betabel, pero al final
del almacenamiento los jugos de betabel tratados por APH y térmicamente no lograron
mantener la estabilidad bioldgica con respecto a los mesofilos aerobios. Se logro extender el
tiempo de conservacion a un periodo de catorce dias en refrigeracion en comparacion con jugo

no tratado en lo que respecta a la parte microbiologica.

En cuanto a los parametros fisicoquimicos, el pH, la acidez total, el contenido de polifenoles y
de pigmento, presentaron modificaciones significativas posteriores al tratamiento térmico y por
alta presion, asi como durante el periodo de almacenamiento. El contenido de sélidos solubles
totales no cambio significativamente con el tratamiento de APH, pero si con el tratamiento

térmico.

El jugo tratado por APH 400 MPa-10 min present6 un mayor porcentaje de retencion de
betalainas totales y un aumento significativo en el contenido de polifenoles totales,
manteniendo 89 % de su concentracidn inicial al final del almacenamiento en comparaciéon con

el tratamiento de APH 400 MPa-5 min.

En lo que respecta a las caracteristicas sensoriales del jugo, no se hicieron pruebas que
permitieran analizar cambios en los atributos del jugo, con respecto al sabor u aroma y como se
modifican o permanecen durante el tiempo de almacenamiento del jugo. Sin embargo, durante
el analisis de las muestras todavia se percibia notablemente el aroma caracteristico de este

producto después del tratamiento por alta presion y de catorce dias de almacenamiento.

De acuerdo con los resultados obtenidos y reportados, aun no fue posible encontrar las
condiciones adecuadas de tratamiento, tiempo de exposicion y presion, que conduzcan a un

mayor tiempo de conservacidn del jugo posterior al tratamiento de presurizacion.

Esta investigacidén sirve como base para la realizacion de otros proyectos en los cuales se
encuentren las condiciones ideales que permitan alargar mas dias la vida de anaquel del

producto y que conserve las caracteristicas del jugo fresco.
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Anexo

Analisis Estadistico

Para determinar si estadisticamente el efecto del tratamiento térmico y de la Alta Presidon
Hidrostatica aplicada a jugo de betabel y el tiempo de almacenamiento afecta los parametros
fisicoquimicos se realiz6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA) con un nivel de

significancia de 0.05.

Planteamiento de hipotesis

Hy: Las muestras de jugo sometidas a alta presion hidrostatica no presentan cambio en el parametro
fisicoquimico después del tratamiento.

Hi: Las muestras de jugo sometidas a alta presidon hidrostatica presentan cambio en el parametro

fisicoquimico después del tratamiento.

Anadlisis de varianza — APH — pH.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.014289 2 0.00714444 33.84211 0.00054 5.143253
Dentrodelos 5 591747 6 0.00021111
grupos
Total 0.015556 8
Anadlisis de varianza — APH — Acidez total.
Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.00021 2 0.00010518 5.777778 0.039922 5.143253
Dentrodelos 4 559109 6 1.8204E-05
grupos
Total 0.00032 8
Diferencia minima significativa - APH — pH. Diferencia minima significativa - APH — Acidez total.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 0 ST vs. Dia 0 APH 10 min 0.0967 0.029 H; Dia 0 ST vs. Dia 0 APH 5 min 0.0114 0.009 H;
Dia 0 APH 10 min vs. Dia 0 Dia 0 APH 10 min vs. Dia 0
APH 5 min 0.0600 0.029 H; APH 5 min 0.0085 0.009 H,
Dia 0 ST vs. Dia 0 APH 5 min 0.0367 0.029 H; Dia 0 ST vs. Dia 0 APH 10 min 0.0028 0.009 H,

APH = Alta Presion Hidrostatica ST = Sin tratamiento por APH
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Analisis de varianza — APH — °Brix.

Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L. s
variaciones cuadrados libertad los cuadrados r Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.0088889 2 0.004444444 0.3333333 0.729 5.143253
Dentrodelos ) g 6 0.013333333
grupos
Total 0.0888889 8
Andalisis de varianza — APH — Contenido de betalaina.
Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 4423.502 2 2211.75084 4.693757 0.0592855 5.143253
Dentrodelos 677 567 6 471211165
grupos
Total 7250.769 8

Analisis de varianza — APH — Contenido de betacianina.

Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L. s
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1116.0714 2 558.0357143 0.3442623 0.7218763 5.143253
Dentrodelos o795 7653 6 1620.960884
grupos
Total 10841.837 8

Andlisis de varianza — APH — Contenido de betaxantina.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos ~ 9071.8276 2 4535.913789 5.8776978 0.0385889 5.143253
Dentrodelos ¢34 5963 6 771.7160547
grupos
Total 13702.124 8

Analisis de varianza — APH — Contenido de polifenoles.

Origfm 'de las Suma de Qados de  Promedio de F Probabilidad Valor critico para F
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Entre grupos 198.177 2 99.0884916 5.576111 0.035611 4.737414
Dentrodelos 5, 3973 7 17.77018
grupos
Total 322.5682 9
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Diferencia minima significativa - APH

Contenido de betaxantina.

Diferencia minima significativa - APH

Contenido de polifenoles.

Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 0 ST vs. Dia 0 APH 10 min 75.4 55.5 H; Dia 0 ST vs. Dia 0 APH 10 min 10.04902 7.614 H;
Dia 0 ST vs. Dia 0 APH 5 min 54.2 55.5 H, Dia 0 ST vs. Dia 0 APH 5 min 7.761438 7.614 H;
Dia 0 APH 10 min vs. Dia 0 Dia 0 APH 10 min vs. Dia 0
APH 5 min 21.2 55.5 H, APH 5 min 2.287582 8.140 H,

APH = Alta Presion Hidrostatica

ST = Sin tratamiento por APH

De acuerdo al andlisis realizado, se acepta la hipdtesis nula para el siguiente caso:

Las muestras de jugo sometidas a alta presion hidrostitica no presentan cambio en °Bx, el contenido de betalaina y de

betacianina después del tratamiento.

Se acepta la hipdtesis alternativa en el siguiente caso:

Las muestras de jugo sometidas a alta presion hidrostdtica presentan cambio en pH después del tratamiento.

Asi mismo, después del tratamiento por APH — 5 min, hay cambio significativo en el contenido de polifenoles y en la acidez total.

Posterior al tratamiento APH — 10 min, hay cambio significativo en el contenido de betaxantina y el contenido de polifenoles.

Planteamiento de hipotesis

Ho: Las muestras de jugo sometidas a tratamiento térmico no presentan cambio en el parametro

fisicoquimico después del tratamiento.

H;: Las muestras de jugo sometidas a tratamiento térmico presentan cambio en el parametro

fisicoquimico después del tratamiento.

Analisis de varianza — TT — pH.

Origen de las Suma de Gradosde ~ Promedio de - .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.004752 2 0.00237576 40.72727 6.4E-05 4.45897
Dentrodelos ) 590467 8 5.8333E-05
grupos
Total 0.005218 10

Diferencia minima significativa - TT — pH.

Medias

Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 CT

Dia 0 ST Bolsa vs. Dia 0 CT

Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 ST
Bolsa

Diferencia DMS
0.0467 0.013 H;
0.0467 0.013 H;

0.0 0.012 H,

TT = Tratamiento térmico

ST = Sin tratamiento térmico

CT = Con tratamiento térmico
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Analisis de varianza — TT — Acidez total.

Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L. s
variaciones cuadrados libertad los cuadrados r Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 2.48E-06 2 1.2412E-06 0.363636 0.706067 4.45897
Dentrodelos 755 45 8 3.4133E-06
grupos
Total 2.98E-05 10
Andlisis de varianza — TT — °Brix.
Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.002424 2 0.00121212 0.090909 0.91403 4.45897
Dentrodelos g 16447 8 0.01333333
grupos
Total 0.109091 10
Analisis de varianza — TT — Contenido de betalaina.
Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L. s
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 46835.12 2 23417.5615 331.0033 7.25E-07 5.143253
Dentrodelos 5, 4833 6 70.7472
grupos
Total 47259.61 8
Andlisis de varianza — TT — Contenido de betacianina.
Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 20479.02 2 10239.5125 17.25373 0.00325 5.143253
Dentrodelos 5544 799 6 593.4666
grupos
Total 24039.82 8
Analisis de varianza — TT — Contenido de betaxantina.
Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de .. .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 5374.253 2 2687.12641 7.446154 0.023686 5.143253
Dentrodelos 5145 546 6 360.87441
grupos
Total 7539.499 8
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Andlisis de varianza — TT — Contenido de polifenoles.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de - .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 502.3709 2 251.185441 13.04854 0.00219 4.256495
Dentrodelos 45 5507 9 19.250075
grupos
Total 675.6216 11
Diferencia minima significativa - TT Diferencia minima significativa - TT
Contenido de betacianina. Contenido de betaxantina.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 CT 101.1905 48.673 H; Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 CT 51.8375 37.955 H;
Dia 0 ST Bolsa vs. Dia 0 CT 101.1905 48.673 H; Dia 0 ST Bolsa vs. Dia 0 CT 51.8375 37955 H,
Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 ST 0.0 48.673 H, Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 ST 0.0 37.955 H,
Bolsa Bolsa
TT = Tratamiento térmico ST = Sin tratamiento térmico CT = Con tratamiento térmico
Diferencia minima significativa - TT Diferencia minima significativa — TT
Contenido de betalaina. Contenido de polifenoles.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 CT 153.028 16.805 H; Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 CT 13.7255 7.018 H;
Dia 0 ST Bolsa vs. Dia 0 CT 153.028 16.805 H; Dia 0 ST Bolsa vs. Dia 0 CT 13.7255 7.018 H;
Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 ST 0.0 16.805 H, Dia 0 ST Frasco vs. Dia 0 ST 0.0 7.018 H,
Bolsa Bolsa

TT = Tratamiento térmico

ST = Sin tratamiento térmico

CT = Con tratamiento térmico

De acuerdo al andlisis realizado, se acepta la hipotesis nula para el siguiente caso:

Las muestras de jugo sometidas a tratamiento térmico no presentan cambio en la acidez total y °Bx después del tratamiento.

Se acepta la hipotesis alternativa en el siguiente caso:

Las muestras de jugo sometidas a tratamiento térmico presentan cambio en el pH, el contenido de polifenoles y en el contenido

de pigmento (betaxantina, betacianina y betalaina) después del tratamiento.
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Planteamiento de hipotesis

Ho: Las muestras de jugo sometidas a alta presidén hidrostatica no presentan cambio en el parametro
fisicoquimico durante el almacenamiento.

Hi: Las muestras de jugo sometidas a alta presidon hidrostatica presentan cambio en el parametro

fisicoquimico durante el almacenamiento.

Anadlisis de varianza — APH — 5 min — pH.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de L. i
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 6.67E-05 2 3.33E-05 0.176471 0.842421 5.143253
Dentrodelos ) 41133 6 0.000189
grupos
Total 0.0012 8
Andlisis de varianza — APH — 5 min — Acidez total.
Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 6.47E-05 2 3.24E-05 2.666667 0.148382 5.143253
Dentrodelos 5 »ap s 6 1.21E-05
grupos
Total 0.000138 8

Analisis de varianza — APH — 5 min — °Brix.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de - .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1.388E-17 2 6.939E-18 5.204E-16 1 5.143253
Dentrodelos g 6 0.0133333
grupos
Total 0.08 8

Analisis de varianza — APH — 5 min — Contenido de betalaina.

Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de F Probabilidad

variaciones cuadrados libertad los cuadrados Valor critico para F
Entre grupos  2125485.34 2 1062742.67 2245.55998 2.3749E-09 5.143253
Dentrodelos  yg39 5g 6 473.26

grupos
Total 2128324.93 8
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Analisis de varianza — APH — 5 min — Contenido de betacianina.

Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L. s
variaciones cuadrados libertad los cuadrados r Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos ~ 850676.729 2 425338.365 381.10318 4.7645E-07 5.143253
Dentrodelos 4696 428 6 1116.0714
grupos
Total 857373.158 8
Analisis de varianza — APH — 5 min — Contenido de betaxantina.
Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos  296838.637 2 148419.319 334.1625 7.0444E-07 5.143253
Dentrodelos 544, 91875 6 444.153125
grupos
Total 299503.556 8
Analisis de varianza — APH — 5 min — Contenido de polifenoles.
Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L. s
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 457.73 2 228.865 19.8426 0.002265 5.143253
Dentrodelos 49 594 6 11.534
grupos
Total 526.934 8
Diferencia minima significativa - APH - 5 min Diferencia minima significativa - APH - 5 min
Contenido de betalaina. Contenido de betacianina.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 0 APH 5 min vs. Dia 14 1104.31 43.47 H; Dia 0 APH 5 min vs. Dia 14 720.24 66.75 H;
Dia 7 APH 5 min vs. Dia 14 937.02 4347 H; Dia 7 APH 5 min vs. Dia 14 550.59 66.75 H;
Dia 0 APH 5 min vs. Dia 7 167.29 43.47 H; Dia 0 APH 5 min vs. Dia 7 169.64 66.75 H;
Diferencia minima significativa - APH - 5 min Diferencia minima significativa - APH - 5 min
Contenido de betaxantina. Contenido de polifenoles.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 7 APH 5 min vs. Dia 14 386.43 42.11 H; Dia 0 APH 5 min vs. Dia 14 16.013 6.785 H;
Dia 0 APH 5 min vs. Dia 14 384.07 42.11 H; Dia 0 APH 5 min vs. Dia 7 14.052 6.785 H;
Dia 0 APH 5 min vs. Dia 7 2.36 42.11 H, Dia 7 APH 5 min vs. Dia 14 1.961 6.785 Hj

APH = Alta Presion Hidrostatica
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De acuerdo al andlisis realizado, se acepta la hipétesis nula para el siguiente caso:
Las muestras de jugo sometidas a alta presion hidrostatica no presentan cambio en pH, °Bx y acidez total durante el
almacenamiento.

Se acepta la hipotesis alternativa en el siguiente caso:
Las muestras de jugo sometidas a alta presion hidrostatica presentan cambio en el contenido de betalaina y betacianina
durante el almacenamiento.

Asi mismo, el contenido de betaxantina cambia significativamente después del dia 7 del almacenamiento. Y el contenido de

polifenoles cambia significativamente durante el almacenamiento, sin embargo después del dia 7 ya no es significativo.

Anadlisis de varianza — APH — 10 min — pH.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.000356 2 0.000178 4 0.078717 5.143253
Dentrodelos g 530947 6 4.44E05
grupos
Total 0.000622 8
Analisis de varianza — APH — 10 min — Acidez total.
Origen de las Suma de Gradosde ~ Promedio de - .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1.92E-05 2 9.61E-06 2.111111 0.20222 5.143253
Dentrodelos 735 o5 6 4.55E-06
grupos
Total 4.65E-05 8
Andlisis de varianza — APH — 10 min — °Brix.
Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados £ Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.0088889 2 0.0044444 0.3333333 0.729 5.143253
Dentrodelos 4 og 6 0.0133333
grupos
Total 0.0888889 8
Anadlisis de varianza — APH — 10 min — Contenido de betalaina.
Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de . i
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 948049.51 2 474024.75 1419.4674 9.3807E-09 5.143253
Dentrodelos 5443 67 6 333.945
grupos
Total 950053.18 8
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Andlisis de varianza — APH — 10 min — Contenido de betacianina.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos  410554.847 2 205277.423 198.077 3.3211E-06 5.143253
Dentrodelos 6518 112 6 1036.352

grupos
Total 416772.959 8

Andlisis de varianza — APH — 10 min — Contenido de betaxantina.

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 117156.49 2 58578.245 90.9569 3.2552E-05 5.143253
Dentrodelos 554, 13 6 644.022

grupos
Total 121020.62 8

Andlisis de varianza — APH — 10 min — Contenido de polifenoles.

Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L. s
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor eritico para F
Entre grupos 369.30 2 184.65 20.105 0.002189 5.143253
Dentro de los 5511 6 918
grupos
Total 424.41 8
Diferencia minima significativa - APH - 10 min Diferencia minima significativa - APH - 10 min
Contenido de betalaina. Contenido de betacianina.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 0 APH 10 min vs. Dia 14 714.92 36.51 H; Dia 0 APH 10 min vs. Dia 14 491.07 64.32 H;
Dia 7 APH 10 min vs. Dia 14 658.62 36.51 H; Dia 7 APH 10 min vs. Dia 14 401.78 64.32 H;
Dia 0 APH 10 min vs. Dia 7 56.29 36.51 H; Dia 0 APH 10 min vs. Dia 7 89.28 64.32 H;
Diferencia minima significativa - APH - 10 min Diferencia minima significativa - APH - 10 min
Contenido de betaxantina. Contenido de polifenoles.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 7 APH 10 min vs. Dia 14 256.83 50.70 H; Dia 0 APH 10 min vs. Dia 14 15.36 6.06 H;
Dia 0 APH 10 min vs. Dia 14 223.84 50.70 H; Dia 0 APH 10 min vs. Dia 7 10.46 6.06 H;
Dia 0 APH 10 min vs. Dia 7 32.98 50.70 H, Dia 7 APH 10 min vs. Dia 14 4.90 6.06 Hp

APH = Alta Presion Hidrostatica
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De acuerdo al andlisis realizado, se acepta la hipdtesis nula para el siguiente caso:
Las muestras de jugo sometidas a alta presion hidrostatica no presentan cambio en pH, °Bx y acidez total durante el
almacenamiento.

Se acepta la hipotesis alternativa en el siguiente caso:
Las muestras de jugo sometidas a alta presion hidrostatica presentan cambio en el contenido de betalaina y betacianina
durante el almacenamiento.

Asi mismo, el contenido de betaxantina cambia significativamente después del dia 7 del almacenamiento. Y el contenido de

polifenoles cambia significativamente durante el almacenamiento, sin embargo después del dia 7 ya no es significativo.

Planteamiento de hipotesis

Ho: Las muestras de jugo sometidas a tratamiento térmico no presentan cambio en el parametro
fisicoquimico durante el almacenamiento.

Hi: Las muestras de jugo sometidas a tratamiento térmico presentan cambio en el parametro

fisicoquimico durante el almacenamiento.

Analisis de varianza — TT — pH.

Origen de las Suma de Gradosde ~ Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.05706 2 0.02853 129.538 2.95E-06 4.7374
Dentrodelos 4 59154 7 0.00022
grupos
Total 0.0586 9
Andlisis de varianza — TT — Acidez total.
Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.00012 2 6.11E-05 25.6136 0.000602 4.7374
Dentrodelos 4 575 o5 7 2.38E-06
grupos
Total 0.000139 9
Anadlisis de varianza — TT — °Brix.
Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L. s
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.109697 2 0.054848 5.06294 0.03795 4.45897
Dentrodelos 4 ng6667 8 0.010833
grupos
Total 0.196364 10
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Analisis de varianza — TT — Contenido de betalaina.

Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L. s
variaciones cuadrados libertad los cuadrados r Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 19442.99 2 9721.493 73.2777 6.08E-05 5.143253
Dentrodelos 745 g9 6 132.6664
grupos
Total 20239.98 8
Analisis de varianza — TT — Contenido de betacianina.
Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 7068.452 2 3534.226 11.4 0.00904 5.143253
Dentrodelos g0 119 6 310.02
grupos
Total 8928.571 8
Andlisis de varianza — TT — Contenido de betaxantina.
Origen de las Suma de Gradosde ~ Promedio de . .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 3075.76 2 1537.88 7.91429 0.020767 5.143253
Dentrodelos 5 99 6 194.317
grupos
4241.662
Total 8
Anadlisis de varianza — TT — Contenido de polifenoles.
Origen de las Suma de Grados de ~ Promedio de L .
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1061.435 2 530.7174 64.3291 3.12E-05 4.737414
Dentrodelos 57 75, 7 8.25003
grupos
Total 1119.185 9
Diferencia minima significativa - TT — pH.
Medias Diferencia DMS
Dia 0 TT vs. Dia 14 0.1558 0.027 H;
Dia 7 TT vs. Dia 14 0.1525 0.027 H,
Dia 0 TT vs. Dia 7 0.0033 0.028 H,

TT = Tratamiento térmico

71



Diferencia minima significativa - TT

Diferencia minima significativa - TT

Acidez total °Brix.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 0 TT vs. Dia 14 0.0075 0.0028 H; Dia 0 TT vs. Dia 14 0.2167 0.1833 H;
Dia 7 TT vs. Dia 14 0.0068 0.0028 H; Dia 7TT vs. Dia 14 0.20 0.1697 H,
Dia 0 TT vs. Dia 7 0.0007 0.0029 H, Dia 0 TT vs. Dia 7 0.0167 0.1833 H,
Diferencia minima significativa - TT Diferencia minima significativa - TT
Contenido de betacianina. Contenido de betaxantina.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 0 TT vs. Dia 14 68.452 35.179 H; Dia 0 TT vs. Dia 14 44.769 27.851 H;
Dia 7 TT vs. Dia 14 38.690 35.179 H, Dia 7 TT vs. Dia 14 28.275 27.851 H,
Dia 0 TT vs. Dia 7 29.762 35.179 H, Dia 0 TT vs. Dia 7 16.494 27.851 H,
Diferencia minima significativa - TT Diferencia minima significativa — TT
Contenido de betalaina. Contenido de polifenoles.
Medias Diferencia DMS Medias Diferencia DMS
Dia 0 TT vs. Dia 14 113.221 23.013 H; Dia 0 TT vs. Dia 14 23.121 5.188 H;
Dia 7 TT vs. Dia 14 66.965 23.013 H, Dia 0 TT vs. Dia 7 18.219 5.188 Hi
Dia 0 TT vs. Dia 7 46.256 23.013 H;, Dia 7 TT vs. Dia 14 4.902 5.546 H,

TT = Tratamiento térmico

De acuerdo al andlisis realizado, se acepta la hipdtesis alternativa para el siguiente caso:

Las muestras de jugo sometidas a tratamiento térmico presentan cambio en el contenido de betalaina.

Asi mismo, el pH, la acidez total, °Brix, el contenido de betacianina y de betaxantina, cambian significativamente después del

dia 7 del almacenamiento. Y el contenido de polifenoles cambia significativamente durante el almacenamiento, sin embargo

después del dia 7 ya no es significativo.
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