ERSIDRD NAGIONAL AUTONOUA D ey
S I
N PO = T
wafe

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

Nanoparticulas funcionalizadas con
Eysenhardtia polystachya: Una alternativa
para la conservacion de jugo de pifia
pasteurizado por luz UV-C y ultrasonido

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

INGENIERO EN ALIMENTOS

PRESENTA:

DANIEL CEBALLOS SOTO

ASESORES:

M. EN C. RICARDO MOISES GONZALEZ REZA
DRA. MARIA DE LA LUZ ZAMBRANO ZARAGOZA

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEXICO 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
~ SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

VNIVER4ADAD NACIONAL SlRES Clingies
AVENMA DE . VOTO APROR
MEXICO ASUNTO: VOT‘O‘ AI{ROBATORIO
M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE i
ATN: LA. LAURA MARGARITA CQ‘RTA_Z‘AR‘FFIGUEROA
Jefa del Departamento de Eximenes Profesionales
" dela FES Cuautitlan.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos el: Trabajo de Tesis

Nanoparticulas funcionalizadas con Eysenhardtia polystachya: Una alternativa para la conservacion de jugo
de pifia pasteurizado por luz UV-C y ultrasonido.

Que presenta el pasante: Daniel Ceballos Soto
Con nmero de cuenta: 311028111 para obtener el Titulo de la carrera: Ingenieria en Alimentos

Considerando que dicho trabajo retne los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 24 de mayo de 2019.
PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE
PRESIDENTE LA. Alfredo Alvarez Cérdenas
VOCAL Dra. Carolina Moreno Ramos

SECRETARIO M. en C. Ricardo Moisés Gonzélez Reza

ler. SUPLENTE I.A. Miriam Alvarez Velasco

2do. SUPLENTE M.N.H. Juana Gutiérrez Bautista

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 127).

LMCF/cga*



El presente proyecto fue financiado por:

e El proyecto PAPIIT 1T201617, “Efecto de recubrimientos
nanoparticulados y tratamiento con luz UV-C sobre la actividad
antioxidante, enzimatica e integridad de frutas y hortalizas
cortadas” de la Direccion General de Asuntos de Personal
Académico de la Universidad Nacional Auténoma de México
(DGAPA-UNAM), por el financiamiento para la realizacién de este

trabajo

e El Programa Interno de Apoyo a Proyectos de Investigacién (PIAPI
1801) de la UNAM: “Evaluacion y disefio de sistemas
nanoparticulados para la conservacion refrigerada y/o congelada
de productos de origen vegetal”, por el apoyo en la adquisiciéon de

reactivos para el desarrollo de este trabajo.

Lugar de Realizacion de la Tesis:

Unidad de Investigacion Multidisciplinaria: Laboratorio de Procesos de
Transformacion y Tecnologias Emergentes en Alimentos de la Facultad de

Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM.



DEDICATORIAS

A mi madre Paty, por su apoyo a lo largo de toda mi vida, por su esfuerzo y sacrificios
para que a mi hermano y a mi no nos falte nada, por darme la mejor educacidn,
inculcarme valores y ensefiarme que las cosas se pueden lograr si te esfuerzas, por
todos los consejos que me ha dado, por no dejar que me dé por vencido ante las
situaciones dificiles, por todos los momentos de risa que hemos pasado, por dar lo
mejor de ella para que yo estuviera bien, gracias porque sin ti no seria la persona que
hoy soy y no estaria en donde estoy, simplemente gracias por ser mi madre y este

logro en mi vida también es tuyo.

A mi padre Héctor que mientras estuvo conmigo siempre se preocupd porque
estuviera bien y que no faltara nada, por tenerme paciencia mientras me explicaba
cosas que no entendia, siempre estaras presente en mi y agradezco todo lo que hiciste

por mi, mi hermano y mi mama.

A mi hermano Paco, que a pesar de nuestras discusiones siempre hemos estado juntos
apoyandonos, por madrugar solo para que no me fuera solo y por preocuparte por la
hora en que me dormia, por ayudarme cuando te lo pido aunque terminemos

discutiendo y por todos los momentos que hemos vivido juntos.

A mis amigos, Brenda; que siempre has estado conmigo en los mejores y peores
momentos de mi vida, por todas esas anécdotas que tenemos y porque a pesar de que
la situacién no lo amerite siempre nos reimos y tratamos de encontrar la mejor forma
de ver las cosas. Enrique; por acompafiarme durante la carrera y apoyarme cuando
las cosas se complicaban, por las historias que recordamos riéndonos. Abrahan; que a
pesar de que a veces me desesperas o yo te hago enojar agradezco que estés aqui

brindandome tu amistad.



A mis tios Juana, Rebe, Chela, Jorge Lorenzo, Lalo, Chencho, Jorge y a mis primos
Paty, Jorge, Edgar, Jonathan y Tofio por el apoyo que le han brindado a mi familia en
los momentos dificiles y en los momentos mas gratos, pero sobre todo gracias por

preocuparse por mi mama.

A mis asesores M. en C. Ricardo Moisés Gonzalez Reza y Dra. Maria De La Luz
Zambrano Zaragoza, gracias por brindarme la oportunidad de trabajar con ustedes,
por compartirme sus conocimientos, por confiar en mi y por la paciencia que me

tuvieron.

A mis sinodales I.A. Alfredo Alvarez Cardenas, Dra. Carolina Moreno Ramos, IA.
Miriam Alvarez Velasco y M.N.H Juana Gutiérrez Bautista, gracias por el tiempo
dedicado a la revisiéon de mi trabajo de tesis, por todos sus buenos consejos y por el

conocimiento transmitido.

A mi adorada Universidad Nacional Auténoma de México por darme la oportunidad de
haber estudiado en dos de sus instituciones, el Colegio de Ciencias y Humanidades
plantel Naucalpan y la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, en donde, ademas
de obtener conocimientos y valores, obtuve grandes amistades e historias que me
llenan de satisfaccion. Gracias por brindarme la oportunidad de conocer a personas
que admiro por su trayectoria y valores. Formar parte de la maxima casa de estudios
de México es lo mejor que me pudo haber pasado, por todo esto puedo decir, con gran

orgullo y alegria, que soy y seré sangre azul y piel dorada.

“Por mi raza hablara el espiritu.”



iNDICE GENERAL

INDICE GENERAL

RESUMEN

INTRODUCCION

1

2 CAPITULO I. MARCO TEORICO
1.1  Pifa

1.1.1 Variedades
1.1.2 Produccién de pifia en México
1.1.3 Composicion y propiedades
1.1.4  Jugo de pifia

1.2  Capacidad antioxidante

1.3 Eysenhardtia Polystachya (EP)

1.4  Alimentos funcionales
1.4.1  Bebidas funcionales

1.5  Conservacién de alimentos

1.6  Tecnologias emergentes en la conservacién de alimentos
1.6.1  Nanotecnologia

1.7 Luz UV-C

1.8  Ultrasonido

2 CAPITULO Il. METODOLOGIA DE INVESTIGACION EXPERIMENTAL
2.1  Objetivos

2.2 Objetivo general

2.3 Objetivos particulares
2.4  Justificacion

2.5  Materiales

2.6 Métodos

13

14

14

15

15

17

19

22
22

22

22

23

23

24



2.6.1 Material biolégico

a) Extraccion de los flavonoides de EP
b) Preparacién de las nanoesferas
) Dispersion dinamica de la luz y movimiento electroforético

2.7  Diagrama de proceso para la pasteurizacién de jugo de pifia
2.8  Proceso de extraccion del jugo de pifia
2.9  Pasteurizacion en frio por luz UV-C
2.10 Pasteurizacién en frio por ultrasonido
2.11 Tratamientos combinados (UV-C y Ultrasonido)
2.12 Analisis de las muestras en almacenamiento refrigerado
2121 pH
2.12.2 Sélidos solubles
2.12.3 Acido ascérbico
2.12.4 Carotenoides totales
2.12.5 Capacidad antioxidante
2.12.6 ABTS
2.12.7 DPPH
2.12.8 FRAP
2.13 Andlisis estadistico

3 CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1  Caracterizacidn de los sistemas nanoestructurados
3.2 Analisis de los jugos en almacenamiento refrigerado
3.21 pH
3.2.2 Sélidos solubles
3.2.3  Acido ascérbico
3.24  Carotenoides totales

3.2.5 Capacidad antioxidante

24

24

24

25

26

27

27

28

28

28

29

29

30

30

31

31

32

32

33

34
34

35

35

37

39

41

42



3.2.6  ABTS
3.2.7 DPPH
3.2.8 FRAP

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

42

44

46

48
50



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

INDICE DE FIGURAS

Pifia variedad azucaron (Cerrato, 2013).

Pifia variedad Cayena Lisa (Cerrato, 2013).
Pifia variedad champaka F-153 (Cerrato, 2013).
Pifia variedad MD2 (73-114) (Cerrato, 2013).
Planta de palo azul.

Estructura de los constituyentes fenolicos encontrados en el
extracto de E. polystachya (Mexicano, 2002).

Compuestos aislados de Eysenhardtia polystachya (Pérez-Gutiérrez
etal, 2016).

Compuestos aislados de Eysenhardtia polystachya (Pérez-Gutiérrez
etal., 2016).

Instalacion tipica de un equipo de radiaciéon UV con lampara
sumergida (Dominguez & Parzanese, 2009).

Cambios en el pH de los diferentes tratamientos del jugo de pifia.

Cambios en el contenido de solidos solubles en los diferentes
tratamientos del jugo de pifia.

Cambios en la concentracién de acido ascorbico de los jugos de
pifia durante su almacenamiento refrigerado.

Cambios en la concentracién de carotenoides de los jugos de pifia
durante su almacenamiento refrigerado.

Capacidad antioxidante (ABTS) en los tratamientos aplicados a
jugo de pifia en almacenamiento refrigerado.

Capacidad antioxidante (DPPH) en los tratamientos aplicados a
jugo de pifia en almacenamiento refrigerado.

. Capacidad antioxidante (FRAP) en los tratamientos aplicados a
jugo de pifia en almacenamiento refrigerado.

10

11

12

18
34

36

38

39

41

43

44



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Composicién quimica por 100g de pifia (Macrae et al., 1993). 6
Tabla 2. Ensayos utilizados durante la parte experimental del proyecto. 29
Tabla 3. Nomenclatura de los tratamientos utilizados. 33

Tabla 4. Caracteristicas de las nanoesferas de quitosan-Eysenhardtia polystachya 34



RESUMEN

Los jugos naturales son una excelente fuente de vitaminas y minerales, en especial de
betacarotenos y vitamina C. Sin embargo, al ser sometidos a un tratamiento térmico
para alargar su vida util y poderlos comercializar muchas propiedades presentes en el
jugo se ven afectadas y en algunos casos se llegan a perder por completo. Por lo cual,
el objetivo de este trabajo fue Evaluar el efecto de la aplicaciéon de nanoparticulas con
extracto de Eysenhardtia polystachya, luz ultravioleta y ultrasonido en conjunto y por
separado sobre las propiedades fisicoquimicas y actividad antioxidante en jugo de
pifa de la variedad MD2 almacenado en refrigeracion a 4 °C. Para determinar el efecto
del tratamiento se midié pH, solidos solubles y actividad antioxidante por ABTS, FRAP
y DPPH. Los tratamientos aplicados fueron control, nanoparticulas con extracto de
Eysenhardtia polystachya, nanoparticulas con extracto mas luz UV-C, nanoparticulas
con extracto mas ultrasonido y nanoparticulas con extracto mas luz UV-C mas
ultrasonido. Las muestras se tomaron para todos los tratamientos a la semana uno de
la aplicacién de estos, posteriormente a la semana 2, 3, 4, 6 y 8 descartando los jugos
con los tratamientos que presentaron descomposicion. Mediante el analisis de la
capacidad antioxidante y propiedades fisicoquimicas se demostré que los
tratamientos aplicados alargan la vida util del jugo de pifia al menos en un 200 %
como es el caso del tratamiento aplicado con solo nanoparticulas con extracto de

Eysenhardtia polystachya.



INTRODUCCION

La pifia ha mostrado un incremento en el mercado de las frutas debido a la demanda
de consumo por alimentos saludables, es por ello por lo que la piia es la fruta tropical
de mayor demanda en el mundo por su agradable sabor y alto contenido de fibra,
pero, sobre todo porque es una fuente importante de vitaminas C, B1, B6, acido félico
y minerales como el potasio. Principalmente se le conoce por ser una fruta diurética
que contribuye a la eliminacién de toxinas por medio de la orina y que previene el

estreflimiento porque contiene gran cantidad de fibra (Cerrato, 2013).

La comercializacion de la pifia y sus derivados se realiza de diferentes formas.
Tradicionalmente la mas comun es el comercio de pifa fresca, aunque con el
desarrollo de los mercados y el cambio en las preferencias de los consumidores, el
producto se ha ido industrializando y hoy en dia se encuentra disponible de diferentes
formas. Los productos mas importantes en el comercio mundial son sin duda la pina
fresca, la pifia enlatada y el jugo de pifia (Cerrato, 2013). México ocupa el séptimo
lugar en produccion de pifia en el mundo con alrededor de 650 000 t de fruta fresca
cosechadas anualmente en 12 500 ha, con un rendimiento de 52 t/ha (Rebolledo

Martinez et al., 2006).

Dominguez & Parzanese (2011) mencionan que en general los alimentos son
perecederos, por lo que necesitan ciertas condiciones de tratamiento, manipulacién y
conservacion. Si los alimentos no son tratados adecuadamente, se producen cambios
en la textura, color, olor, y sabor. Mientras que Koutchma (2008) menciona que en
caso particular de los jugos de frutas, el oxigeno tiene un efecto negativo sobre
algunas vitaminas, colores y sabores; ademas contribuye al crecimiento de
microorganismos entre estos se encuentran principalmente bacterias lacticas, mohos

y levaduras (Lépez-Diaz, Palou, & Lopez-Malo, 2012).

I1



La radiacion UV se utiliza en diferentes sectores de la industria de alimentos, debido al
efecto nocivo que causa sobre el ADN de muchos microorganismos. Asimismo es
elegida por tratarse de un proceso que no altera las propiedades organolépticas de los
productos y reduce el uso de sustancias quimicas (Dominguez & Parzanese, 2009). El
efecto conservador del ultrasonido esta asociado a los fendémenos complejos de
cavitacidon gaseosa, que explican la generacion y evolucién de microburbujas en un
medio liquido. Sin embargo, la energia liberada, asi como el choque mecanico
asociadas al fenémeno de implosion, afectan la estructura de las células situadas en el

microentorno (Ochoa, 2012).
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1Pina

Ananas comosus (L.) Merr. var. comosus, conocida cominmente como anana o pifia; es
una planta herbacea liliopsida perenne tropical, de la familia de las Bromeliaceas. El
cultivo comercial de la pifia se realiza con gran eficiencia en los paises de climas
tropicales y subtropicales, debido a su condiciéon de no tolerancia a las heladas. El
clima afecta la productividad y la calidad de la fruta de pifia, por ello el desarrollo
optimo del cultivo, se presenta en aquellas zonas con temperaturas medias entre 18 y

45 °C, siendo el 6ptimo entre 21-27 °C (Ebel, Giménez, Gonzalez, & Luaces, 2016).

1.1.1 Variedades

La pifia es una planta monocotiledona, herbacea y perene perteneciente a la familia
Bromeliaceae compuesta de 46 géneros y 2 000 especies aproximadamente (Cerrato,
2013). Azucaron: es una planta muy rustica resistente a la sequia con fruto en forma
coOnica y peso entre 0.5-2 kg, con pulpa de color amarillo intenso y muy jugosa. Su

fruto se destina exclusivamente al consumo local como fruta fresca.



Figura 1. Pifia variedad azucaron (Cerrato, 2013).

Cayena Lisa: También conocida como Hawaiana, es apta para procesamiento y
consumo fresco, es una de las principales variables de exportacion. La fruta es
cilindrica, grande con un peso aproximado de 2-3.5 kg, con ojos pequefios, pulpa

amarilla, con poca fibra, muy jugosa y de excelente sabor.

Figura 2. Pifia variedad Cayena Lisa (Cerrato, 2013).



Champaka F-153: Surgi6 por seleccidon de la Ceyena Lisa en la india y evaluada en
Hawai. Es una fruta de buen sabor, jugosa y de pulpa color amarillo palido. Los frutos

son grandes con un peso aproximado de 1-2.5 kg libras.

Figura 3. Pifia variedad Champaka F-153 (Cerrato, 2013).

MD2 (73-114): También conocida como Amarilla o Dorada, es un cultivar hibrido
derivado de la Cayena Lisa originaria de Hawai. La planta es de rapido crecimiento
que resulta en un ciclo de produccién mas corto; la fruta es muy dulce y jugosa, y es de
color verde amarillento, la pulpa es firme con una coloracién amarillo intenso, muy
aromatica y tiene alto contenido de azucares, sus flores son amarillas y el peso de la

fruta alcanza hasta 3 kg (Cerrato, 2013).



Figura 4. Pifa variedad MD2 (73-114) (Cerrato, 2013).

1.1.2 Produccion de pina en México

México ocupa el séptimo lugar en produccién de pifia en el mundo con alrededor de
650 000t de fruta fresca cosechadas anualmente en 12 500 ha, con un rendimiento de
52 t/ ha (Rodriguez et al,, 2016). El cultivar mas utilizado es “Cayena lisa” en 80% de
la plantacidn, ademas, se esta introduciendo el cultivar “Champaka” y el hibrido MD-2
(conocido como “Oro”), que han dado buenos resultados en los agroecosistemas
pifieros del pais (Rebolledo Martinez et al., 2006). El proceso de comercializacién de

pifia en México tiene basicamente tres mercados, en funcién del tamafio de la fruta:

a) El mercado fresco de exportacion, que requiere fruta de 1.3 a 2.2 kg.
b) El mercado para la industria, que exige tamafos de 2.0 a 2.2 kg.
c) El mercado fresco nacional, que demanda frutas de 2.5 kg en adelante (Rebolledo

Martinez et al., 2006).

Esta fruta de puede consumir fresca o en conserva y existe toda una agroindustria
alrededor de ella, elaborando diversos subproductos como jugos, néctares, jaleas,

licores, mermeladas, dulces, pifia en almibar, etc. (Cerrato, 2013).



Uno de los productos mas consumidos y exportados en México es la pina en almibar y
el jugo de pifia destinando 25 408 t de la producciéon de pifa a estos productos

(Rebolledo Martinez et al., 2006).

1.1.3 Composicion y propiedades

La pifia es rica en carotenos y azucares. El contenido de azucares permanecen
contente después de la cosecha, la acidez y el contenido de carotenos se incrementan
moderadamente y la concentracion de esteres y el color aumentan
considerablemente. El sabor depende principalmente del contenido de azucares
totales, el cual se pude alterar por la temperatura y la intensidad de la luz durante el
crecimiento del fruto, asi como también por la estacidn, el clima, el grado de madurez
en la cosecha y las sustancias empleadas para su crecimiento como hormonas y

pesticidas (Macrae, Robinson & Sadler, 1993).

Las frutas y vegetales contienen niveles significativos de componentes biolégicamente
activos que son benéficos para la salud, siendo una fuente importante de
antioxidantes que incrementan la capacidad oxidativa en el plasma (Ramirez &
Pacheco de Delahaye, 2011). Aunque se ha encontrado una alta correlacién positiva
entre la cantidad de vitamina C y la actividad antioxidante de las frutas, se ha
demostrado que esta actividad antioxidante no solo es atribuible a esta vitamina, sino
a otros fotoquimicos como fenoles, tioles, carotenoides, o tocoferoles presentes en las
frutas (Ramirez & Pacheco de Delahaye, 2011). En la Tabla 1, se muestra la

composicion quimica de la pifia con relacién a 100 g.



Tabla 1. Composicion quimica por 100g de pifia (Macrae, Robinson & Sadler, 1993).

Agua (g) 86
Proteina (g) 1
Lipidos (g) 0.1

Carbohidratos (g) 8

Fibra dietética (g) 2

Sodio (mg) 2
Potasio (mg) 180
Calcio (mg) 27
Magnesio (mg) 11
Hierro (mg) 0.3
Zinc (mg) 0.2
-caroteno (pg) 25
Tiamina (pg) 40
Riboflavina (ug) 30
Acido nicotinico (pug) 0.1
Vitamina C (ug) 21

Tanto los tallos como la pifia contienen bromelaina que es una enzima proteolitica
digestiva, su utilizacién es muy diversa, se usa como antidermatoso, antirimbotico
(para prevenir la formacion de coagulos en la sangre) y con actividad fibrinolitica,
como anti-inflamatorio y analgésico (Garcia & Serrano, 2005). La pifia contiene
peroxidada, fosfatasa acida e inhibidores de proteasas y calcio. Junto con estas, la
bromelaina actia como inmunomodulador, aumentando la inmunocitotoxicidad
contra células tumulares, induce la produccién de distintas citosinas como la

terleucina (IL)-1beta, e IL-8 que causan necrosis del tumor (Garcia & Serrano, 2005).

El poder antioxidante de la pifia se debe al contenido de vitaminas C, B6, y B12, asi
como a los minerales, que tienen una accién que bloquea el dafio causado por los

radicales libres. Los radicales libres son moléculas muy reactivas que se producen por



procesos biolégicos como la respiracién celular o la digestién y por factores externos
como la exposicién a la radiacién solar o al homo del tabaco. Los antioxidantes que
contiene la pifia neutralizan el dafio oxidativo de los radicales libres, de esta misma
forma acta la bromelina contenida en la pifia la cual posee virtudes antioxidantes

(Abarca, 2018).

1.1.4 Jugo de pifia

El consumo de jugos y néctares de frutas se ha incrementado en el mundo debido a las
recomendaciones para una mejor nutricién y una alimentacion mucho mas saludable
(Rojas et al.,, 2012). Por jugo de fruta se entiende el liquido sin fermentar, pero
fermentable, que se obtiene de la parte comestible de frutas en buen estado,
debidamente maduras y frescas o frutas que se han mantenido en buen estado por

procedimientos adecuados (CODEX STAND 247-2005).

Los jugos se preparan mediante procedimientos adecuados que mantienen las
caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y nutricionales esenciales de los
zumos (jugos) de la fruta de que proceden. Podrian ser turbios o claros (CODEX
STAND 247-2005). Los jugos de frutas tienen un gran potencial en el mercado de los
productos alimenticios debido al incremento del consumo de bebidas que
proporcionan vitaminas y minerales. Actualmente, existen un mercado creciente para
bebidas compuestas por mezcla de frutas, principalmente frutas tropicales (Rojas et

al, 2012).



1.2 Capacidad antioxidante

Actualmente, se sabe que tanto por causas ambientales (radiacién), asi como por la
ingesta de algin contaminante o incluso como consecuencia del metabolismo, surgen
algunas moléculas que pueden provocar dafio. A estas se les conoce como especies
oxigeno reactivas (ROS), que se asocian a enfermedades como cancer, problemas
cardiacos o al natural envejecimiento humano (Castafieda, Llica & Vasquez, 2008).
Asimismo, existen moléculas que remueven los radicales libres por reaccién directa
(no catalitica) tales como: el glutation reducido, los tocoferoles (vitamina E) y el acido
ascorbico (Vitamina C). En las frutas, las legumbres y algunos vegetales se encuentran
muchas sustancias capases de atrapar radicales libres, mejorando nuestra defensa
antioxidante, reportandose que son capases de detener o prevenir el desarrollo de
tumores y efectos bioquimicos asociados con la progresion de estos; este potencial se
atribuye principalmente, a sus propiedades antioxidantes Castafieda, Llica & Vasquez,

2008).

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos a través de los cuales la
célula anula la reactividad y/o inhibe la generacién de radicales libres. Estos
mecanismos son adecuados a la muy corta vida media de los radicales libres y
comprenden moléculas pequefias, endégenas y exdgenas con capacidad antioxidante.
Los antioxidantes exdgenos provienen de la dieta, y dentro de este grupo se incluyen

la vitamina E, la vitamina C y los carotenoides (Avello & Suwalsky, 2006).

La vitamina C constituye el antioxidante hidrosoluble mas abundante en la sangre y se
puede encontrar en frutas y verduras, mientras que los carotenoides son compuestos
coloreados tales como los betacarotenos, presentes en verduras y frutas amarillas y

anaranjadas (Avello & Suwalsky, 2006).



El 4cido ascérbico (vitamina C) es reconocido como un muy buen antioxidante ya que
es un excelente captador de radicales libres que neutralizan especies como el H,0, el
0,- y el acido hipocloroso, es por esto que en la industria alimenticia el acido
ascorbico y sus derivados se utilizan como antioxidantes en productos carnicos,
conservas vegetales, bebidas refrescantes, zumos, y fabricacion de cerveza (Oro &

Donnamaria, 2006).

Los carotenoides son antioxidantes naturales, captores eficaces de oxigeno reactivo y
de radicales libres, todos los carotenoides en general han demostrado esta eficacia
como protectores frente a la oxidacion, si bien esta puede variar entre ellos, algunos
carotenoides, como el 3-caroteno, también poseen la capacidad de ser precursores de
la vitamina A, también evitan la oxidacion de otras vitaminas como la vitamina E

(Carné, 1997).

1.3 Eysenhardtia Polystachya (EP)

Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. (Leguminosae: Lotoideae) es un arbol
pequefiio distribuido en todo México y el sur de Texas ha sido utilizado en la macacina
tradicional mexicana como un remedio herbario (Alvarez et al, 1998). El arbol
Eysenhardtia polystachya conocida cominmente como “palo azul” pertenece a la
familia de las Leguminosae. Arbusto o arbol de 2 hasta 8m de altura, cuyas ramas
jovenes se recubren con pelos finos. Tiene las hojas divididas con apariencia plumosa,
sus flores son blancas, olorosas, agrupadas en racimos apretados y verticales. La
madera de color café rojizo es muy dura y puesta en agua desprende una substancia

que tifie de color amarillo azuloso (Alvarez et al., 1998).



Figura 5. Planta de palo azul (Alvarez et al., 1998).

Nombres comunes en México: Cute (Jal.); Coatillo (Pue.); Coatl (1. ndhuatl); Cohuatli,
Cuatle (Oax.); Lanaé (l. chontalpa, Oax.); Palo cuate, Rosilla (Sin.); Palo dulce (Sin.,
Mex., Hgo., Pue., Mich.); Taray (N.L., Dgo.); Tlapahuaxpatli; Ursa (l. otomi, Hgo.); Vara
dulce, Varaduz (Dgo.). Esta planta es utilizada en la medicina tradicional. En
investigaciones anteriores se demostré la propiedad antiutolitidsica del extracto
acuoso. Asi como también el aislamiento e identificacién de los constituyentes
fenolicos de la E. polystachya (7-hidroxi-2’, 4°,5’- trimetoxiisoflavona y 7-hidroxi-4’-

etociisoflavona).
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Figura 6. Estructura de los constituyentes fenolicos encontrados en el extracto de E.
polystachya (Pérez-Gutiérrez et al, 2016).
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Narvaez-Mastache et al. (2003, 2006, 2007) reporto anteriormente que anadlisis
quimicos previos de algunas especies de Eysenhardtia han permitido el aislamiento de
compuestos fendlicos tales como flavonoides, metilprenilflavinas, flavan-3-ols, al igual
que Wachter et al. (1999) y Alvarez y Delgado (1999) aislaron varios flavonoides con
actividad antimicrobiana e insecticida (Narvaez-Mastache, Novillo, & Delgado, 2008).
Entre los componentes que se han encontrado en los extractos de EP son auronas,
flavonoides, isoflabonoides y matlalina. Se sabe que todos los flavonoides contienen
un esqueleto de 15 carbonos, su estructura central es una 2-fenilbenzopiranona, en la
que el puente de tres carbonos entre los grupos fenilo es cominmente ciclizado con
oxigeno. Otros componentes del extracto de la planta son los flavonoides metilados

(Ferreira-Garcia et al., 2017).
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Figura 7. Compuestos aislados de Eysenhardtia polystachya (Pérez-Gutiérrez et al.,
2016).
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Figura 8. Compuestos aislados de Eysenhardtia polystachya (Pérez-Gutiérrez et al.,
2016).

La figuras 7 y 8 muestran los compuestos aislados de la corteza de Eysenhardtia
polystachya, siendo los seis primeros; (1) 2’,4’-dihidroxichalcona-6"-0O-§-D-
glucopiranosido, (2) a,3’,2",4"-tetrahidroxi-4-metoxi-dihidrocalcona-3"-C-3-D-
glucopiranosido, (3) 7-hidroxi-5,8 dimetoxi-6’a-L-ramnopiranosido-8-( 3fenil- trans-
acriloilo)-1-benxopiran-2-uno, (4) 6°7-dihidroxi-5-8-dimetoxi-8-( 3fenil- trans-
acriloilo)-1-benxopiran-2-uno, (5) 9-hidroxi-3,8-dimetoxi-4-prenilpterocarpan, (6)
o,4,4" trihidroxidihidrocalcona-2"-0O-p-D-glucopiranosido, (7) 5,4 -dihidroxi-7,2"-
dimetoxil-isoflavona, (8) (3R)-5,7-2",4"-tetrahidroxilo-3"-metoxil-isoflavona, (9)
flemichaparina ¢, (10) neohesperidina dihidrochalcona, (11) hesperetina
dihidrochalcona glucésido, (12) aspalathin y (13) sandwicensis (Perez-Gutierrez et al.,

2016).
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1.4 Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales no constituyen una entidad tunica, bien definida y
correctamente caracterizada. De hecho, una amplia variedad de productos
alimenticios se incluye (o se incluiran en el futuro) en la categoria de alimentos
funcionales. Estos abarcan diversos componentes, nutrientes y no nutrientes, que
afectan a toda una gama de funciones corporales relacionadas con el estado de
bienestar y salud, la reduccién del riesgo de enfermedad, o ambas cosas (Ashwell,

2004).

El termino alimento funcional nacié en Japén, posteriormente, han aparecido en todo
el mundo una variedad de vocablos mas o menos relacionados con los “alimentos de
uso especifico para la salud” (Foods for Specific Health Use, FOSHU). Dentro de ellos,
hay términos mas exoéticos tales como alimentos nutraceuticos, alimentos disefiados,
farmalimentos, medicalimentos y vitaminalimentos, y otros mas tradicionales como
suplementos alimentarios y alimentos enriquecidos. Todos son alimentos o productos
alimenticios comercializados con mensajes que destacan sus propiedades saludables

(Ashwell, 2004).

Un alimento puede considerarse funcional si se demuestra satisfactoriamente que
ejerce un efecto benéfico sobre una o mas funciones selectivas del organismo, ademas
de sus efectos nutritivos intrinsecos, de modo tal que resulte apropiado para mejorar
el estado de salud y bienestar, reducir el riesgo de enfermedad, o ambas cosas. Los
alimentos funcionales deben seguir siendo alimentos, y deben demostrar sus efectos
en las actividades en que normalmente se consumen en la dieta. No se trata de
comprimidos ni capsulas, sino de alimentos que forman parte de un régimen normal

(Ashwell, 2004).

13



1.4.1 Bebidas funcionales

Segin USDA los jugos y bebidas funcionales (aquellos que brindan un beneficio para
la salud mas alla de la nutricién basica) son productos muy populares en el mercado
estadounidense e incluyen una variedad de productos, tales como jugos y bebidas a
base de frutas y vegetales; tés; bebidas a base de soja, arroz y almendra; yogur bebible
y batidos; aguas embotelladas mejoradas; bebidas energizantes; bebidas deportivas;

etcétera (Zhao,2012).

1.5 Conservacion de alimentos

Los distintos métodos de conservacion de alimentos procuran incrementar la vida 1util
de los productos durante su almacenamiento, idealmente, aplicando técnicas que
impidan y mantengan la calidad del producto. La eficiencia de estos métodos depende
del cuidado de la higiene durante el proceso productivo, siendo su objetivo disminuir
la carga microbiana y evitar su desarrollo (Dominguez & Parzanese, 2009). Para tal fin
muchos productos son tratados térmicamente, técnica que muchas veces modifica las
caracteristicas, tanto sensoriales (textura, sabor y color), como nutricionales
(perdidas de vitaminas, principalmente) del alimento. Debido a estos efectos adversos
del tratamiento a altas temperaturas, se encuentra en desarrollo procesos no térmicos
de conservaciéon, también denominados tecnologias suaves. Son poco agresivos y
evitan la ventaja de ofrecer productos semejantes a los frescos- por lo tanto, acordes

con las demandas actuales del mercado- (Dominguez & Parzanese, 2009).
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1.6 Tecnologias emergentes en la conservacion de alimentos

1.6.1 Nanotecnologia

En las ultimas décadas ha aumentado el interés por el uso de nanoparticulas sobre
todo en la industria farmacéutica. Las nanoparticulas son particulas de tamafio
coloidal que poseen didmetros de entre 1 y 1000 nm y las sustancias pueden estar
encapsuladas, absorbidas o dispersas en ellas. Se ha desarrollado una amplia
variedad de nanoparticulas compuestas de una gama que incluye lipidos, polimeros y
materiales inorganicos, de acuerdo al material utilizado las nanoparticulas varian en
sus propiedades fisicoquimicas y por lo tanto en sus aplicaciones (Letchford & Burt,

2007).

Roco et al. (2011) Senala que cuando el tamafio de la particula se reduce por debajo de
este umbral, el material resultante exhibe propiedades fisicas y quimicas que son
significativamente diferentes de las propiedades de los materiales a macroescala

compuestas por la misma sustancia (Duncan, 2011).

1.6.1.1 Nanoparticulas

Letchford y Burt (2007) definen las nanocapsulas como sistemas nano-vesiculares
que exhiben una estructura nucleo-capa tipica en el cual el medicamento esta
confinando a un reservorio o dentro de una cavidad rodeada por una membrana de
polimero, la cavidad puede contener la sustancia activa en forma liquida, solida, o
como una dispersidon molecular (Mora-Huertas, Fessi, & Elaissari, 2010). En general,
existen seis métodos clasicos para la preparaciéon de nanocapsulas: nanoprecipitacion,
emulsion-difusion, doble emulsién, coacervacién en emulsidén, revestimiento de

polimero y capa por capa (Mora-Huertas et al., 2010).
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Sozer y Kokini (2009) argumentan que las nanoparticulas pueden usarse como
compuestos bioactivos en alimentos funcionales, estos compuestos pueden
encontrarse de forma natural en ciertos alimentos y tener beneficios fisiologicos
pudiendo ayudar a reducir el riesgo de ciertas enfermedades, el usar la
nanotecnologia para reducir el tamafio de particula ayuda a mejorar las propiedades
de los compuestos bioactivos, como la entrega de propiedades, solubilidad, prolongar
el tiempo de resistencia en el tracto gastrointestinal, esto es debido a la mayor area de
superficie de las nanoparticulas por unidad de masa, esperando que sean mas activas

biolégicamente que las particulas de mayor tamafio de la misma composiciéon quimica.

1.6.1.2 Gelacion ionica

La formacién de microparticulas por el método de gelaciéon i6nica consiste en la
formaciéon de una emulsion de dos fases, una hidrofébica y otra hidréfila, esta dltima
fase estd compuesta por el biopolimero aniénico; en donde por agitacion, se origina
una gran cantidad de gotas, que son gelificadas por acidificacion con  §-
gluconolactona; liberando gradualmente el calcio contenido en la sal utilizada
(CaCO03) por reaccién de sustitucién (Matsukawa & Watanabe, 2007). El método de
gelacién i6nica es un método ampliamente usado para la preparacién de
nanoparticulas de quitosano. También se le conoce como reticulacién ionica, este es
generado por una auto agregacion entre el quitosano o sus derivados y
macromoléculas de carga opuesta, o cuando existe un agente reticulante (Wang et al.,
2011). El agente reticulante mas usado es el tripolifosfato de sodio (TPP). Cuando el
agente TPP se afiade continuamente a una solucién de quitosano bajo agitacion
constante y a una temperatura moderada (temperatura ambiente), dos componentes
con cargas opuestas se combinan para formar nanoparticulas (Amidi, Mastrobattista,

Jiskoot, & Hennink, 2010).
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El mecanismo de este método para la formacién de nanoparticulas de quitosano
plantea que la gelificacién iénica del quitosano ocurre por interacciones
electrostaticas entre productos de la disociaciéon TPP en solucién acuosa (P;0,,-5 y

HP;0,,-4), con los grupos —NH;+ del quitosano (Calvo et al., 1997).

1.7Luz UV-C

La radiacion UV se utiliza en diferentes sectores de la industria de alimentos, debido al
efecto nocivo que causa sobre el ADN de muchos microorganismos. Asi mismo es
elegida por tratarse de un proceso que no altera las propiedades organolépticas de los
productos y reduce el uso de sustancias quimicas (Dominguez & Parzanese, 2009). La
radiacion UV se utiliza para desinfectar agua, ya sea para ser comercializada como tal
o en la industria de bebidas. Cabe destacar que el poder de penetraciéon disminuye
cuando se tratan de liquidos que no son transparentes y/o tienen sélidos en

suspension (Dominguez & Parzanese, 2009).

El uso de la tecnologia UV con fines de desinfeccion involucra a la region ultravioleta
del espectro electromagnético, con un rango de longitud de onda entre 100 y 400 nm.

Este puede subdividirse en:

® UV de anda corta UV-C entre 200 y 280 nm, R (rango germicida).
® UV de onda media UV-B entre280 y 315 nm.
® UV de ondalarga UV-A entre315y 400 nm.

La radiacion UV produce cambios fotoquimicos, cuyos efectos pueden variar segun la
especia de microorganismo que se trate. El mecanismo de accion letal depende de su
absorcion por el ADN, pudiendo detener el crecimiento celular y provocar la muerte
(Dominguez & Parzanese, 2009). La luz ultravioleta es producida por lamparas de

vapor de mercurio, de las que existen varios tipos, dependiendo del uso y la potencia
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necesaria. Entre otras variantes las hay con y sin generaciéon de ozono, compactas,

para uso en aire, agua, etc. Los tipos de lamparas UV utilizadas en la industria son:

Baja presion
Presion media

.

.

® Baja presion de alta intensidad
® Presion media de alta intensidad
.

Amalgama

Las de baja presidon generalmente se utilizan para situaciones de flujos bajos que no
poseen elevado requerimiento de potencia. Las lamparas de ala presién son
empleadas para flujos mayores que requieren alta intensidad de energia UV. Las de
amalgama presentan las ventajas de las lamparas de baja presion (alta eficiencia en la
emision de una determinada longitud de onda) pero con mayor potencia (Dominguez

& Parzanese, 2009).

En el disefio del equipo es importante asegurarse que cada microorganismo reciba la
dosis de radiacién necesaria para ser eliminado, determinando espacio correcto entre
las lamparas y las superficies reflectoras del interior de la cAmara, como también una
adecuada agitacion del agua a fin de exponer el flujo a la misma dosis de radiacidn,

logrando un proceso eficaz (Dominguez & Parzanese, 2009).
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Figura 9. Instalacion tipica de un equipo de radiaciéon UV con lampara sumergida
(Dominguez & Parzanese, 2009).

A principio del afio 2017 en diversas universidades de México se comenzaron a
realizar investigaciones utilizando luz ultravioleta como método de pasteurizacion en
jugos y bebidas funcionales ya que garantiza el dafio a microorganismos patégenos y
de descomposicion sin dafiar las caracteristicas sensoriales propias de las bebidas y
sin dafar componentes del jugo que tienen un aporte benéfico para la salud de los

consumidores.

1.8 Ultrasonido

El ultrasonido de potencia representa una tecnologia novedosa, la cual ha creado
bastante interés debido a sus efectos promisorios en las areas de procesamiento y
conservacién de alimentos (Ochoa, 2012). Hoover (2000) define ultrasonido como
una forma de energia que viaja en ondas de sonido iguales o mayores a 20000
vibraciones por segundo, otra definicién la realiz6 Mason et al (2005), en la cual lo

establece como cualquier sonido con frecuencia mas alla de lo que el oido humano
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puede percibir (16 KHz). Las aplicaciones de las ondas ultrasénicas se dividen por lo
general en dos grupos: baja y elevada intensidad. Las aplicaciones de baja intensidad
son aquellas cuyo objetivo es obtener informacion sin producir ninguna modificaciéon
en su estado. Por el contrario, las aplicaciones de elevada intensidad son aquellas en la
que la energia ultrasonica se utiliza para producir cambios permanentes en el medio

tratado (Ochoa, 2012).

La generacion de ultrasonido (US) se fundamenta en la deformacion elastica de
materiales ferroeléctricos, dentro de un campo eléctrico de alta frecuencia y es
causada por la mutua atraccion de moléculas polarizadas en el campo. Para la
polarizacién de las moléculas se debe transmitir una frecuencia alternante mediante
dos electrodos hasta el material ferroeléctrico. Después se obtiene la conversion a
oscilacion mecanica y el sonido puede ser transmitido a un amplificador para

finalmente transmitirse al medio (Ochoa, 2012).

El efecto conservador del ultrasonido esta asociado a los fenémenos complejos de
cavitacion gaseosa, que explican la generaciéon y evolucién de microburbujas en un
medio liquido. La cavitaciéon se produce en aquellas regiones de un liquido que se
encuentran sometidas a presiones de alta amplitud que alternan rapidamente. El
resultado es la formacion ininterrumpida de microburbujas cuyo tamafio aumenta
miles de veces en la alternancia de los ciclos de presién, las microburbujas que
alcanzan un tamafio critico implosionan o colapsan violentamente para volver al
tamafio original. La implosién supone la liberacion de toda la energia cumulada,
ocasionando incrementos de temperatura instantaneos y focales, que se disipan son
que supongan una elevacidon sustancial de la temperatura del liquido tratado. Sin
embargo, la energia liberada, asi como el choque mecanico asociadas al fendmeno de
implosion, afectan la estructura de las células situadas en el microentorno (Ochoa,

2012).
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Se considera como efectos ventajosos de esta tecnologia lo siguiente:

Efectiva contra células vegetativas, esporas y enzimas.
Reduccidn de los tiempos y temperaturas de proceso.

Pocos requerimientos de adaptacion en plantas ya establecidas.
Incrementos de los fendmenos de transferencia de calor.
Posible modificacion de la estructura y textura en alimentos.

Puede emplearse en procesos continuos o intermitentes.

Efecto sobre la actividad enzimatica.

Los variables criticas que se consideran para la aplicaciéon de esta tecnologia son la
naturaleza de la onda sénica, el tiempo de exposicion, el tiempo de microorganismo, el
volumen de alimento a procesar (Ochoa, 2012). Cuando las burbujas generadas por la
cavitacion se llenan con gas o vapor y debido a las oscilaciones irregulares las
burbujas implosionan, provocando elevaciones de presiéon y temperatura y en
consecuencia la desintegracién de células y desnaturalizacion de enzimas. La
cavitacidn estable esta referida a la oscilacion de las burbujas en un comportamiento
regular durante los ciclos acusticos; su efecto es debido a la microcorriente que
pueden estresar las especies bioldgicas. Se considera que las esporas son mas
resistentes que las células vegetativas y en el caso de las enzimas su desnaturalizaciéon

por US se debe al efecto de despolimerizacion (Ochoa, 2012).
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2 CAPITULO II. METODOLOGIA DE INVESTIGACION EXPERIMENTAL

2.10Dbjetivos

2.2 Objetivo general

Establecer el efecto de la incorporaciéon de nanoparticulas funcionalizadas con un
extracto rico en flavonoides de Eysenhartia polystachya sobre la capacidad
antioxidante y compuestos bioactivos de jugo de pifia pasteurizado por luz UV-C y

ultrasonido durante su almacenamiento en refrigeracion.

2.3 Objetivos particulares

1. Analizar los parametros fisicoquimicos (pH y sélidos solubles) en jugo de pifa
pasteurizado mediante potenciometria y refractometria como parametros de control

durante su almacenamiento refrigerado.

2. Evaluar el contenido de acido ascorbico y carotenoides totales en jugo de pifia
adicionado con nanoparticulas funcionalizadas de E. polystachya pasteurizado por luz
UV-C y ultrasonido mediante pruebas espectrofotométricas para su asociacion con la

pérdida de calidad durante el almacenamiento refrigerado.

3. Evaluar la capacidad antioxidante en jugo de pifia adicionado con
nanoparticulas funcionalizadas de E. polystachya pasteurizado por luz UV-C y
ultrasonido utilizando diferentes radicales (ABTS, FRAP y DPPH) para su asociacion a

los mecanismos de degradacién de sus compuestos bioactivos.

22



2.4]Justificacion

Las tecnologias emergentes dan alternativas efectivas para la conservacién y calidad
de los alimentos, como lo es la nanotecnologia, y en especial la nanoencapsulacién de
antioxidantes que brindan a los procesos alimentarios nuevos y sofisticados
tratamientos ya sea para adquirir caracteristicas diferentes o evitar la degradaciéon de
propiedades importantes, como el color o el valor nutrimental entre otros al pasar el

tiempo en los productos, como lo son los jugos de futas.

2.5Materiales

Quitosan (Pm =50 000 - 190 000 Da, p = 20 - 300 cP en solucién de CH3-COOH (1%) a
25 °C), Pectinasa de Aspergillus aculeatus en solucién acuosa (=3 800 unidades/mL),
2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6- acido sulfénico (CisH24Ns06S4, Pm= 548.68
g/mol), 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (C1sH12N50s, Pm = 394.32 g/mol), 4cido-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (C14H1804, Pm = 250.29 g/mol) y 2,4,6-Tri(2-
pyridyl)-s-triazine (CisH12Ns, Py = 312.33 g/mol) fueron adquiridos de Sigma
Aldrich®, EE.UU. Tween® 80 (monooleato de polioxietilen (20) sorbitano, Pm = 1310
g/mol HLB = 15, p = 425 mPas a 25 °C) fue obtenido de ICI Surfactantes de México. El

agua fue calidad Milli-Q®. Todos los demas reactivos fueron de grado analitico.
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2.6 Métodos

2.6.1 Material bioldgico

Las pifias Ananas comosus (L.) Merr. var. comosus se adquirieron en la central de
abastos de Cuautitlan, México y se almacenaron a 10 °C previo a su utilizacion. La fruta
fue seleccionada cuidadosamente de acuerdo a su tamafio, firmeza y la uniformidad de
color. Las muestras de E. Polystachya se adquirieron el en mercado municipal de

Cuautitlan México.

a) Extraccion de los flavonoides de EP

La extraccion de flavonoides se realizé de acuerdo a la metodologia propuesta por
Gonzalez-Reza, (2017). Se extrajo la fraccion rica en flavonoides de E. Polystachya con
una mezcla etanol/agua en una relacién 2:1 asistida por ultrasonido mediante un
procesador ultrasénico (Hielscher UP200Ht, Alemania) en un intervalo de 3 h
haciendo la ultrasonicacion cada 20 minutos con duracién de 5 min cada uno a una
temperatura de 25 °C con 50 W de potencia. La relacién masa/volumen de producto y
medio de extraccidn fue de 1:6. Posterior a la extraccion se evaporo la solucion a 6.66
kPa en un rotavapor (IKA® RV 10, EE.UU.) a 40 °C. Finalmente la solucidn restante fue
secada en charolas en un horno convectivo a 40 °C para obtener los s6lidos que seran

el extracto rico en flavonoides.

b) Preparacion de las nanoesferas
Las nanoestructuras con quitosan se prepararon por gelacion ionica de acuerdo a la
metodologia propuesta por Gonzalez-Reza, (2017). Brevemente, 50 mL de una

dispersion de quitosan (3 g/L) en solucidn de acido acético glacial al 1% y Tween® 80

(10 g/L) se prepard por agitacion magnética a 500 rpm durante 24 horas. Una vez que
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la mezcla estuvo completamente homogénea se agregd por goteo (1 mL/min) una
solucion de tripolifosfato (20 mL) a 3 g/L por agitacién magnética a 700 rpm a 25 °C.
Una vez mezclados los componentes se aplicé ultrasonicacion durante 3 minutos
mediante un procesador ultrasénico (Hielscher UP200Ht, Alemania) a una frecuencia
de 50 W para posteriormente ajustar el pH de la mezcla a un valor de 5. La dispersion
se centrifugd a 7500 rpm en una ultracentrifuga (Hermle LaborTechnik GmbH Z323K,
Alemania) durante 30 minutos a 4 °C para recuperar las nanoestructuras obtenidas
para después ser resuspendidas en agua destilada. Posteriormente se funcionalizaron
las nanoestructuras con el extracto rico en flavonoides (500 mg/L) con asistencia de
ultrasonido (3 min) a una frecuencia de 50 W. Finalmente la mezcla se agito durante
24 horas a 1000 rpm con un agitador magnético a 25 °C. La suspension obtenida se
tomd como el sistema nanoestructurado final para su aplicacién directa a los jugos de

pina.

c) Dispersion dinamica de la luz y movimiento electroforético

El tamafio de particula (TP) y el indice de polidispersiéon (IPD) de las nanoparticulas
se determinaron por la técnica de dispersion de luz laser en un angulo fijo de 273°, a
una temperatura de 25 °C utilizando un Z-sizer Nano ZS90 (Malvern Ltd., Enigma
Business Park, Grovewood Road, UK) (Gonzalez-Reza, Quintanar-Guerrero, Del Real-
Lépez, Pifion-Segundo, & Zambrano-Zaragoza, 2018). Las dispersiones se diluyeron
con agua Milli-Q® para obtener los histogramas de frecuencias de volumen. El
potencial zeta () se determind para la evaluaciéon de la estabilidad coloidal de las
nanoparticulas utilizando un Z-sizer Nano ZS90 (Malvern Ltd., Enigma Business Park,
Grovewood Road, UK) una vez diluidas con agua Milli-Q® (Gonzalez-Reza, Quintanar-
Guerrero, Flores-Minutti, Gutiérrez-Cortez, & Zambrano-Zaragoza, 2015). El valor del
potencial zeta fue normalizado con dispersion patrén de poliestireno ((= -55 mV). Las

mediciones se realizaron a 25 °C por triplicado.

25



2.7 Diagrama de proceso para la pasteurizacion de jugo de piia
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2.8Proceso de extraccion del jugo de pifia

Para la obtencidn de jugo de pifia se utilizé pifia de la variedad MD2. La cual fue
adquirida en el mercado municipal de Cuautitlan México. Inicialmente, a las pifias se
les retird la cascara y corona, posteriormente se cortaron en torsos pequefios y con
ayuda de un extractor se obtuvo el jugo. Una vez obtenido el jugo, este se despectiniz6
con el fin de obtener un jugo clarificado, para lo cual a la muestra se le adicionaron
2uL. de la enzima pectinasa obtenida de Aspergillus aculeatus por cada litro de
muestra. La muestra estuvo en movimiento en intervalos de 30 minutos
(agitacion/descanso) en un agitador de velocidad variable (Eurostar Power Control
Visc, IKA® Wilmington, EE.UU.) a 600 rpm con un tiempo total de despectinizacién de
4 h. Una vez terminada la despectinizacion se realizé una filtraciéon a través de una
maya numero 200. Al jugo de pifia despectinizado obtenido se le adicionaron las

nanoesferas de quitosan-extracto de E. polystachya en una concentracion de 500

mg/L.

2.9Pasteurizacion en frio por luz UV-C

El reactor de pasteurizacion por luz ultravioleta consistié6 en una ldmpara UV-C
(VIQUA®, Modelo S212RL, 254 nm, 23 cm de longitud y 5 cm de didmetro, Guelph,
Ontario, Canada) dentro de un tubo de cuarzo (31.8 cm x 6.5 cm), la cual funciona
como reactor de irradiacion. La lampara UV-C se encendié durante 15 minutos previos
a su utilizacién para estabilizar y esterilizar el reactor de irradiacién. La entrada y
salida del jugo de pifia al reactor se llevd a cabo mediante mangueras flexibles grado
alimenticio, las cuales descargaron el producto en un recipiente metalico
desinfectado. El jugo de pifia (2 L) se agregé al recipiente metalico (5 L) y se recircul6
(16.92 L/h) a través del dispositivo usando una bomba sumergible (M60A, Beckett
Corp, China). El tiempo de residencia contemplado para el tratamiento no térmico fue

de 15 minutos. La pasteurizacion UV-C fue realizada a 25 * 2 °C. Todos los ensayos se
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realizaron por triplicado. La dosis aplicada al jugo de pifia fue determinada de acuerdo

a la metodologia propuesta por Esquivel-Ortega (2018).

2.10 Pasteurizacion en frio por ultrasonido

Para el tratamiento por ultrasonido las muestras se colocaron en recipientes de 1 L
con un volumen efectivo de 500 mL de jugo. Se utilizé6 un procesador ultrasénico
(Hielscher Ultrasonics gmbh, UP200Ht, Teltow, Alemania) a una frecuencia de 60 W
utilizando un sonotrodo de titanio (didmetro = 4 cm y longitud = 8 cm, Hielscher
Ultrasonics gmbh, S26d40, Teltow, Alemania) en intervalos de sonicacién/reposo de 1
minuto con un tiempo total de procesamiento de 5 minutos. La pasteurizaciéon por
ultrasonicacion fue realizada a 25 + 2 °C. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

2.11 Tratamientos combinados (UV-Cy Ultrasonido)

En este tratamiento se siguié el procedimiento de los métodos anteriores (2.13 y
2.14), primero se aplicaron las nanoparticulas, después se circuld por el reactor de luz
UV-C y por ultimo fue sometido a ultrasonido, utilizando las mismas condiciones en

los tratamientos anteriores. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.12 Analisis de las muestras en almacenamiento refrigerado

Las muestras fueron envasadas en frascos de 125 mL de poliestireno de alta densidad
con sello hermético, los cuales previamente fueron lavados y desinfectados, no
dejando espacio libre de cabeza. Las muestras se almacenaron en refrigeracion a 4 °C
durante 8 semanas. La Tabla 2, muestra los ensayos realizados durante el monitoreo

de los jugos.
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Tabla 2. Ensayos utilizados durante la parte experimental del proyecto.

Absorbancia (ABTS,

Capacidad

Con y sin
DPPH y FRAP) Antioxidante
pH Parametros de
Con y sin
°Brix Calidad
Absorbancia Contenido de
Con y sin (Carotenoides Totales Compuestos
y Acido Ascérbico) Bioactivos

2.12.1 pH

La determinacion de pH en las muestras se realiz6 mediante un potenciémetro
(Hanna® HI 208 pH meter, Porto, Portugal), con un electrodo de pH con sensor de
temperatura incorporado (Hanna® HI1291D pH meter, Porto, Portugal). Previo a la
determinacion se calibro con soluciones reguladoras de pH de 7 y 4. Se realiz6
directamente la medicién en todas las muestras de jugo de pifia, todas las mediciones

se realizaron tres veces a 25 °C.

2.12.2 Solidos solubles

Los sélidos solubles de los jugos fueron determinados de acuerdo con la NMX-F-103-
1982, para la determinacién en alimentos, frutas y derivados. La determinacién de
°Brix se realiz6 con un refractometro digital (Hanna® HI96801, Porto, Portugal)
calibrado previamente el equipo con agua destilada a 0°Brix, finalmente se coloc6 la
muestra de jugo de pifia con ayuda de un gotero sobre el prisma. La determinacion se

realizé por triplicado a 25 °C.
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2.12.3 Acido ascérbico

La determinacion de acido ascorbico se realiz6 utilizando el método de Robinson
Stock citado por (Ranganna, 2005). Se incorporaron 10 mL de jugo de pifia en 10 mL
de acido metafosforico (HPO3) al 2%. Después se tomd una alicuota de 5 mL del
extracto resultante y se adicionaron 10 mL de solucién indicadora 2, 6 - diclorofenol -
indofenol, se midié la absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro UV - Visible
Genesys 10s (Thermo scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Se realiz6 la determinacion
para cada muestra por triplicado a 25 °C. La concentracion fue calculada mediante la

siguiente ecuacion:

mg de 4cido ascorbico _ Ac*B*100
100 mL de muestra  C*1000+m

Ec. (1)

Doénde: Ac = Contenido de acido ascérbico estimado en la curva patrén, B = Volumen

Aforado, C = Volumen de la solucién, m = volumen de la muestra (mL).

2.12.4 Carotenoides totales

Para la determinacion de carotenoides totales se utilizé la metodologia propuesta por
Barba et al.,, (2006). Inicialmente se preparé una mezcla de solventes la cual contenia
Hexano/Acetona/Etanol (50:25:25 v/v). Se tomaron 5 mL de jugo de pifia y
posteriormente se adicionaron 20 mL de la mezcla de solventes. La mezcla se agito
durante 10 minutos a 700 rpm a 25 °C en frascos herméticamente cerrados.
Posteriormente a las muestras se les adicion6 5 mL de agua destilada en agitacion por

5 minutos para fomentar la difusion de los solventes y separar la fase de hexano.
La muestra se centrifugé en una ultracentrifuga (Hermle Z323K, Labortechnik GMBH,

Wehingen, Alemania) a 4 °C. La muestra que contenia los carotenoides se separé y se

midié la absorbancia a 460 nm en un espectrofotometro UV - Visible Genesys 10s
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(Thermo scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Se realizé la determinaciéon para cada
muestra por triplicado a 25 °C. Para la cuantificacién se elabor6 una curva patréon de
B-caroteno. Los resultados se expresaron en pg equivalentes de B-caroteno/mL de

jugo.

2.12.5 Capacidad antioxidante

2.12.6 ABTS

La capacidad antioxidante por ABTS (2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido
sulfénico) se determin6 por la metodologia propuesta por Re et al, (1999). Una
solucién madre del cation radical ABTS se preparé mezclando solucion de persulfato
de potasio y solucién de ABTS a 7 mmol y 2.45 mmol, respectivamente. La mezcla se
mantuvo en oscuridad a 25 °C durante 16 horas previo de su utilizacién. La solucion
ABTS de trabajo fue obtenida por dilucién en solucién reguladora de fosfatos de pH
7.4 de la solucién madre para lograr un valor de absorbancia de 0.7 (+ 0.02) a 734 nm.

Una alicuota de muestra se afiadio a la solucion de trabajo ABTS.

Para la curva en blanco y estandar se utiliz6 solucion reguladora de fosfatos de pH 7.4
o solucién de Trolox, respectivamente. La absorbancia se midi6 utilizando un
espectrofotometro UV/VIS (Genesys 10s, EE.UU.) a 734 nm después de 6 minutos. Una
curva de referencia estdndar fue construida por el trazado de valores de absorbancia
contra concentraciones 100 - 1000 pmol de Trolox. La capacidad de captacién de
radicales de las muestras se cuantific6 como pmol equivalentes de Trolox/mL de

bebida. El andlisis se realiz6 por triplicado a 25 °C.
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2.12.7 DPPH

La capacidad secuestradora DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) se determiné por la
metodologia propuesta por Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, (1995) con algunas
modificaciones. Brevemente, una soluciéon que contuvo 100 umol de DPPH (en
metanol) se prepard. Una alicuota de muestra se mezclé con solucion de DPPH en
metanol. La mezcla se agito vigorosamente y se incubo a 25 °C durante 30 minutos en
oscuridad. La absorbancia se medié a 517 nm en un espectrofotometro UV/VIS
(Genesys 10s, EE.UU.). Se prepard un control sin muestra. Trolox se utilizé como

control positivo en la prueba.

Una curva de referencia estdndar fue construida por el trazado de valores de
absorbancia contra concentraciones 100 - 1000 umol de Trolox. La capacidad de
captacion de radicales de los jugos se cuantific6 como umol equivalentes de

Trolox/mL de bebida. El andlisis se realiz6 por triplicado a 25 °C.

2.12.8 FRAP

La actividad antioxidante de las nanoparticulas se evalué por su capacidad de
reduccion férrica (ensayo FRAP), que se determin6 de acuerdo con el método descrito
por Benzie & Strain, (1996). Se incubd por triplicado una alicuota de muestra conocida
con reactivo FRAP (que contiene 2,4,6-tri (2-piridil)-s-triazina y FeClz) y agua
destilada a 37 °C. Los valores de absorbancia se leyeron a 595 nm en un
espectrofotometro UV/VIS (Genesys 10s, EE.UU.) después de 4 min y 30 min. Se

preparo un control sin muestra. Trolox se utilizé como control positivo.

Una curva de referencia estandar fue construida por el trazado de valores de

absorbancia contra concentraciones 100 - 1000 pumol de Trolox. La capacidad
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quelante de las muestras se cuantific6 como pumol equivalentes de Trolox/mL de

bebida. El andlisis se realizé por triplicado a 25 °C.
2.13 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron utilizando el software estadistico Minitab (Minitab®
Statistical Software 18 Inc., Centre, PA, EE.UU.), para determinar el efecto de la adicion
de nanoparticulas que contienen extracto de Eysenhardtia polystachya ademas de la
aplicacion de sistemas de pasteurizacion en frio tales como el ultrasonido y luz UV-C
sobre la estabilidad, cambios fisicoquimicos y la capacidad antioxidante de los jugos

almacenados en refrigeracion.

Las diferencias entre tratamientos se realizaron en funciéon de la variacién con
respecto a la media realizdndose una prueba de ANOVA (a=0.05). La Tabla 3, muestra

los diferentes tratamientos que se evaluaron en el presente trabajo experimental.

Tabla 3. Nomenclatura de los tratamientos utilizados.

Tratamiento. Nomenclatura.

Control C
Nanoparticulas NP
Nanoparticulas + Ultrasonido NP+US
Nanoparticulas + Luz UV-C NP+UV
Nanoparticulas + Ultrasonido + Luz UV-C T
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3 CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1Caracterizacion de los sistemas nanoestructurados

La Tabla 4, muestra que el tamafio de particula y el indice de polidispersion de las
nanoesferas de quitosan-Eysenhardtia polystachya es similar a lo reportado por
Gonzalez-Reza (2017) para un sistema de talla submicrénica con el mismo activo.
(Zambrano-Zaragoza et al, 2018) reporta que este método permite tamafios
controlados de nanocdpsulas de 100 - 1000 nm, la distribucién de los tamafios de

particula obtenidos en este sistema nos indica la homogeneidad del sistema.

Tabla 4. Caracteristicas de las nanoesferas de quitosan-Eysenhardtia polystachya

TP (nm) IPD (-) ¢ (mV)

210.01 £5.97 0.148 £ 0.012 9.08£0.42

El { obtenido para las nanoesferas fue de 9.08 mV representa que el sistema tiende a
la estabilidad con poca probabilidad de agregaciéon debido a que las nanoparticulas se
repelen entre si y por lo tanto superan la tendencia natural a agregarse (Noriega-
Peladez et al., 2011). De acuerdo con Heurtault et al. (2003) la medicién del { nos
permite realizar predicciones acerca de la estabilidad de almacenamiento de una

dispersion coloidal.
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3.2 Analisis de los jugos en almacenamiento refrigerado

3.2.1 pH

Una modificacion en el pH de los alimentos generalmente se debe a la adicién de
compuestos quimicos, por la fermentacion de microorganismos presentes, o por
reacciones quimicas de degradacion (Lupano, 2013). Sin embargo, el pH es un
parametro que no se ve afectado directamente por tratamientos fisicos o de

conservacion como se puede observar en la Figura 10.

El pH obtenido en los jugos se encuentra en un intervalo de 3.1 - 3.6 en los diferentes
tratamientos realizados. En la Figura 10, se muestran las tendencias obtenidas por los
cambios en el pH durante el almacenamiento de jugo de pifia. El valor en la semana 1
para todos los tratamientos es de 3.5 lo cual indica que los tratamientos aplicados no

modifican las propiedades quimicas del jugo.

En el tratamiento control se observa un incremento en el pH en la semana 2, esto a
causa de que la muestra no tiene ningtin tratamiento que pueda retardar o evitar la
oxidacion de los componentes del jugo como lo es el acido ascérbico. Para el
tratamiento de NP se puede observar que hay un ligero incremento en el pH, el
incremento en la semana 2, 3 y 4 es menor al incremento que hay en el tratamiento
control en la semana 2, lo que demuestra que las nanoparticulas con Eysenhardtia
polystachya tienen un efecto antioxidante el cual ayuda a retardar la oxidacién de

algunos compuestos del jugo de pifia.
El comportamiento del pH en el tratamiento NP+US muestra una disminucién en la

semana 2 y 3, asi como un incremento en la semana 3 manteniéndose igual en la

semana 4, lo que indica que el uso de ultrasonido como método de pasteurizacién
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tiene un efecto favorable ya que evita el crecimiento de microorganismos que pueden

producir acidos organicos lo que también puede ser causa del incremento del pH.

El tratamiento con NP+UV muestra una disminuciéon del pH en la semana 3y 8 a
demas que en las semanas 2, 4 y 6 el valor de pH no tiene una gran variacién con
respecto al valor inicial. Posteriormente el tratamiento T se puede observar una
disminucion en el pH en la semana 2 y 3 para posteriormente tener un incremento en
la semana 4 y 6 que al igual que en el caso del tratamiento NP+US puede deberse al

crecimiento de microorganismos.

3.6

3.5

3.4

pH

3.3

3.2

3.1
Semana 123468 123468 123468 123468 1234638

Tratamiento C NP NP+US NP+UV T

Figura 10. Cambios en el pH de los diferentes tratamientos del jugo de pifia.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, se demuestra que la adiciéon de
nanoparticulas con Eysenhardtia polystachya tiene un efecto positivo en el jugo de
pifia ya que ayuda a retrasar la oxidacion de compuestos en este, ademas de ayudar a

disminuir las variaciones en el pH, teniendo un mayor efecto en conjunto con la
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pasteurizacion por medio de luz UV-C, igualmente todos los tratamientos utilizados
tienen un efecto significativo (p<0.05) e independientemente del tratamiento el
tiempo de almacenamiento en refrigeracion del jugo de pifia tiene efecto significativo

sobre el pH.

3.2.2 Sodlidos solubles

Los solidos solubles son un importante parametro para determinar la calidad en la
industria de frutas, vinos y jugos. Este permite determinar con exactitud el extracto
total que se ofrece en grados Brix; es decir la concentracién aproximada de sacarosa

que hay en una solucion.

La Figura 11, muestra los cambios presentes en el contenido de s6lidos solubles de los
diferentes tratamientos aplicados al jugo de pifia. E1 ANOVA realizado muestra que
hay un efecto significativo por parte de los tratamientos (p<0.05). En la Figura 11, se
observa que los tratamientos NP, NP+US, NP+UV y T tienen un valor inicial de solidos
solubles menor al del tratamiento control, esto se debe a que estos tratamientos se les
adiciono nanoparticulas con Eysenhardtia polystachya lo cual modifica el contenido de
sélidos en el jugo.

Asi mismo, el tiempo de almacenamiento refrigerado tuvo un efecto significativo
(p<0.05) sobre todos los tratamientos, se observa que durante la semana 2 y 3 el
rango de contenido de solidos solubles es muy cercano entre los tratamientos

adicionados con un sistema nanoparticulado.

De acuerdo con la NMX-F-117-1968, el jugo de pifa debe estar en un rango de 10 a 12
°Brix para poder decir que es de calidad, como se observa en la figura 2 todos los
jugos con los diferentes tratamientos entran en dicho rango por lo que se puede decir
que es un jugo de calidad y que los tratamientos no alteran el contenido de solidos

solubles.
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Figura 11. Cambios en el contenido de solidos solubles en los diferentes tratamientos

del jugo de pifa.
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3.2.3 Acido ascorbico

El acido ascorbico mas conocido como vitamina C, actia como donador de
equivalentes reductores al oxidarse a acido deshidroascorbico. La vitamina C participa
en la absorcion del hierro en el organismo y este puede formar quelatos de bajo peso
molecular (Reyes et al, 2009). La Figura 12 muestra el comportamiento de la
concentracion de acido ascorbico en el jugo de pifa con los diferentes tratamientos
aplicados. El ANOVA realizado demostr6 que los diferentes tratamientos tuvieron un
efecto significativo (p<0.05) a excepcion del tratamiento NP+UV el cual no presento

un efecto significativo (p>0.05).

Como se observa en la Figura 12, el valor inicial del tratamiento NP para la
concentracion de &cido ascérbico es al mas alto (218 mg/100 mL) y el tratamiento en
el que hay un menor incremento semana a semana. El valor inicial mas bajo lo obtuvo
el tratamiento T teniendo un valor ain mas bajo que el valor inicial de la muestra
control (151 mg/100 mL), aunque los valores finales de la concentracién de acido

ascorbico se asemejan a los valores de las demas muestras a la misma semana.

39



250

- ¢

- / | NN

£ 25 # ®d e
| / a
8 @ | & E%
- |

N
()] |
£ |
o 200 , |
o |
= [ / |
Ne) “s‘ |
v |
W
© |
S 75 “ f
) ®
150 ®
Semana 123468 123468 123468 123468 1234638
NP NP+US NP+UV T

Tratamiento C

Figura 12. Cambios en la concentracion de acido ascorbico de los jugos de pifia

durante su almacenamiento refrigerado.

El tratamiento NP+US es el que presento mayor diferencia en la concentracién de
acido ascérbico de una semana a otra, pero fue el que tuvo el valor mas alto en la
concentracion. El tratamiento NP+UV mantuvo casi constante la concentracion entre
la semana 4 y 6 al que los demas tratamientos, pero a la semana 8 tuvo de nuevo un
incremento en la concentracion de acido ascérbico ademas de ser el tratamiento en

que fue mas constante el incremento de acido ascérbico. El ANOVA también demostré

que el tiempo de almacenamiento del jugo de pifia en refrigeracion fue significante

(p<0.05) para todos los tratamientos aplicados al jugo.
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3.2.4 Carotenoides totales

La Figura 13, muestra el comportamiento de la concentracion de carotenoides en el
jugo de pifia con los diferentes tratamientos aplicados. El ANOVA evidencio que el
tratamiento NP+UV no tuvo un efecto significativo (p>0.05), mientras que los demas
tratamientos si tuvieron un efecto significativo (p<0.05), como se puede observar en
la figura 6 los valores iniciales de la concentracién de carotenoides en todas las
muestras se encuentran por debajo de la muestra control, teniendo el valor mas bajo

disminuyendo en un 12% del valor inicial de la muestra control.
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Figura 13. Cambios en la concentracion de carotenoides de los jugos de pifia durante

su almacenamiento refrigerado.

El aumento en la concentracién de carotenoides se debe a que los tejidos expuestos a
la luz UV-C tienden a la regeneracién como medio de respuesta a dafios externos. Esto
es consistente a los estudios realizados por Sankari et al.,, (2017) en el analisis del

efecto de la radiacién UV-C y sus implicaciones en la ruta de los carotenoides en
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Bixaorellana L, donde el aumento en la concentraciéon de 3-caroteno pasa de 1.583 a

3.0 (unidades no reportadas).

La importancia de los carotenoides en los alimentos va mas alld de su rol como
pigmentos naturales, ya que a estos compuestos se les han atribuido funciones y
acciones bioldgicas, ademas de estar relacionados con un mejoramiento del sistema
inmune y una disminuciéon del riesgo de enfermedades degenerativas tales como
cancer, enfermedades cardiovasculares, esto se debe a que los carotenoides poseen
actividad antioxidante, atreves de la desactivacion de los radicales libres y a la

capturar el oxigeno singlete (Barba et al., 2006)

3.2.5 Capacidad antioxidante

3.2.6 ABTS

Entre los métodos utilizados para determinar la capacidad de un antioxidante para
captar radicales libres, se encuentra el método ABTS que es uno de los métodos mas
aplicados, ya que se considera un método de elevada sensibilidad, practico, tapido y
muy estable (Antioxidante et al., 2005). La Figura 14, muestra la evolucion de la
capacidad antioxidante determinado por el método ABTS. El ANOVA realizado mostro
que hay efecto significativo (p<0.05) para los tratamientos C y NP, mientras que para
los tratamientos NP+US, NP+UV y T no hay efecto significativo (p>0.05). El incorporar
al jugo de pifa nanoparticulas con extracto de Eysenhardtia polystachya causa un
efecto favorable debido a que el extracto y las nanoesferas formadas con quitosan

contienen fenoles.
El contenido de fenoles esta relacionado con la capacidad antioxidante ya que a mayor

concentracion de fenoles se tendra mayor capacidad antioxidante, esto se debe a que

los fenoles tienen un caracter marcadamente antioxidante, ya que experimentan la
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oxidacion antes que otras especies susceptibles a ser oxidadas (Gonzalez-Reza, 2017).

Este efecto se puede apreciar a partir de la segunda semana, esto puede deberse a que

las nanoparticulas tardaron en estabilizarse.
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Figura 14. Capacidad antioxidante (ABTS) en los tratamientos aplicados a jugo de

pifia en almacenamiento refrigerado.

En el tratamiento NP+UV se puede observar un incremento desde la primera
medicion, lo que demuestra que es mas facil la estabilizacion del medio
nanoparticulado al sistema utilizando luz UV-C como método de pasteurizacidn,

ademas de que a la semana 8 sigue incrementando su capacidad antioxidante

determinada por ABTS. El tiempo en refrigeracién de acuerdo al ANOVA realizado no

tienen efecto significativo (p>0.05) en la semana 2 y 3.
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3.2.7 DPPH

El 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es un radical libre estable que tiene un
electron de valencia desapareado en un atomo de puente de hidrogeno, por lo que la
eliminacién del radical DPPH es la base del método, el radical libre es susceptible de
reaccionar compuestos antioxidantes a través de un proceso caracterizado por la
cesion de un atomo de hidrogeno proporcionado por el agente antioxidante (Sharma

& Bhat, 2009).

En la Figura 15, se observa el comportamiento de la capacidad antioxidante
determinada por el método DPPH en los diferentes tratamientos aplicados al jugo de
pifia. E1 ANOVA realizado evidencio que todos los tratamientos tienen un efecto
significativo (p<0.05), a excepcién del tratamiento NP+US el cual no tuvo un efecto
significativo (p>0.05), mientras que el tiempo de almacenamiento refrigerado tuvo un

efecto significativo en todos los casos.

En las muestras analizadas se puede observar un incremento en la capacidad
antioxidante determinado por DPPH a partir de la primer semana, este incremento es
mayor en las muestras en las que se aplicé luz UV-C como parte del tratamiento
aplicado al jugo de pifa, este incremento es mayor en el tratamiento NP+UV, en
general el comportamiento de la capacidad antioxidante es muy similar en los
tratamientos a los que se le agrego nanoparticulas con Eysenhardtia polystachya,

teniendo valores muy similares a partir de la semana 2.
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Figura 15. Capacidad antioxidante (DPPH) en los tratamientos aplicados a jugo de

pifia en almacenamiento refrigerado.

Estudios realizados por Gonzalez-Reza, (2017) en bebidas funcionales de manzana,
aseguran que la capacidad antioxidante determinada por DPPH es mayor cuando se
agregan nanoestructuras de quitosan-EP, dado a que ademas de que los flavonoides
confieren capacidad antioxidante, ya es bien conocido que el quitosdn posee
propiedades antioxidantes, las cuales se reflejan en la conservaciéon de fitoquimicos

importantes como lo son el pacido ascorbico y el [-caroteno, discutidos

anteriormente.
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3.2.8 FRAP

Es una prueba simple que mide la capacidad de reduccion férrica, es decir evalua la
capacidad antioxidante de un compuesto mediante la reduccion del ion ferroso
(Benzie & Strain, 1996). En la Figura 16, se observa el comportamiento de la
capacidad antioxidante determinada por FRAP, en la cual los valores obtenidos son
menores a los determinados por ABTS en una proporcién del 10%. El ANOVA
realizado mostro que hay un efecto significativo (p>0.05) para todos los tratamientos
empleados en el jugo de pifia, se puede observar en la Figura 16, que la capacidad
antioxidante incremento desde la primer medicién en comparacion con el tratamiento
control, y que los tratamientos en los que se utiliz6 nanoparticulas con Eysenhardtia
polystachya la capacidad antioxidante tuvo el mismo comportamiento, teniendo dos
incrementos uno en la semana 2 y otro en la semana 6, esto se debe a que las nano
esferas liberan el activo con respecto al tiempo, prueba de ello es el hecho de que las
muestras a las que se les agrego dicho tratamiento perduraron por mas tiempo

refrigeradas a diferencia de la muestra control.
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Figura 16. Capacidad antioxidante (FRAP) en los tratamientos aplicados a jugo de

pifia en almacenamiento refrigerado.

A pesar de que en todos los tratamientos hay una disminucion de la capacidad
antioxidante, aun en la semana 6 se puede reportar un valor de la actividad
antioxidante el aplicar nanoparticulas con Eysenhardtia polystachya sigue teniendo un
efecto sobre el jugo evitando que se oxiden compuestos que pueden favorecer la
descomposicion del jugo. Existen pocos estudios sobre pifia que son sometidos a este
tipo de tratamientos, (Yeoh & Ali, 2017) reportaron que, para pifia tratada con
ultrasonido a bajas temperaturas, se reducia la capacidad antioxidante determinada

por el método FRAP, presentando una tendencia a disminuir, lo que concuerda con los
datos obtenidos en este trabajo.

47



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

® La aplicaciéon de nanotecnologia junto con luz ultra violeta, ultra sonido y
refrigeracién son una alternativa de conservacion en productos minimamente
procesados ya que ayudan a conservar caracteristicas propias del jugo, por esta
razén dichos métodos son sujeto de diversos estudios tanto en jugos como en
frutos, con el fin de encontrar una tecnologia emergente combinada que sea

apropiada para la conservacién de los productos.

® En general, todos los tratamientos demostraron tener efecto positivo sobre el
jugo de pina pasteurizado ya que todos alargaron la vida ttil de este, pero el
mejor tratamiento fue NP+UV, ya que incremento la vida de anaquel del jugo en
un 400%, esto se ve reflejado en los valores de retencién de capacidad

antioxidante.

® Se demostr6 que los tratamientos de pasteurizaciéon en frio no afectan
caracteristicas propias del jugo ya que en comparaciéon con el tratamiento
control los demas tratamientos no presentan un cambio significativo en los

resultados de pH y solidos solubles, ademas de carotenoides totales.

#® La utilizacion en conjunto de nanoparticulas con un compuesto que presenta
capacidad antioxidante y un método de pasteurizacion en frio (métodos
combinados) presentan mejores resultados en comparacion de la utilizacion de

los métodos de conservacion por si solos.
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® Se debe realizar un analisis acerca de la concentracion de extracto que se libera
con respecto al tiempo en la bebida funcional, ademas de determinar que
concentracion de extracto de E. Polystachya se encuentra presente, para el

posible analisis y correlacion con otros parametros de interés.
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