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RESUMEN

La fresa es un producto altamente perecedero, rico en vitamina C, antocianinas y otros
compuestos bioactivos, razén por la que una de las formas de conservar sus
caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas y sensoriales de tal manera que
permitan mayores tiempos de comercializacion es el desarrollo de bebidas
preparadas con jugo de fresa. El objetivo de este trabajo fue establecer el efecto
protector de nanocapsulas de a-tocoferol sobre la cinética de degradacion de (-
caroteno nanoencapsulado mediante la evolucién en los cambios fisicos y
fisicoquimicos en una bebida de fresa almacenada en refrigeracion. Las fresas objeto
de este estudio fueron adquiridas libres de dafios mecanicos, crecimiento de moho, de
color rojo uniforme y de tamafio homogéneo. El jugo fue obtenido empleando un
extractor eléctrico, las nanocapsulas de a-tocoferol y -caroteno fueron preparadas
por el método de emulsificacién-difusiéon y las nano emulsiones por emulsificacion
convencional estas tuvieron tamafios de particula > 300 nm, estas se incorporaron a
los polisacaridos estabilizantes (goma arabiga, goma xantana y la mezcla de estas), las
bebidas se prepararon con 30 % de jugo de fresa, estabilizante, nanocapsulas y agua,
se envasaron y pastesteurizaron a 65 °C/5 min, para su posterior almacenamiento a 4
°C / 4 semanas, se evaluaron los cambios en turbidez, color, antocianinas totales,
carotenoides, pH y acidez. Se observo que el empleo de mezcla goma arabica/xantana
logré darle estabilidad a la bebida con menores variaciones en turbidez, ademas el
empleo de sistemas antioxidantes de talla submicrénica contribuy6 a mantener los
compuestos bioactivos (antocianinas y carotenos) principalmente cuando se emple6

nanoemulsion.



INTRODUCCION

La evolucidon de la industria de los alimentos, en tecnologias emergentes con mejoras
en los procesos y/o tratamientos que dan como resultados un incremento y/o
mantenimiento de calidad y conservaciéon. La demanda en la actualidad, de productos
benéficos para la salud, ha traido como consecuencia el desarrollo de nuevas
alternativas tecnoldgicas aplicables en el desarrollo de nuevos productos con
diferentes usos y aplicaciones. En este sentido la nanociencia y la nanotecnologia han
tomado un papel preponderante (Barbosa, 2005). La nanotecnologia ha crecido
rapidamente en los ultimos afios y esta teniendo un gran impacto en el desarrollo de
nuevos materiales y productos. Las repercusiones tecnoldgicas en todo el mundo,

seran un importante motor econémico en el futuro previsible.

La nanotecnologia ha sido considerada como una tecnologia emergente, esta
relacionada con la introduccién de nuevas dimensiones a la ciencia y la tecnologia con
la posibilidad de manipular atomos y moléculas a nivel nanométrico. Esta nueva
tecnologia tiene multiples aplicaciones y por tanto afecta a diversos &mbitos
tecnoldgicos, incluidos los materiales avanzados, la biotecnologia, farmacia,
electronica, instrumentos cientificos y procesos industriales de fabricacion incluidos
los alimentos. Esta alin se encuentra en etapa inicial para muchas aplicaciones a nivel
industrial, de tal manera que muchos de los beneficios atin estan por estudiarse para

poder difundirse mas adelante (Miyazaki y col., 2007).

La encapsulacion es una técnica ampliamente empleada en la industria farmacéutica y
de alimentos que consiste en recubrir sustancias activas sélidas, liquidas o gaseosas
mediante una pared sélida a temperatura ambiente (Gharsallaoui, 2007). La
encapsulacion permite que los materiales alimenticios resistan las condiciones de
procesamiento y empacado mejorando la calidad en sabor, aroma, estabilidad, valor
nutritivo y apariencia (Carrillo- Navas y col,, 2011). Mora-Huertas y col (2010)

establecieron que el nivel de seguridad y funcionalidad de los sistemas de talla



submicronica se encuentran entre los intervalos de 1-1000 nm, siendo reportados

valores 6ptimos en un intervalo entre 1-500nm (Zambrano-Zaragoza y col., 2011).

Los tocoferoles son los principales compuestos que exhiben actividad de vitamina E y
son los antioxidantes naturales mas importantes debido a su elevada actividad. Los
antioxidantes interrumpen las reacciones en cadena que producen los radicales libres,
los que pueden reaccionar con cualquier otra molécula como acidos grasos de las
membranas de las células, grasas, proteinas, vitaminas, acidos nucleicos de los genes,
etc. El B-caroteno es ahora ampliamente utilizado como un aditivo en la industria
alimentaria para mejorar el color de ciertos alimentos y bebidas. Los estudios
demuestran que tiene alta actividad antioxidante, ademas de las funciones benéficas
para la salud, tales como la prevencién y/o proteccién contra el cancer, enfermedades
cardiovasculares y adenomas colo - rectales (Qiu y col., 2009). Debido a su estructura
altamente insaturada, los carotenoides son propensos a la degradacién por la

temperatura durante el procesamiento y almacenamiento (Achir y col., 2010)

La fresa cuenta con una gran variedad de macronutrimentos como lo son las
proteinas, los hidratos de carbono y micronutrimentos funcionales como las vitaminas
A, C, B, y fibra, ademas de una serie de nutrimentos como las elagitaninas y quercitina
que tienen efectos preventivos contra enfermedades cardiovasculares, cancer y
pérdida cognoscitiva (Angulo, 2003). Las antocianinas, responsables de su coloracion
roja, son absorbidas de forma eficiente por el cuerpo y tienen efectos antioxidantes
(Oregon State University, 2008), gracias a este efecto los compuestos muestran una
acciéon preventiva contra enfermedades cardiovasculares e infartos, inhiben el
crecimiento de tumores y tienen efectos anti cancerigenos; algunos otros son
utilizados para mejorar la agudeza visual y tratar desordenes circulatorios, diabetes y
ulceras, ademas de que tienen propiedades anti-inflamatorias aparte de actividad

antiviral y antimicrobiana.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de la fresa

La fresa (Fragaria x ananassa), pertenece a la familia de las Rosaceae en el género
fragaria, es originaria de las regiones templadas del mundo y se caracteriza por tener
tallos rastreros, nudosos y con estolones, hojas grandes trifoliadas, pecioladas, blancas
y frutos rojos aromaticos (SAGARPA, 2005). La Figura 1, muestra la estructura de la

planta y los frutos correspondientes a la fresa.

Figura 1. Fragaria x ananassa (Darrow, 1966).

Las fresas en realidad no son frutas, sino el final alargado del estambre de la planta;
cuentan con mas de 200 semillas en su piel las cuales no constituyen el medio normal
de reproduccién del vegetal ya que este se reproduce por medio de un estolén (IFAS,
2008) Estas “frutillas” pueden tener diferentes tamafios y formas dependiendo de la
variedad, los mas comunes son: achatada, esférica-conica y de cuello conico alargado

(Garcia, 1994). Se cosecha generalmente a mano, ya que es un fruto susceptible a
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dafio. La Figura 2 muestra las diferentes formas que presenta la fresa en relaciéon a su

estructura.

Globosa Globosa Conica Conica

Larga Conica Con cuello Cuina Larga Cuiia corta

Figura 2. Diferentes formas de fresa (Darrow, 1966).

Después de la cosecha se recomienda llevarla a bajas temperaturas lo mas pronto
posible ya que el fruto sin tratar, solo cuenta con una vida de 2 o 3 dias, esto por lo
general se logra por medio de aire forzado a 1 °C y después se recomienda mantenerlo
a condiciones atmosféricas oOptimas (90-95% HR, 5-10%0:2 y 15-20% CO2) y
temperatura adecuada (0°C) para que el producto tenga una vida ttil que oscile entre
los 7-10 dias (Siller-Cepeda et al,.2002). La fresa se caracteriza por tener sabores
dulce acido, debido a que cuenta con una variedad de azucares y acidos organicos,

cuya concentracion oscila dependiendo la variedad.

1.1.1 Bebidas

1.1.2 Jugo de fruta

Es el producto liquido sin fermentar, pero fermentable, obtenido al exprimir frutas en

buen estado, debidamente maduras y frescas o frutas que se han mantenido en buen

estado por procedimientos adecuados, inclusive por tratamientos de superficie
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aplicados después de la cosecha, clarificado o no, y sometido al tratamiento adecuado
que asegura su conservacion en el envase. No debe contener corteza ni semillas, ni
materia extrafa objetable. (NOM-173-SCFI-2009). El Cuadro 1, muestra la
composicion quimica de la fresa, resaltando en ésta su contenido de micro
nutrimentos y haciendo énfasis en el contenido de Vitamina C de este fruto, asi como
el contenido de pro-vitamina A y el contenido de minerales como el fosforo y el

selenio.

Cuadro 1. Composicion quimica de la fresa expresado en 100 g de porcidon comestible

(Angulo, 2003).

Energia (Kcal) 50
Agua (g) 84
Hidratos de carbono (g) 11.6
Fibra dietética (g) 3.8
Grasas (g) 0.1
Proteinas (g) 1.0
Vitaminas
B (mg) 29.3
C (mg) 94.1
A (mg) 44.8
Minerales
Fosforo (mg) 315
Hierro (mg) 0.6
Calcio (mg) 1.1
Selenio (mg) 14

El jugo debe prepararse mediante procedimientos que mantengan las caracteristicas
fisicas, quimicas, organolépticas y nutrimentales esenciales de la fruta de que procede.
Podran anadirse pulpa y células (en el caso de los citricos), la pulpa y las células son
las envolturas del jugo obtenido del endocarpio) obtenidas por procedimientos fisicos

adecuados del mismo tipo de fruta. (NOM-173-SCFI-2008).



1.1.3 Composicion

Segun la norma general del CODEX alimentarius para zumos (jugos) y néctares de
frutas (Codex stan 247-2005) para jugos de frutas exprimidos directamente, el nivel
de °Brix sera el correspondiente al del jugo exprimido de la fruta y el contenido de
solidos solubles del jugo de concentracion natural no se modificara salvo para mezclas

del mismo tipo de jugo.

La preparacién de jugos de frutas que requieran la reconstitucion de jugos
concentrados debera ajustarse al nivel minimo de °Brix con exclusion de los s6lidos de
cualesquiera ingredientes y aditivos facultativos afadidos. Si en el Cuadro no se ha
especificado ningdn nivel, el nivel minimo de °Brix se calculara sobre la base del
contenido de solidos solubles del jugo de concentracién natural utilizado para

producir tal concentrado.

1.1.4 Produccion

México registré en 2008 una superficie cultivada de fresa de 6 mil 214 hectareas,
obteniéndose una producciéon de 208 mil 932.25 toneladas métricas, por lo que

alcanz6 un rendimiento promedio de 33.86 toneladas por hectarea.

Las principales entidades productoras de esta frutilla son Baja California, Guanajuato,
Estado de México y Michoacan; en esta ultima entidad se concentra la mayor
produccion nacional con una superficie cultivada de 3 215 Ha. y una produccién
superior a las 106 905 Ton., seguido por el estado de Baja California con una
superficie de 1 355 Ha. y una produccion de 70 410 Ton.; el estado de Guanajuato con
una superficie de 1 048 Ha. y una produccion de 18 065 toneladas y por ultimo el

estado de México con una superficie de 244 Ha. y una producciéon de 5 068 Ton. A



continuacion, en la Figura 3 se expresa en porcentaje el valor de la produccion de cada

entidad productora de fresa.

Otros, 8.45% e o
skt 14.98%

Baja California,
24.19%

Figura 3. Estados con produccién significativa de fresa en México (Direcciéon General

de Desarrollo Econémico, 2002).

1.2 Tratamiento térmico

El procesamiento térmico se usa para provocar la muerte de varios microorganismos
patégenos, pero también ocasiona efectos indeseables, como la reduccién de ciertos
valores nutrimentales. El acido ascorbico (vitamina C) y la tiamina y riboflavina
(vitamina B1 y B2) se destruyen parcialmente en el procesamiento térmico. La
reduccion de estos constituyentes deseables también puede constituir un parametro

cinético, para la esterilizacion y la pasteurizacion (Geankoplis, 1998).

Los jugos de frutas son sensibles al calor y su viscosidad aumenta notablemente al
concentrar la solucion. Ademas, la materia s6lida en suspension en los jugos de frutas
tiende a adherirse a la superficie de calentamiento, causando sobrecalentamientos

que conducen a carbonizaciones y deterioro del material (Geankoplis, 1998).



1.2.1 Pasteurizacion

Se emplea para matar organismos que presentan relativamente menor resistencia
térmica, comparados con aquellos para los cuales se utilizan los procesos de

esterilizacion mas drasticos.

Para pasteurizar alimentos tales como leche, jugos de frutas y cerveza, se utilizan los
mismos procedimientos matematicos y graficos que para los procesos de
esterilizacidn, a fin de alcanzar el grado de esterilizaciéon deseado en la pasteurizacion.
Los tiempos que se necesitan son mucho menores y las temperaturas de
pasteurizacion son mucho mas bajas. Generalmente, el valor del factor de calidad se
da a 150 °F (65.6 °C) o a una temperatura similar en lugar de los 250 °F (121 °C) de la

esterilizaciéon (Geankoplis, 1998)

El jugo de fruta es una bebida popular en todo el mundo. La pasteurizacién es el
tratamiento térmico comdinmente utilizado para extender la vida util de los jugos de
fruta, por la inactivacion de microorganismos y enzimas. Se puede llevar a cabo
mediante llenado en caliente siempre y cuando se mantenga el proceso de
pasteurizaciéon. En el proceso de llenado en caliente, el jugo se calienta hasta la
temperatura deseada (normalmente entre 92 y 105 °C) durante 15-30 s (Spinelli et al,,
2010). La mayoria de los microorganismos no pueden sobrevivir a la temperatura, a
excepcion de algunas bacterias, hongos y levaduras, como Alicyclobacillus
acidoterrestris. Bajo algunas condiciones las esporas de microorganismos
supervivientes pueden crecer causando el deterioro de jugo durante el
almacenamiento. Debido a que la temperatura de esterilizacion se eleva soélo
gradualmente mediante tratamientos térmicos convencionales, la resistencia térmica

de estos microorganismos puede aumentar a medida que la temperatura aumenta

Aunque el tratamiento térmico excesivo inactiva los microorganismos de forma
eficiente y prolonga la vida util de jugo, da lugar a la degradacién de color, sabor,

textura, y calidad nutricional de jugo (Qin et al, 1995). En contraste con el
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calentamiento convencional, el tiempo de procesamiento corto y un calentamiento
uniforme son las principales ventajas de la radio-frecuencia y de calentamiento por
microondas, ya que el calor se genera volumétricamente el interior del alimento
mediante la conversion de alternar la energia del campo eléctrico a energia térmica
(Coronel et al., 2008 y Guo et al, 2011). La Radio-frecuencia o calentamiento por
microondas ha demostrado ser eficaz contra una amplia gama de microorganismos
(Giuliani et al, 2010), y también proporciona un mejor color, sabor, textura y

nutrimentos (Coronel et al., 2003 y Gentry y Roberts, 2005).

1.2.2 Sensibilidad térmica de los materiales

Muchos productos, en especial los alimentos y otros materiales biolégicos, son
sensibles a la temperatura y se degradan cuando ésta sube o el calentamiento es muy
prolongado. Entre ellos estan los materiales farmacéuticos; productos alimenticios
como leche, jugo de naranja y extractos vegetales; y materiales quimicos organicos
delicados. La degradacidn de los componentes esta en funcion de la temperatura y del

tiempo (Geankoplis, 1998).

1.2.3 Almacenamiento en refrigeracion

El enfriamiento de materiales se basa en la eliminacién del calor sensible y calor
metabdlico, es decir, la temperatura suele reducirse mas o menos a un intervalo de
4.4 °C (40 °F); esto es, un poco por encima de la congelacion. Los materiales pueden
almacenarse mas o menos entre una semana hasta varios meses, dependiendo del
producto y de la atmdsfera prevaleciente. Cada material tiene una temperatura éptima

de almacenamiento en frio.
El calor se elimina por conveccién en la superficie del material y por conduccién de

estado no estacionario, en el propio material. Para eliminar este calor se utiliza el

fluido que rodea al alimento o material biolégico, que en muchos casos es aire
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enfriado previamente por refrigeracion de -1.1°C hasta +4.4°C, dependiendo del

material y de otras condiciones (Geankoplis, 1998).

1.3 Cambios fisicoquimicos

1.3.1 pHy acidez

El grado de acidez se reporta como acido anhidrido, y aunque se determina en funcién
del acido en mayor proporcién, no es concluyente debido a que puede contener otros
aditivos que impartan acidez al producto. El pH es un parametro que indica si una
sustancia es acida, neutra o basica; se calcula por la concentracién de iones de
hidrégeno, un factor que controla la regulacion de muchas reacciones quimicas,
bioquimicas y microbiolégicas. La escala de pH es de 0 a 14 y afecta a muchas

propiedades funcionales como son el color, sabor y textura de los alimentos.

Ambas pruebas se basan en la determinacién de iones hidrégenos, estos parametros
se encuentran intimamente ligados, teniendo una incidencia directa en Ila
conservacion de los alimentos. A medida que la fruta madura, el pH se incrementa y
contribuye tener una menor acidez. Mientras que, cuando se incrementa la
concentracion, la acidez aumenta debido al aumento de los iones presentes en la
solucion de hidrégeno; los iones de hidrogeno determinan el grado de acidez. Como la
concentracion de iones de hidrégeno reducen el valor de pH se espera que este

aumente (Nadya et al., 2012).
El intervalo general de pH para los jugos de frutas es 2 a 5 y puede variar entre 3y 4

respectivamente. El valor medio de pH para las verduras no acidas es ligeramente mas

de 6 (Ranganna, 1984)

11



1.3.2 °Brix

La norma oficial NMX-F-103-1982 para alimentos frutas y derivados dice que es el
porcentaje de solidos disueltos en un producto derivado de las frutas o de un liquido
azucarado. Este método se basa en la propiedad de los liquidos de refractar la luz en

proporcién a su contenido de so6lidos solubles totales.

1.3.3 Cinética de degradacion de compuestos termolabiles

La tecnologia de procesamiento afecta significativamente la calidad y la vida util de un
producto. Tradicionalmente, las técnicas térmicas se aplican en la elaboracién de
alimentos y conservaciones (Jabbar et al., 2014). Estos tratamientos no sélo inactivan
enzimas y microorganismos que garanticen la seguridad alimentaria y la mejora de la
vida util del producto, sino también disminuyen el deterioro y/o agotamiento de los
nutrimentos de los alimentos, especialmente los antioxidantes (Abid et al., 2014 y
Rawson et al., 2011). Por lo tanto, son de gran utilidad para preservar estos
compuestos fitoquimicos y satisfacer la demanda de los consumidores de alimentos

nutritivos minimamente procesados.

La decoloracion debido al oscurecimiento enzimatico es un problema importante en
los jugos de frutas y vegetales (Abid, et al., 2014). Las enzimas comunmente
involucradas en reacciones de oscurecimiento en jugos de frutas son, polifenoloxidasa
(PPO) y peroxidasa (POD). El sabor y el color marrén indeseable en el producto es el
resultado de la oxidacion de compuestos fendlicos por PPO y / o POD (Chen et al,,
2000, Sapers, 1993 y Tomas-Barberan y Espin, 2001). Para garantizar la calidad del
producto final, estas enzimas necesitan ser inactivadas durante el procesamiento y

almacenamiento de jugos de frutas.

El color es uno de los atributos sensoriales mas importantes en los alimentos. Debido
a ello, esta propiedad visual es la primera evaluada por los consumidores. En los

productos de fresa, su color rojo brillante atractivo, es debido principalmente a la
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presencia de compuestos fenoélicos, las antocianinas especificamente. Sin embargo,
estos compuestos son inestables y facilmente susceptibles a la degradacion durante el
almacenamiento, incluso en aquellos productos que han sido pasteurizados
previamente (Garzén y Wrolstad, 2002 y Holzwarth et al., 2012). Aparte de deterioro
microbiano, las pérdidas de color pueden ser producidas por la oxidacion enzimatica y
reacciones de oscurecimiento no enzimatico. Las oxidaciones enzimaticas son
catalizadas por oxidorreductasas, tales como la polifenoloxidasa (PPO) o peroxidasa
(POD), entre otros, que degradan compuestos fenélicos a amarillo indeseable, marron,
0 pigmentos negros, responsables de la decadencia de color. Por otra parte, las
antocianinas también estan involucradas en asociaciones complejas, incluyendo
reacciones con pigmentacidn, la auto-asociacién, y de polimerizacién que producen

pigmentos derivados y cambios de color durante el almacenamiento.

1.4 Factores de calidad

1.4.1 Color

El color es uno de los principales parametros que se tienen en cuenta durante la
evaluacion del producto por parte del consumidor, quien juzga la frescura y calidad
del producto y en funcién a este, toma su decision de compra (Lenart et al., 2014). Es
uno de los criterios de eleccién que actia como indicador cuantificador de la vida util
del producto (Brennan et al, 2000). Este atributo puede ser perdido o alterado
durante el procesamiento, dependiendo del contenido de agua y del desarrollo de
reacciones de oscurecimiento enzimatico, debido a procesos fisioldgicos que tiene
lugar durante la maduracidon y que se ve influenciado por las practicas de cosecha y

tratamientos posteriores.

En los Gltimos afios ha habido un aumento en el consumo de bebidas de frutas con alto
contenido de antioxidantes, tales como rojo, naranja, uva, zumos de bayas y de la
granada, debido a las propiedades saludables de los pigmentos naturales presentes en

estos frutos, tales como antocianinas (Koniczak y Zhang, 2004 ). Desafortunadamente,
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las antocianinas son inestables y susceptibles a la degradacién, conduciendo a un
color marrdn durante el procesamiento y almacenamiento. El deterioro color primario
en zumos de frutas que contienen antocianinas se produce como resultado de la
degradacién de antocianinas, la polimerizaciéon y la subsiguiente formacién de
pigmentos marrones (Somers y Evans, 1986). Estos cambios de color afectan en gran
medida el comportamiento del consumidor y el resultado en una pérdida de la

comercializacion de productos de granada procesados.

El tratamiento térmico es el método mas comun para extender la vida util de los jugos
de frutas mediante la inactivacién de microorganismos y enzimas. El tratamiento
térmico justo después de extraer el jugo inhibe las polifenoloxidasas (PPO) nativas,
Estas enzimas causan la formacién de color marrén mediante la oxidaciéon de los
polifenoles (Skrede, Wrolstad, y Durst, 2000). Sin embargo, los tratamientos térmicos
convencionales a menudo conducen a cambios perjudiciales en las propiedades
sensoriales y nutritivas de los jugos. Actualmente los procesos de pasteurizacion se
llevan a cabo en intercambiadores de calor considerando condiciones promedio de

tiempo-temperatura de 72 °C / 15 s. (Geankoplis, 1995).

1.4.2 Turbidez

La turbidez se mide en Unidades Nefelométricas de turbidez, o Nephelometric
Turbidity Unit (NTU). El instrumento usado para su medida es el nefelémetro o
turbidimetro, que mide la intensidad de la luz dispersada a 90 grados cuando un rayo
de luz pasa a través de una muestra de agua o de alguna disolucién. La turbidez
cuantifica el grado en que la luz viaja a través de una muestra que es dispersada por
las particulas en suspension. La turbidez depende esencialmente de las entidades de
tamafio de particula por tanto es otra forma de evaluar los cambios en la estabilidad

coloidal de las suspensiones (Collado-Fernandez y col., 2000; Narong y James, 2000)
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Los métodos de dispersién de luz, miden indirectamente las propiedades de una
solucion, dispersion o suspension en consecuencia proporciona la medida mas directa
de la concentracion de particulas polidispersas en dicha solucidén. Se utiliza
ampliamente en la industria de alimentos para monitorear la concentraciéon o el
cambio de algunos materiales importantes. La turbidez de las dispersiones depende
principalmente de la forma, tamafio, y la composicion mineral de las particulas.
También depende de su indice de refraccidon relativo y, en cierta medida, en el color de
la fase liquida. Sin embargo, el color de la fase liquida, la composicién mineral, y el
indice de refraccion relativo de sélidos en un jugo puede suponerse que es muy
similar para una misma especie de fruta. Por lo tanto, los valores de turbidez deben
ser utilizados para discriminar entre los jugos de la misma especie de fruta, pero con
diferente concentracion, forma, y tamafio de las particulas en suspension.
Intuitivamente, estos parametros parecen estar relacionadas con la concentraciéon
volumétrica de particulas sdlidas que son mas propensos a ser retenido por una

membrana de micro filtracion.

1.5 Antioxidantes

Los antioxidantes pueden prevenir la formacion o difusién de radicales libres. Los
antioxidantes nutracéuticos comunes incluyen los tetraterpenos (carotenoides y
xantofilas) en muchas frutas y variedad de alimentos vegetales. Los tetraterpenos,
especificamente actiian a través de su capacidad antioxidante que previene la

iniciacién de estos radicales.

1.5.1 Antocianinas

El término, antocianina, acufiado por Marquart en 1835, se deriva de las palabras
griegas “Anthos” flor y “kyanos” que significa azul, respectivamente, y se utiliza para
designar los pigmentos azules de flores (Marquart, 1835). Las antocianinas son un
grupo de compuestos fendlicos que se encuentran en frutas, verduras, muchas flores,

y granos, y en cierta medida en las hojas, tallos y raices de plantas. Estos son
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responsables de la coloracion rosa salmén, naranja, rojo, violeta, y colores azules. Se

han utilizado de forma segura como colorantes naturales en los alimentos procesados.

En los EE.UU,, los colorantes se preparan a partir de frutas o se afiaden en los jugos de
verduras utilizando sélo métodos fisicos para uso alimentario. Ademas del color, el
interés en ellos, también es debido su alto poder antioxidante, anti-mutagénico,
antimicrobiano, anti-obesidad, y para ciertas actividades antivirales. (Fossen y col,

1998).

1.5.2 B - Caroteno

El B-caroteno, en comparaciéon con todos los otros carotenoides, se cita a menudo
como el inhibidor mas potente de los radicales de oxigeno, aunque el debate cientifico
continla acerca de si los carotenoides, xantofilas, o la vitamina E, son los
antioxidantes mas eficaces para los seres humanos, aunque si se sabe que el -
caroteno es el carotenoide mas abundante en la dieta. Los carotenoides son altamente
conjugados de lipidos solubles fitonutrimentos, que son responsables de la naranja,
amarillo, rojo y colores en las frutas y hortalizas. Mas de 600 carotenoides diferentes
han sido descritos hasta ahora, de los cuales el 3-caroteno es el mas significativo. En
humanos, estos compuestos adquieren efectos preventivos contra las principales
enfermedades como carcinomas, arteriosclerosis, enfermedades cardiovasculares,
degeneracion macular y otros trastornos relacionados con la edad. El B-caroteno ha
sido un tema de extensa investigacion debido a su actividad de provitamina A y

propiedades antioxidantes.

También se ha establecido la importancia de la dieta de -caroteno como provitamina
A (precursores de la vitamina A como el alfa caroteno, beta caroteno y criptoxantina
beta) (Britton y Jachik de 2009, Qiu et al., 2009 y Sathya et al., 2014). El 3-caroteno es
un compuesto liposoluble que se encuentra naturalmente en muchas frutas, flores,
granos, aceites, vegetales, raices, hojas y semillas, y en la mayoria de los casos es

responsable de coloraciones rojas, naranjas y amarillas (Mellado, Hornero, 2016). El
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sistema de doble enlace conjugado de [-caroteno determina las propiedades
fotoquimicas y reactividad quimica que forman la base de la mayor parte de sus
funciones, la absorcion de la luz es la base de la deteccion y el analisis. La excitacion, la
transferencia de energia y enfriamiento estan relacionadas con las funciones de
proteccion en los ojos y la piel, que son esenciales para la vision y el crecimiento
(Haftel y col., 2015, Petrogianni y col., 2014 y Zaccari y col., 2015). La susceptibilidad
de la cadena de polieno rico en electrones a la degradacion por reactivos electroéfilos y
radicales libres oxidantes es una caracteristica fundamental de [B-caroteno como
antioxidante o prooxidante (Phan-Thi, Durand, Prost, Prost, y Wache, 2016). Actda
como antioxidante al eliminar los radicales peroxilo, lo que inhibe la peroxidacién
lipidica (Majumdar, Roy, Bejjanki, y Bhaskar, 2015), que ofrece proteccién contra
enfermedades como el cancer y enfermedades del corazén y hace mas lento el proceso
de envejecimiento (Akinosho y mimbre, 2015, Brabcova et al,, 2013, Rodriguez-Amaya

y Kimura, 2004 y Sricharoen et al., 2015).

1.5.3 o - Tocoferol

La vitamina E es un antioxidante soluble en lipidos se considera a menudo a alfa-
tocoferol (Ne Cheong et al,, 2008). El a-tocoferol es uno de muchos antioxidantes
naturales ampliamente utilizados en la administraciéon de suplementos de vitamina, la
alimentacién, cosmética y farmacéutica (Constantinides et al., 2006). La mayoria de
estos antioxidantes son casi insolubles en agua o muestran muy baja solubilidad en
agua. Esta escasa solubilidad en agua ha hecho que su uso genere una problematica en
la formulaciéon de alimentos (Tan y Nakajima, 2005); y en formas farmacéuticas

clasicas, lo que lleva a la insuficiente biodisponibilidad (Muller y Peters, 1998).

El a-tocoferol es la forma mas abundante y bioldgicamente activa de la vitamina E.
Como antioxidante lipofilico, puede contribuir a la prevencién de enfermedades
cronicas asociadas con el estrés oxidativo (Brigelius-Flohe y Traber, 1999). Sin
embargo, sus aplicaciones en los sistemas de alimentos son limitados, debido a su

sensibilidad al calor, oxigeno y luz y también debido a su naturaleza hidrofébica.
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Su hidrosolubilidad y estabilidad deben mejorarse, utilizando un sistema de
transportador efectivo como encapsulacion. Varias moléculas antioxidantes se han
utilizado en intentos de mejorar la estabilidad oxidativa de aceite y proteina en
emulsiones (Di Mattia et al., 2009, Jayasinghe et al., 2013 y Vijanen, 2005). Su eficacia
depende de factores, tales como la polaridad, la ubicacién, la movilidad y la formacion
de la formacién de micelas, asi como el tipo de emulsionantes en los sistemas (Shahidi

y Zhong, 2011).

1.5.4 Nutracéuticos

No hay una definicién oficial o internacional para alimentos funcionales o
nutracéuticos. Una definicién propuesta por el Instituto de Medicina de los Estados
Unidos es “cualquier modificacién en alimentos o ingredientes para estos mismos, que
puedan proporcionar un beneficio para la salud, mas alld de los nutrientes que
tradicionalmente contienen” los nutracéuticos también se definen como “compuestos
bioactivos derivados naturales que pueden encontrarse en los alimentos, suplementos
alimenticios, productos herbales y tienen efectos positivos para la salud, preventivos

o propiedades medicinales.

Los nutracéuticos se pueden definir como cualquier sustancia que es un alimento o
una parte de un alimento y proporciona beneficios médicos o de salud, incluyendo la
prevencion y el tratamiento de enfermedad. Los nanomateriales se pueden utilizar
como bioactivos en alimentos funcionales y nutracéuticos (Chau et al., 2007). La
reduccion del tamafio de las particulas de bioactivos puede mejorar la disponibilidad,
propiedades de suministro, y la solubilidad y la actividad biolégica. Estos se deben a
que la actividad bioldgica de una sustancia depende de su capacidad para ser

transferida través de las membranas intestinales a la sangre.

Acidos Omega-3-grasos tienen ciertos beneficios en especies de bacterias probidticas,

licopeno, vitamina D2 y 3-caroteno tienen demostrado potencial de éxito comercial en
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los estudios de investigacion (El Sohaimy 2012). El mantenimiento de la estabilidad
de los nutracéuticos en todo el proceso de produccion es una tarea desafiante. El
advenimiento de la nanotecnologia ayudara a superar este reto para el beneficio de la

industria (Cushen et al., 2012).

1.6 Nanotecnologia

El término "nano" se deriva de la palabra griega que significa enano (Sangamithra y
Thirupathi 2009). El concepto de nanotecnologia fue primeramente mencionada por
el premio nobel de Fisica Richard Feynman en 1959; Sin embargo, el término
"nanotecnologia” fue acufiado en 1974 por el fallecido Norio Taniguchi (Warad y
Dutta 2005). La nanociencia se define como el estudio de los fenémenos y la
manipulacién de materiales atémicos, moleculares, y escalas macromoleculares,
donde las propiedades difieren de los que estdn en una escala mayor (Mannino y

Scampicchio 2007).

La nanotecnologia se ha definido provisionalmente en relaciéon con los materiales,
sistemas, y los procesos que operan a una escala de 100 nanémetros (nm) o menos.
Los EE.UU en la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia. Ha definido la nanotecnologia
como "la comprensiéon y el control de la materia a las dimensiones de
aproximadamente 1 a 100 nm, en fendmenos singulares que permiten nuevas
aplicaciones; que abarca la ciencia a nanoescala, la ingenieria y la tecnologia, la
nanotecnologia implica proyeccion de imagen, de mediciéon, modelado y Ila
manipulacién de la materia a nano escala "(Chen et al. 2006a). En 2009, la European
Food Safety Authority (EFSA), defini6 a nanomaterial como "cualquier forma de un
material que tiene una o mas dimensiones en la nanoescala "y nanoparticulas como"
una entidad discreta que tiene las tres dimensiones en la nanoescala "(FAO / OMS

2010).

En la Industria Alimentaria. Los alimentos que han sido cultivados, producidos,

procesados o envasados utilizando técnicas de nanotecnologia o herramientas a los
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que fabrican los nanomateriales, es decir, cualquier material que se produce
intencionalmente en la nanoescala para tener especifica propiedades o composiciones
especificas, se han afiadido se denomina como nano-alimentos (Morris 2007). En
realidad, los nanoalimentos han sido parte de la elaboracién de alimentos desde hace
siglos, naturalmente existen muchas estructuras de alimentos a escala nanométrica

(Shekhon 2010).

1.6.1 Definicion de nanoparticulas poliméricas

Los polimeros biodegradables tales como poli lactico (PLA), poli lactico glicélico (PGA)
y poli-e-caprolactona (PCL) muestran una buena biodegradabilidad y
biocompatibilidad. Los materiales que se utilizan como material de la matriz de
nanoparticulas y microparticulas se pueden descomponer en especies no téxicas y de
bajo peso molecular con la liberacién controlada del ingrediente activo que después se
metaboliza o se absorbe por el organismo. Por tanto, en la aplicaciéon de
nanoparticulas y microparticulas biodegradables, ejemplo de ellos es la poli-¢-
caprolactona que es un polimero biodegradable ampliamente utilizado debido a su
buena biocompatibilidad y la permeabilidad del ingrediente activo (Pitt y col., 1980;
Jaffe y col.,, 1981)

1.6.2 Nanoencapsulacion

La Nanoencapsulacion en alimentos es la incorporacion de ingredientes en pequefias
vesiculas o paredes con nano (o submicrénico) tamanos de material (Surassmo et al.
2009). La nanoencapsulaciéon en forma de micelas, liposomas, o sistemas de soporte a
base de biopolimeros ha sido utilizada para desarrollar los sistemas de suministro de

aditivos y suplementos para su uso en alimentos y productos de bebidas.

La nanoencapsulacion es la extension de la microencapsulacién, que ha sido utilizado
por la industria de alimentos para los ingredientes alimentarios y aditivos por muchos

afios. Estos nanomateriales ofrecen varias ventajas, tales como la preservacion de los
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ingredientes y aditivos durante el procesamiento o almacenamiento, enmascarar
sabores desagradables y sabores, el control de la liberaciéon de los aditivos, mejor
dispersion de agua insoluble, ingredientes alimentarios y aditivos, y una mejor
absorcion de los nutrientes encapsulados y los suplementos (Chen et al 2006, Weiss et

al 2006; Momin et al 2013).

La proteccion de los compuestos bioactivos, tales como vitaminas, antioxidantes,
proteinas, y lipidos, asi como hidratos de carbono, se pueden conseguir utilizando esta
técnica para la produccién de alimentos funcionales con una mayor estabilidad y
funcionalidad, mejora absorcién y biodisponibilidad. Se ha abierto un amplio campo
de aplicacion en productos alimenticios que incorporan vitaminas de tamafio
nanomeétrico, nutracéuticos, antimicrobianos, antioxidantes, ingredientes funcionales,
etc. Después del envasado de los alimentos, la nanoencapsulacion es actualmente el
mayor campo de aplicacion de la nanotecnologia en la industria alimentaria, y el
numero de productos basados en la tecnologia disponibles en el mercado. La
nanoencapsulacion puede reducir la cantidad de ingredientes activos necesarios en la

formulacién y en los costos de produccién. (Huang et al. 2009).

1.6.3 Método de Emulsificacion-Difusion

La preparacién de nanocapsulas por el método de emulsificacién-difusion permite la
nanoemulsificacion de sustancias activas tanto lipoéfilicas hidréfilicas. El
procedimiento experimental realizado para conseguir esto requiere tres fases:
organica, acuosa y dilucion, es decir, el método consiste en dos fases empleando un
disolvente parcialmente soluble en agua en el que se disuelve el agente activo
generalmente oleoso y en la fase acuosa un surfactante. Especificamente, la fase
organica se hace primero y el aceite se disuelve en el disolvente organico
(previamente saturado con agua) y la fase acuosa (previamente saturado con
disolvente orgdnico que contiene el emulsionante (estabilizante) (Moinard-Checot y
col, 2008). El tamafio de las nanocapsulas preparadas por este método es

aproximadamente 150-200 nm (Quintanar-Guerrero y col., 2005).

21



Cuando el objetivo es la nanoencapsulacion de una sustancia activa lipdfilica, la fase
organica contiene el polimero, la sustancia activa, el aceite y un disolvente organico
parcialmente miscible en agua que debe estar saturado en agua. Este medio organico
actia como disolvente para los diferentes componentes de la fase organica. Si se
requiere, la fase organica también puede incluir una sustancia activa disolvente o
aceite disolvente. La fase acuosa comprende la dispersion acuosa de un agente
estabilizante que se prepara usando disolvente saturado con agua para asegurar el
equilibrio termodinamico inicial de ambos liquidos mientras que la fase de dilucion es

normalmente agua (Pinto-Reis y col,, 2006; Mora-Huertas y col., 2010)

La Figura 4 representa la estructura general que muestran las nanocapsulas cuando
son observadas en un microscopio electréonico de barrido, estas representan la
estructura de nanocapsulas y fueron reportadas por Zambrano-Zaragoza et al. (2011)
para la optimizaciéon de las condiciones de preparacién de nanocdpsulas de uso
alimenticio, en ésta, se observa la esfera que se encuentra compuesta por una pared
presumiblemente de poli-e-coprolactona, mostrando el lugar donde se encuentra

encapsulado el activo.

Figura 4. Morfologia de nanocapsulas (Zambrano-Zaragoza et al., 2011)
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1.6.4 Poly - € - caprolactona

Es uno de los poliésteres biodegradables hidréfobo (aunque el agua puede penetrar
en las cadenas del polimero), semicristalino aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) que han atraido especial atenciéon para ser utilizado en la
liberacion controlada de ingredientes activos debido a que no es toxico, es de bajo
costo en comparacion con otros poliésteres biodegradables, lento para degradarse en
medios acuosos, e inofensivos en el medio ambiente (Sahoo y col., 2010; Grillo y col,,

2012).

Catalizador
+ Calor

.
|

-O—{CHy}—Cv)

"/

€-caprolactona

Policaprolactona

Figura 5. Polimerizacion de apertura de anillo de €-caprolactona a Policaprolactona

(Elzein y col., 2004).

La degradacién de la poli-e-caprolactona no da lugar a un entorno acido y sus
productos de degradacion se pueden solubilizar por los fluidos (Elzein y col., 2004)
por lo tanto la poli-e-caprolactona tiene grandes perspectivas de aplicaciéon en la

elaboracion de nanocapsulas.
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1.6.5 Nanoemulsiones

Existe un considerable interés en la fortificacion de alimentos y bebidas con vitaminas
solubles en aceite con el fin de mejorar la salud y el bienestar humano (Velikov y
Pelan, 2008). La vitamina E se refiere a un grupo de compuestos bioactivos solubles
en aceite que incluye diversos tocoferoles y tocotrienoles (Zigoneanu, Astete, y
Sabliov, 2008). Nutricionalmente la forma mas importante de la vitamina E es el a-
tocoferol y por lo tanto ha habido un gran interés en la incorporaciéon de este
compuesto en productos alimenticios. Sin embargo, existen numerosos desafios
asociados con la incorporacién de a-tocoferol en productos de alimentos y bebidas
funcionales, debido a su escasa solubilidad en agua, la inestabilidad quimica (al
oxigeno, la luz y el calor) y biodisponibilidad oral variable. La estabilidad quimica
pobre de a-tocoferol puede ser superado en gran medida mediante el uso de la forma
esterificada, es decir, el acetato de a-tocoferol (Mayer et al., 2013 y Zigoneanu et al,,
2008). Muchos de los otros retos asociados con el uso de a-tocoferol se pueden
superar mediante la incorporaciéon en los sistemas de suministro coloidales que

pueden dispersarse en alimentos y bebidas de base acuosa.

Los sistemas de entrega basados en emulsiéon, tales como emulsiones vy
nanoemulsiones, son buenos candidatos para entregar compuestos bioactivos
solubles en lipidos, ya que se pueden producir usando ingredientes de alimentos
naturales utilizando métodos de produccidon simples, y pueden ser disefiados para
aumentar la dispersion del agua y la biodisponibilidad (Huang, Yu, y Ru, 2010). Para
aplicaciones en la industria alimentaria, los sistemas de entrega basados en emulsion
deben ser estabilizados por alguna forma de emulsionante de calidad alimentaria,
tales como proteinas, polisacaridos, fosfolipidos, o tensioactivos (Chu et al., 2007,
Kralova y Sjoblom, 2009, McClements, 2011 y Mirhosseini et al.,, 2008). Cada uno de
estos emulsionantes tiene sus propias ventajas y desventajas para aplicaciones
particulares, y por lo tanto es importante establecer el emulsionante mas apropiado

para productos especificos.
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Los biopolimeros en alimentos tienen diferentes capacidades emulsionantes debido a
diferencias en sus estructuras moleculares que afectan a sus caracteristicas de
adsorcion durante la homogeneizacidn, y su capacidad para estabilizar las gotitas de la
emulsion una vez formados. Por lo tanto, los principales factores que influyen en el
tamafio inicial de las gotitas de aceite en nanoemulsiones en agua producidos por
homogeneizacion a alta presion, es decir, composicion de la fase de aceite, el tipo de
emulsionante, y la concentracidon de emulsionante. Puesto que los alimentos pueden
estar expuestos a duras condiciones durante el procesamiento de alimentos,
almacenamiento, transporte y utilizacion que también examiné la influencia de
diversos cambios en su estabilidad, es decir, pH, fuerza idnica, y la temperatura.
Finalmente, se comparé la emulsién y propiedades estabilizantes de los dos
biopolimeros (goma arabe y de suero de proteina) a dos pequefias moléculas
surfactantes (lecitina y Q-Naturale) caracterizado previamente (Ozturk et al., 2014).
En esta investigacion, la fase de aceite consistia en una mezcla de acetato de vitamina
E y aceite de naranja, que seria adecuado para su utilizacién en la industria de
bebidas. Este aceite de sabor se utiliz6 para reducir la tensién interfacial y la
viscosidad, y de ese modo facilitar la formacion de la emulsion (Piorkowski y
McClements, 2014). Este estudio tiene implicaciones importantes para la utilizacion
de emulsionantes naturales en el desarrollo de sistemas de administracion de base de
emulsiéon de etiqueta amigable para las vitaminas solubles en aceite y otros
nutracéuticos lipofilicos. Las nanoemulsiones grado alimenticio son vehiculos
potenciales de compuestos lipofilicos 1abiles tales como [(-caroteno, pero se necesita

mucho trabajo para mejorar estabilidad fisica y quimica.

1.6.6 Caracterizacion de sistemas de talla submicronica

1.6.7 Tamaiio de particula e indice de polidispersion

El tamafio de particula de un sistema de talla submicrénica puede ser determinado

por diferentes métodos, siendo este un parametro importante ya que determinara en

gran medida las necesidades de preparaciéon en ambito de la investigaciéon y/o
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industrial de tal manera que el indice de polidispersién indica la distribucién de las
particulas en un medio continuo como el agua empleada en la industria de los
alimentos como fase continua. (Black et al. 1996), entre mas estrecha sea la
distribucién de particulas mejor posibilidad se tendra de garantizar que los sistemas

se comportaran en relacion a la talla de particula establecida.

De acuerdo con Mora-Huertas, (2010) tamafios de particulas de entre 10-500 nm
pueden ser considerados como sistemas de talla nanometrica y la distribucion de
tamafio de particula debe tener indices de polidispersion menores a 0.5 (Weiss et al,,

2008).

1.6.8 Potencial zeta

El potencial zeta ({) es una propiedad muy importante en relaciéon al criterio de
estabilidad de sistemas coloidales, es una propiedad fisica que se relaciona con el
grado de repulsion entre las particulas cargadas en una dispersion coloidal, el £ puede
tomar valores positivos o negativos dependiendo de la carga superficial de las
particulas (Zhang et al, 2008; Zambrano-Zaragoza et al, 2011). Ademads, una
reduccidn con aproximacion a cero de los sistemas nanoparticulados implican una
disminucién de la estabilidad fisica del sistema. Un potencial zeta = | * 60| es
indicativo de una excelente estabilidad. Sistemas con buena estabilidad se consideran
aquellos con potenciales zeta = | + 30| y aquellos con valores = | + 15|, son sistemas

inestables ya que tienden a mostrar coalescencia. (Freitas y Miiller, 1998).

1.7  Aplicaciones de la nanotecnologia en la industria de alimentos

Ha habido un interés creciente en el desarrollo y las aplicaciones de la nanotecnologia
en los sectores alimentario. En muchas investigaciones los esfuerzos han puesto de
manifiesto la posibilidad de que la nanotecnologia podria utilizarse potencialmente en
una amplia gama de aplicaciones de alimentos, incluyendo la elaboracion de
alimentos, la purificacién del agua, la mejora de los suplementos, la entrega de
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compuestos bioactivos, envasado de alimentos y almacenamiento, de seguridad
alimentaria, desodorizacién, y el aumento de la variedad de texturas de alimentos,
colores y sabores (Chau et al., 2007; Cushen et al.,, 2012;. Sanguansri y Agustin 2006;
Sekhon 2010; FAO / OMS 2010). Muchas aplicaciones en los sectores de alimentos se
refieren a la manipulacion de nanoestructuras naturales de algunas sustancias de

origen natural (por ejemplo, proteinas, almidones, lipidos y azucares).

La investigaciéon de la nanotecnologia alimentaria podria implicar cambios en las
nanoestructuras en las escalas nano y micrométricos durante el procesamiento de
alimentos, la recristalizacién de moléculas de amilosa gelatinizados en estructuras a
nanoescala, una mayor eficiencia en particulas de almidén como un adhesivo, y el

estudio de la nanoestructura de las gotitas de leche homogeneizada (Sekhon 2010).
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CAPITULO II. METODOLOGIA DE INVESTIGACION EXPERIMENTAL

2.1 Problema

Efecto protector de nanocapsulas de a-tocoferol sobre la degradacion de [3-caroteno

de tamafio submicrdnico en una bebida de fresa refrigerada.

2.2  Objetivo general

Establecer el efecto protector de nanocapsulas de a-tocoferol sobre la cinética de
degradacién de B-caroteno nanoencapsulado mediante la evoluciéon en los cambios
fisicos y fisicoquimicos en una bebida de fresa almacenada en refrigeraciéon que

contribuyan a mantener su calidad.

2.2.1 Objetivos particulares

1) Analizar la cinética de degradacién de [-caroteno de tamafo submicrénico
mediante pruebas espectrofotométricas y colorimétricas en funcién de la
concentracion de inicial, estableciendo el efecto protector de las nanocapsulas de

a-tocoferol durante el almacenamiento de jugo de fresa.

2) Evaluar el efecto de la incorporacion de nanocapsulas de a-tocoferol y 3-caroteno
en jugo de fresa determinando los cambios en turbidez y color asociandolos a la

estabilidad de la formulacion durante 4 semanas de almacenamiento refrigerado.
3) Determinar los cambios fisicoquimicos y de degradacién de antocianinas como

indicadores de cambios de calidad en jugo de fresa durante el almacenamiento

refrigerado.
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2.3 Materiales y métodos

A continuacién, se mostraran los materiales y la metodologia utilizada durante la
realizacion del estudio propuesto en relacion a los factores experimentales y variables
de respuesta consideradas con la finalidad de evaluar el efecto del a-tocoferol en la

conservacion de jugo de fresa y la degradacion de 3-caroteno.

2.3.1 Preparacion de nanoemulsiones y nanocapsulas

Las nanoemulsiones fueron preparadas empleando para ello una fase continua que
contenia 2 % de alcohol polivinilico y una fase dispersa con 0.2 % de [-caroteno, con
el fin de reducir el tamafio de particula se llevé a cabo la homogenizaciéon con un
sistema rotor/stator (IKA Ultra Turrax T50, USA) con util de dispersiéon S 25 N-25 G,

IKA, se emplearon 3 ciclos de homogenizaciéon a 10 000 rpm de 5 min cada uno.

La elaboracion de las nanocapsulas de a-tocoferol y/o (B-caroteno, se prepararon por
el método de Emulsiéon - Difusion (MED), propuesto por Quintanar- Guerrero y col,,
1998 y optimizado para activos alimenticios por Zambrano y col.,, 2011. Estos fueron
proporcionados por en el Laboratorio de procesos de transformacién y tecnologias
emergentes en alimentos de la unidad de investigacién multidisciplinaria. Estos

sistemas poseian las siguientes caracteristicas:

Cuadro 2. Parametros de estabilidad de los sistemas nanoestructurados

Sistema TP (nm) IPD (nm) ¢ (mV)
Nanocdapsulas (8 - caroteno) 241+ 11 0.23 +£0.07 -37+5
Nanocdapsulas (a - tocoferol) 198 + 7 0.19 + 0.04 -48 + 3
Nanoemulsién (8 - caroteno) 202 +9 0.29 £ 0.09 -52+2
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2.3.2 Material bioldgico

La fresa fue adquirida en la central de abastos de Ecatepec, México, se selecciond,
tomando en cuenta ciertos parametros, como lo indica la NOM-173-SCFI-2009, para
una fruta sana la cual debe estar libre de enfermedades, heridas, pudriciones, dafios

producidos por insectos u otras plagas, libre de insectos vivos o muertos o sus larvas.

2.3.3 Extraccion del jugo

Una vez seleccionada la materia prima, se lavé con agua y jabdén y finalmente se
desinfecto empleando una soluciéon de plata coloidal al 0.05% como desinfectante.
Para llevar a cobo la extraccién del jugo se empled un extractor marca (Hamilton
Beach). Una vez obtenido el jugo, se pas6 por un tamiz de acero inoxidable 100 um,
con el fin de obtener una dispersiéon con tamafio de particula estandarizado. En la

Figura 5, se muestra la operacion realizada.

2.3.4 Formulacion de las bebidas

En el Cuadro 3, se muestra la composiciéon base de la bebida fresa empleada en este
estudio, ademas, con el fin de tener una referencia y evaluar el efecto de incorporar
nanosistemas se llevd a cabo la evaluacién de los cambios en la bebida preparada sin

la incorporacion de ningun otro componente adicional.

Por otro lado, la adicién de gomas también tiene influencia sobre la estabilidad de la
dispersion que conforma la bebida por lo que se evaluaron los cambios al
incorporarles sistemas nanoemulsionados o nanocaencapsulados. El Cuadro 4,
muestra la composicion de las bebidas de acuerdo con el disefio experimental
propuesto, y que considerd la incorporacion de 3-caroteno en forma de nanoemulsién
o nanocapsulas y goma xantana 6 arabiga, cabe mencionar que todos los experimentos

se realizaron por triplicado.
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Cuadro 3. Composicion base de las bebidas con jugo de fresa.

Ingredientes Concentracion
Jugo de fresa 30 %
Azucar 3.5%
Nanocapsulas de a-tocoferol 100 mg/mL
Acido citrico 0.015 %

Ademas, los ingredientes y/o aditivos del Cuadro 3 se utilizaron en general para todas
las dispersiones, segin la NOM-218-SSA1-2009 para bebidas a base de frutas y

bebidas saborizadas no alcohdlicas.

Cuadro 4. Porcentaje de aditivos e ingredientes que se utilizaron en las soluciones.

Nanoemulsién Nanocapsulas Goma Goma
Tratamiento B-caroteno [-caroteno Xantana Arabiga
(1%) (1%) (0.05%) (5%)

1 i i - -
2 v
3 v
4 v v
5 v v
6 v v v
7 v v
8 v v
9 v v v

2.3.5 Envasado y tratamiento térmico

Una vez llevada a cabo la preparacion de las bebidas, se llevo a cabo un tratamiento
térmico de pasteurizacion con el fin reducir la carga microbiana y algunas bacterias
1998). Las bebidas

importantes (Geankoplis, se calentaron a 80°C/5 min,
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posteriormente el choque térmico se realizé en agua con hielo por 15 segundos,
enseguida se sellaron los frascos y se mantuvieron en refrigeracion de 4°C durante 4
semanas, evaluando las propiedades fisicas y fisicoquimicas: color, pH, acidez,

turbidez, °Brix, antocianinas, 3-caroteno.

2.3.6 pH

Se determind el pH en las bebidas pasteurizadas empleando un potenciémetro Hanna-
213 (Microprocessor pH meter Portugal). Previamente se calibro el equipo con
soluciones reguladoras de pH: 7 y 4. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

2.3.7 °Brix

Se determinaron los sélidos solubles segtin la NMX-F-103-1982 para alimentos, frutas
y derivados, utilizando un refractometro de la marca Hanna HI 96801, USA,
calibrando el equipo con agua destilada para posteriormente tomar una pequefia

muestra de la solucién colocandose en el prisma realizando esto por triplicado.

2.3.8 Acidez titulable

Se determiné la acidez por medio de una titulacién acido-base con una solucién de
alcali estandarizada NaOH 0.1 N, expresando los resultados de la acidez titulable por
100 g 6 100 mL, como equivalente en masa de acido citrico (mg) Todas las mediciones

se realizaron por triplicado (AOAC, 2005).

2.3.9 Colorimetria

La evaluacion de color en las bebidas con 30 % de jugo de fresa se llevé a cabo
utilizando un Agrocolorimetro marca Pollinare Technology, Francia. Se registraron los

cambios en color RGB y se transformaron a coordenadas de L* a* y b* Par la
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determinacion, se tomé una muestra de 25 mL de solucién en un vaso de precipitado,
todas las pruebas se realizaron por triplicado. Con los datos obtenidos se determiné el
°Hue, Croma y diferencia total de color (AE), de acuerdo con las ecuaciones mostradas

a continuacién:
Croma = va?+b? Ec (1)

°HUE = arctang(b/a) Ec. (2)

AE = 3/(ag — ap)? + (bg — b2 + (Lo + L)? Ec. (3)

2.3.10 Turbidimetria

Se determindé la turbidez de las bebidas pasteurizadas utilizando un turbidimetro
Ratio RWGZ-200. El equipo se calibré, empleando estandares de 20 y 200 NTU para
después colocar la muestra en la cubeta de medicion, obteniendo de esta forma las

unidades nefelometricas. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.
2.3.11 Carotenoides

Los carotenoides totales se determinaron por el método de (Liao et al., 2007) con
algunas modificaciones. Una muestra de bebida (25 mL) fue tomada en un embudo de
separacion con 50 mL de n-hexano/acetona (1:1, v/v) manteniéndose durante 5 min.

Después de la separacion se extrajo la fase organica se extrajo.

La fase acuosa se extrajo mediante el uso de 15 mL de n-hexano / acetona (1:1, v/v)
hasta que se volvi6 incolora. Se determinaron los carotenoides totales a 450 nm
utilizando un espectrofotémetro (Genesys 10S, EUA) a 25 °C por triplicado. Una curva
patroén se realizé en intervalos de concentracion de 20 - 100 pg/mL. Los resultados se

expresaron como pg de [3-caroteno equivalentes/mL de jugo.
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2.3.12 Antocianinas

El contenido de antocianinas de la bebida de fresa fue determinado con un método de
diferencial de pH descrito por (Meyers, Watkins, Pritts y Liu 2003) con algunas
modificaciones usando dos soluciones reguladoras de pH: Cloruro de potasio (0.025
M) a pH 1 y acetato de sodio (0.4 M) a pH 4.5 ajustando con acido clorhidrico (3 N).
Brevemente, 5 mL de bebida de fresa fueron aforados a 10 mL con cada solucién
amortiguadora para posteriormente ser centrifugados. La absorbancia del
sobrenadante fue determinado utilizando un espectrofotémetro (Genesys 10S, EUA) a
510 nm y a 700 nm. El contenido de antocianinas fue expresado como pelargonidina 3

glucoésido por litro de acuerdo con la siguiente expresion:

[(As10—A700)pH 1 —(As10—A700)pH 4.5]XMW X DF X 1000
eXL

Antocianinas Totales = Ec. (4)
Donde MW es el peso molecular de la pelargonidina 3 glucésido (433 g/mol), DF es el
factor de dilucion, L es la longitud de la celda en cm y € es el coeficiente de extincion

de la pelargonidina3 glucésido (22400 L/mol cm).

2.3.13 Diseiio experimental

Para llevar a cabo la comparacién de los tratamientos respecto a los parametros
evaluados mediante analisis de varianza de una o dos vias y se realizaron pruebas de

comparacién de medias para la contratacion de resultados empleando una prueba de

Tukey.
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CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Parametros fisicoquimicos

Los cambios en aspecto fisico, acidez, sélidos solubles, antocianinas, turbidez y color,
son un reflejo asociado a la pérdida de calidad de una bebida incorporada con jugo de
frutas como es el caso de la preparada en este estudio, razén por la que a continuacién
se presenta un andlisis de los resultados obtenidos, haciendo énfasis en la
incorporacién de nanocapsulas en relacion al tipo de goma empleada para dar

estabilidad a la bebida.

3.1.1 Acidez titulable

La Figura 6 muestra el comportamiento en la acidez expresada como en funcién a los
meq de acido ascdrbico. Los resultados reportados corresponden a las muestras
control considerando la funcionalidad respecto a la estabilizacién con goma xantanta
0 goma arabiga. Las variaciones son mostradas para las 4 semanas de
almacenamiento, sefialando que la acidez inicial tiene un efecto significativo (o = 0.05)
en relacion a la incorporaciéon de goma CMC o xantana. De acuerdo con Yaman y
Bayoindirli, (2002), la acidez titulable es uno de los parametros mas importantes en el
almacenamiento de bebidas de frutas, sobre todo cuando se emplean aditivos como
goma arabiga o xantana y ademas resaltan que los cambios de acidez estan en funcion
de las condiciones de almacenamiento principalmente en relacién a la degradacién
y/o oxidacién de los acidos organicos. En el caso del sistema control analizado se

observo que la acidez permanece practicamente sin variacion.
La Figura 6 muestra los cambios en acidez titulable para las diferentes bebidas
preparadas con goma arabiga y xantana y comparadas con las bebidas control, como

se habia mencionado, las muestras con goma ardbiga y xantana no mostraron
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diferencia estadisticamente en la acidez titulable, ya que no existi6 diferencia
estadisticamente significativa con relacién al tiempo de almacenamiento aunque si
con respecto al tipo de goma empleada, siendo ligeramente mayor la acidez para las

muestras con goma xantana

Como se habia mencionado anteriormente, la acidez es un parametro de calidad
importante, se observa en el grafico que dicho porcentaje se mantiene practicamente
sin variaciones, a excepcién de las bebidas que no contenian gomas como
estabilizantes, las que inicialmente variaron desde 0.24 a 0.30 para estabilizarse a las
3 semanas de almacenamiento. De acuerdo con Gharibzahedi y col. (2013), las gomas
arabiga y xantana actiian como estabilizantes del sistema disminuyendo la velocidad a
la que las gotas se mueven dentro de una emulsién, lo que es similar a la bebida
preparada con jugo de fresa ya que este tiene sélidos en suspension que con la adiciéon
de goma disminuyen su velocidad de sediementacién, lo que contribuye a distribuir

homogéneamente las particulas de jugo de fresa y por ende a homogenizar la acidez.
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Figura 6. Cambios en el % de acidez titulable expresada como meq de acido ascérbico
en bebidas con jugo de fresa con o sin goma. GA= goma arabiga, GX = goma xantana,
Sin = sin gomas.
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La Figura 7 muestra los cambios de acidez en las diferentes bebidas preparadas e
incorporadas con el sistema de talla submicronica correspondiente, mostrando que la
mayor acidez inicial la presentaron las bebidas con goma arabiga y nanocapsulas,
siendo este comportamiento muy similar al de las muestras control una vez
transcurridas tres semanas de almacenamiento, sin embargo, la acidez disminuyo a
los mismos niveles que el resto de las muestras atribuido esto a la interaccion entre la
goma arabiga y la poli-g-caprolactona presentes en estas bebidas (Zambrano-Zaragoza
et al, 2013). Por otro lado cabe mencionar que las muestras con los demas sistemas
no mostraron diferencia estadisticamente significativa respecto a la acidez las
primeras semanas de almacenamiento con un valor promedio de 0.13 %. Las
muestras que mostraron mayor variabilidad en la acidez transcurridas tres semanas
fueron aquellas con la mezcla de goma ardbiga-xantana e incorporadas con [3-caroteno
en forma de nanoemulsién con una disminucién del 27.58 % durante el periodo de

almacenamiento.
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Figura 7. Cambios en el % de acidez titulable expresada como acido ascorbico en
bebidas con jugo de fresa incorporadas con sistemas de talla nanométrica. GA = Goma

arabiga, GX = goma xantana; GX-A = goma xantana-arabiga.
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3.1.2 pH

Los cambios en pH son indicativos de la degradacién de los acidos organicos y

actividad microbiana en bebidas de frutas sometidos a tratamiento térmico. En la

Figura 8 se muestra el comportamiento del pH de las bebidas control sin gomas

respecto a aquellas formulaciones con goma arabiga o xantana, observandose que la

adicion de estas gomas al sistemas contribuy6 a mantener el pH del jugo con menores

variaciones durante el almacenamiento refrigerado, resaltandose ademas, que el

producto con goma ardbiga mantuvo variaciones de 1.5 % durante el almacenamiento,

mientras que las muestras con mayor variacién fueron las que no contenian goma, con

variacion de 6.5 % durante el periodo de almacenamiento y que tendia a

incrementarse ligeramente sin que muestre diferencia significativa respecto a

aquellas con gomas al final del almacenamiento.
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Figura 8. Cambios de pH para bebidas control con y sin gomas empleadas como

estabilizantes del sistema, GA = Goma Arabiga, GX = goma xantana y SG = Sin goma.
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La Figura 9 muestra las variaciones en pH durante las cuatro semanas de
almacenamiento de una bebida incorporada con 30 % de jugo de fresa, en esta se
observa que aquellas muestras en las que se emple6 [-caroteno en nanoemulsion
mantuvieron practicamente sin variacion el pH durante 4 semanas, mientras que
aquellas que emplearon nanocapsulas tuvieron mayores variaciones, atribuidas a las
modificaciones estructurales de la poli-e-caprolactona empleada como polimero
pared en las nanocapsulas, aunque cabe resaltar que estas variaciones fueron
minimas ya que el pH fue de 3.1 a 3.4 y para aquellas con goma arabiga fue de 3.4 a

3.7.
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Figura 9. Comparacion del comportamiento de pH en bebidas con jugo de fresa
incorpordos con sistemas de talla nanometrica. GA= goma arabiga, GX = goma

xantana, GX-A = goma xantana-arabiga, Ncs = nanocdpsulas, NE = nanoemulsion.
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3.1.3 °Brix

En la Figura 10 se muestran las variaciones de solidos solubles en bebidas con 30 %
de jugo de fresa, durante las 4 semanas de almacenamiento a 4 °C, observandose que
en las muestras control los ° Brix se mantuvieron en un intervalo de entre 5.5 y 6.5.
Sin embargo, es importante resaltar que las dispersiones que contienen goma arabiga
mostraron que una vez alcanzado el equilibrio tuvieron una concentraciéon mayor de
casi un grado en comparacién con las otras. En un estudio reciente se report6é que los
sélidos solubles pueden incrementarse significativamente al utilizar goma arabiga,
logrando ademas la estabilidad de antocianinas por el mecanismo de co-pigmentacion,
lo que implica la reduccién de actividad de agua alrededor de las antocianinas y como
resultado el incremento de azicar de antocianinas y el aumento de los sélidos

solubles (Sadilova et al., 2009).
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Figura 10. Cambios en Sélidos solubles (°Brix) para muestras control. GA = goma

arabiga, GX = goma xantana, SG = sin goma, C = Control.
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Este mecanismo también puede aplicarse a goma arabiga soluble en agua que mejora
la conservacion del color de las dispersiones de antocianina después del
calentamiento. Es importante también resaltar que las muestras de bebida de fresa sin
gomas, mostraron una menor estabilidad, observandose que los resultados
presentaron mayor variabilidad una vez trascurrida una semana de almacenamiento,
siendo mayor la diferencia en °Brix a las 4 semanas de almacenamiento. En la figura
11, muestra el comportamiento de los °Brix en funcién a la formulacion de la bebida
con jugo de fresa, observandose que las dispersiones que contienen nanocipsulas y
goma arabiga tienden a incrementar su contenido de sélidos solubles de hasta un 33
% con respecto al dia cero, esto es atribuido al comportamiento de la goma arabiga

mencionado en el parrafo anterior.
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Figura 11. Cambios en °Brix en funcién a la composicién de goma y sistemas de talla
nanométrica en bebidas con 30% de jugo de fresa. GA = goma aradbiga, GX = goma

xantana, GX-A = goma xantana-arabiga, Ncs = nanocapsulas y NE = nanoemulsidn.
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Los soélidos solubles pueden incrementarse significativamente al utilizar goma
arabiga, logrando ademas la estabilidad de antocianinas por el mecanismo de co-
pigmentacion, lo que implica la reduccidén de actividad de agua alrededor de las
antocianinas y como resultado el incremento de azucar de antocianinas y el aumento
de los solidos solubles (Sadilova et al, 2009). Este mecanismo también puede
aplicarse a goma arabiga soluble en agua que mejora la conservacion del color de las
dispersiones de antocianina después del calentamiento, es importante resaltar
también que las muestras que se formularon con nanoemulsién tuvieron una
disminucién del 28 % en el comportamiento de los sélidos solubles, pudiéndose
atribuir a la menor estabilidad de los sistemas al almacenamiento, atribuido, a la
interaccion entre los estabilizantes empleados para la preparacién de Ila
nanoemulsiéon y su interaccién con los polisacaridos. Por otro lado, es importante
resaltar que las bebidas formuladas con mezcla goma xantana-ardbiga mostraron
mayor estabilidad en este pardmetro ya que las bebidas con nanocapsulas y
nanoemulsion de [3-caroteno, mostrando ser mas estables aquellas con nanocapsulas

en la formulacion ya que no presenté variaciones estadisticamente significativas.

3.2 Parametros fisicos

3.2.1 Turbidez

El grado de la turbidez y la estabilidad de las dispersiones son parametros
importantes que reflejan la calidad de los jugos de fresa. Dietrich, Gierschner,
Pecoroni, Zimmer, y Will (1996) la baja turbidez en los jugos de fresa, se debe
probablemente a la presencia de almidones propios del fruto. La estabilidad de las
particulas grandes en bebidas a base de frutas (> 10 micras) suspendidas en un fluido
se rige por las fuerzas hidrodinamicas (Genovese, Lozano, y Rao, 2007), y el
mecanismo de sedimentacién se explica principalmente por la Ley de Stokes. De
acuerdo con la Ley de Stokes, para particulas esféricas y rigidas, sin interacciones,
dispersado en un fluido newtoniano, la velocidad de sedimentacion de las particulas

es directamente proporcional a su didmetro al cuadrado, la aceleracién impuesta y la
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diferencia entre la densidad media de las particulas y la dispersién, siendo
inversamente proporcional a la viscosidad medio de dispersion Por otra parte las
muestras que contienen la mezcla de ambas gomas con nanocapulas y todas aquellas
que contienen nanoemulsién presentan una turbidez menor de 500 NTU, cabe
destacar que la turbidez en estas ultimas fue decreciendo con respecto al dia cero.

La Figura 12 muestra los cambios asociados en NTU asociados a la turbidez de los
sistemas dispersos que constituyeron la bebida con 30 % de jugo de fresa,
mostrandose que la turbidez permaneci6 sin variaciéon para las muestras con goma
arabiga, lo que implico que este sistema contribuye a estabilizar la bebida. Se observa
que la turbidez se encuentra baja, Dietrich et al., (1996) se ha encontrado, que el
almidon pasando de fruta a los jugos afecta negativamente a la turbidez. Durante el
almacenamiento, el almidén se hidroliza, lo que resulta en la reduccion de tamafio de

particulas 'y mejord la estabilidad de la turbidez en el jugo.
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Figura 12. Cambios de turbidez en funcidn al tiempo de almacenamiento para
bebidas con jugo de fresa, muestras control. GA = goma ardbiga, GX = goma xantana,

SG =sin goma y C = Control.
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Sin embargo en la Figura 13 se observa las variaciones en las dispersiones que
contienen nanocapsulas con goma arabiga o goma xantana, presentan una turbidez
elevada de 1500 NTU aproximadamente. Por otra parte las muestras que contienen la
mezcla de ambas gomas con nanocapulas y todas aquellas que contienen
nanoemulsion presentan una turbidez menor de 500 NTU, cabe destacar que la
turbidez en estas ultimas fue decreciendo con respecto al dia cero, de acuerdo a Tan
(1997) y Tse y Reineccius ( 1995) las emulsiones en bebidas tienen un alto grado de
etabilidad. Para este caso tambien la combinacion de las gomas y las nanocapsulas

presentaron dicha estabilidad.
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Figura 13. Cambios en turbidez para bebidas incorporadas con sistemas de talla

nanométrica, GA = goma arabiga, GX = goma xantana GX-A = goma xantana-arabiga
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3.2.2 Color

El color tiene una gran influencia en la aceptacion del consumidor de alimentos. Es un
parametro de gran importancia. Por lo tanto, las mediciones de color son de gran
interés tanto para los cientificos de alimentos y la industria alimentaria. Las
antocianinas son responsables del color rojo atractivo de jugo de granada, fresa, etc.,

asi como muchos otros zumos de frutas de color rojo (Li, Pan, Cui, y Duan, 2010).

En el espacio de color en tres dimensiones, el valor L * es una medida de la
luminosidad de un objeto y se cuantifica en una escala tal que un negro perfecto tiene
un valor L * de 100. El valor a * es una medida de la tonalidad roja (a * positivo) o
tonalidad verde (a * negativo). El valor b * es una medida de la tonalidad amarilla
(positivo b *) o coloracion azul (negativo b *). Los a b * * y coordenadas se aproximan
a cero para los colores neutros (blanco, grises) y aumento de la magnitud de los

colores mas saturados o intensos.

La ventaja del sistema CIE-Lab es que las diferencias de color pueden ser expresadas
en unidades que pueden estar relacionados con la percepcién visual. El calculo de la
variacién de color AE * entre dos posiciones de color de los valores obtenidos antes y

después de algliin tratamiento, en el tridimensional (3-D) L *a * b.

3.2.3 Luminosidad

La Figura 14 muestra las variaciones en luminosidad para las muestras control, entre
las que se incluye aquellas que fueron adicionadas uUnicamente con todos los
ingredientes a excepcion de las gomas arabiga y xantana, esto con el fin de destacar la

funcionalidad de las gomas seleccionadas en la estabilidad del sistema.
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Se aprecia que dicho parametro fue incrementando, con respecto al tiempo de
almacenamiento, esto debido a la separacién de fases de ingredientes y componentes

del jugo como las pectinas, los azucares
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Figura 14. Cambios en luminosidad asociados al empleo de gomas y aquellas
formulaciones sin la adicion de esta. GA = goma arabiga, GX = goma xantana, SG = sin

gomas y C = control.

La Figura 15 muestra las variaciones de luminosidad L* con respecto a las diferentes
formulaciones y al tiempo de almacenamiento. En el caso de los jugos adicionados con
nanocapsulas (GX y GA) se observa un aumento significativo (p<0.05) de L* debido a
la separacion de fases causada por la sedimentacién de compuestos pécticos, este
efecto se vio potencializado con respecto al tiempo de almacenamiento, por otra parte
las bebidas con la mezcla de GX-A y adicionadas con NC’s presentan un incremento de
la luminosidad hasta la semana 3, posteriormente L* disminuye, esto es debido a que a
partir de esta semana la compatibilidad de ambas gomas se modific6 de tal manera

que se podia apreciar la formacién de aglomerados en estas bebidas. Para el caso de
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las muestras adicionadas con NE, aquellas que contenian GA presentan un aumento de
la luminosidad aun mayor que el registrado para la bebida GA-NC'’s. Las muestras que
contenian GX-NE tuvieron un comportamiento constante de L* con respecto al tiempo
de almacenamiento, esto indica que la estabilidad de dicha bebida no presento
cambios significativos. Por ultimo, aquellas muestras que contenian ambas gomas
(GX-A) y NE presentaron una disminucion de dicho parametro, resultado similar al

observado para las bebidas GX-A-NC'’s.
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Figura 15. Cambios en luminosidad en muestras incorporadas con sistemas de talla
submicronica Ncs = nanocapsulas, NE = nanoemulsidn, GA = goma arabiga, GX = goma

xantana, GX-A = goma xantana-arabiga.

3.2.4 Cromaticidad

Durante el almacenamiento de jugos y bebidas, estos presentan modificaciones en su
aspecto fisico relacionados con los cambios de estabilidad, reacciones enzimaticas y

degradacién de algunos componentes organicos. La saturacion de color
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(cromaticidad) es un parametro importante a medir durante el almacenamiento de
jugos pues a través de este se puede inferir que se estan llevando a cabo reacciones
fisicoquimicas asi como una pérdida de estabilidad, mismas que ocurren durante el
tiempo de vida util de las bebidas y finalizan cuando el producto ya no cuenta con la

calidad para ser ingerido.

La Figura 16 muestra el comportamiento de cromaticidad para las muestras control
(GA, GX y SG), la bebida elaborada con GA presenta una disminucién del croma del
38% aproximadamente mientras que las muestras con GX presentan una disminucién
del 30% en promedio, cabe destacar que la disminuciéon de cromaticidad para estas
muestras se dio principalmente a partir de la tercera semana de almacenamiento. En
cuanto a la muestra control sin goma (SG) hubo una disminucién de cromaticidad del
37% aproximadamente, sin embargo, la disminucién de dicho parametro fue evidente

a partir de la segunda semana de almacenamiento.
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Figura 16. Cambios de cromaticidad en bebidas control. GX: goma xantana, GA: goma

arabiga, GX-A: goma xantana-arabiga y C: control.
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Se observa que las bebidas con sistemas de talla submicrénica presentan una mayor
cromaticidad que las muestras control en funcion al tiempo de almacenamiento, esto
es asociado a la liberaciéon de B-caroteno en el sistema el cual aporta tonalidades
naranja-amarillas, que al interactuar con la bebida proporcionan una tonalidad
(tonalidad roja-naranja) resulta en un incremento de la cromaticidad. El color es un
marcador esencial para la calidad de los alimentos, la investigacion cada vez mas se
lleva a cabo con el fin de mejorar la estabilidad de los colores naturales (GHI Douche
et al, 2013 y Jespersen et al., 2005).Los carotenoides son pigmentos responsables de
los colores amarillos, naranjas y rojos que se encuentran en muchas frutas y verduras,
asi mismo cuando este antioxidante y colorante es agregado artificialmente a un
alimento para brindar caracteristicas deseadas o funcionales. Muchas algas y hongos
se utilizan para producir las fuentes comerciales de carotenoides se obtienen de

Dunaliella salina, un micro-alga verde que se encuentra en los campos de sal.

De acuerdo a los resultados de las bebidas elaboradas con goma arabiga y
nanocapsulas, mostraron un aumento en los valores de cromaticidad hasta la semana
4, después de este tiempo la saturacion de color comienza a disminuir. Las bebidas
elaboradas con GX-Nc's y GX-A-Nc’'s presentan el mismo comportamiento, pero la
disminucién de cromaticidad se observa a partir de la semana 3. En cuanto a las
muestras que contenfan NE, aquellas elaboradas con GA presentan un
comportamiento constante y es a la semana 4 cuando la cromaticidad disminuye. Las
bebidas que contenian GX-NE y GX-A-NE presentan un aumento de la cromaticidad

hasta la semana 2, después de este tiempo la cromaticidad disminuye.

En la figura 17 se muestran las variaciones en el croma para las diferentes
formulaciones de bebidas por efecto de la incorporacion de sistemas de talla
submicroénico adicionados con B-caroteno y a-tocoferol. Garzén y Wrolstad, 2002 y
Holzwarth et al., 2012 reportan que en los productos de fresa, su color rojo brillante
atractivo es debido principalmente a la presencia de compuestos fendlicos,

antocianinas especificamente. Sin embargo, estos compuestos son inestables y
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facilmente susceptibles a la degradacién durante el almacenamiento, incluso en
aquellos productos que han sido pasteurizados previamente. Aparte del deterioro
microbiano, las pérdidas de color pueden ser producidos por la oxidacién enzimatica
y reacciones de oscurecimiento no enzimatico. Las oxidaciones enzimaticas son
catalizadas por oxidorreductasas, tales como la polifenoloxidasa (PPO) o peroxidasa
(POD), entre otros, que degradan compuestos fenolicos a amarillo indeseable, marron,
0 pigmentos negros, responsables de la decadencia del color. Por otra parte, las
antocianinas también estan involucradas en asociaciones complejas, incluyendo
reacciones de co-pigmentacion, la auto-asociacién, y de polimerizacién que producen

pigmentos derivados y cambios de color durante el almacenamiento.
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Figura 17. Cambios de cromaticidad asociados a la incorporacion de sistemas de talla
submicrénica. GA: goma arabiga, GX: goma xantana, GX-A: goma xantana-arabiga, Ncs:

nanocapsulas, NE:nanoemulsidn.

Cao et al, (2011), indica que el cambio cromatico en bebidas de fresa depende

fuertemente de alguna presion aplicada, aunque sea relativamente baja y al tiempo de
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almacenamiento, pH, concentracién de antocianinas, y la presencia de otros
compuestos fendlicos, flavonoides, iones metalicos, acido L-ascdrbico y enzimas, entre
otros, que pueden afectar los mecanismos de degradacion del pigmento. Todos estos
parametros son fuertemente dependientes de las caracteristicas de la materia prima y
las etapas de procesamiento que llevan a cabo para obtener el producto final y por lo

tanto, una considerable variacion en los parametros del color.

3.2.5 Cambio total de color

La diferencia total de color representa el cambio de color que experimentan las
bebidas durante el tiempo de almacenamiento con respecto a una referencia que en
este caso fue el color inicial de cada bebida. La diferencia total de color puede ser
medida a través de la escala siguiente: AE= 0-0.5 diferencia minima, AE= 0.5-1.5
diferencia pequefia, AE= 1.5-3.0 diferencia notable, AE= 3.0-6.0 diferencia apreciable,
AE= 6.0-12.0 diferencia importante y AE= >12 diferencia obvia (Goyeneche et al.
2014), esta escala puede ser relacionada con la calidad de la bebida, ya que al ser

mayor la AE, la calidad del producto disminuye.

La Figura 18 muestra la diferencia total de color para las muestras control. La bebida
elaborada con GA y GX tienen las mayores diferencias totales de color (>12), esto es
debido a que las gomas aportan su coloracién caracteristica y opacidad. La muestra
sin gomas present6 una AE menor a 12 lo cual indica una diferencia importante de

color.

La Figura 19, muestra la diferencia total de color para las muestras con nanocapsulas
y nanoemulsiéon. En cuanto aquellas bebidas elaboradas con Nc’s, las muestras que
contenian GA y GX presentan los mayores cambios de AE, los cuales son >12, esto
indica que existi6 una diferencia obvia del color con respecto a las 4 semanas de
almacenamiento. Las muestras elaboradas con GA-X presenta una diferencia total de
color < 6 respecto al dia 0 y semana 4 de almacenamiento, esto indica que hubo una

diferencia apreciable, esta ultima bebida presento la menor diferencia total de color.
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Las bebidas elaboradas con NE y GA presentan la mayor variacién en la diferencia
total de color con respecto a todas las formulaciones. Las bebidas elaboradas con GX-
NE y GX-A-NE no presentan cambios significativos en la diferencia total de color

después de la tercera semana de almacenamiento.
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Figura 18. AE, asociada a la formulacién y tiempo de almacenamiento para las
muestras control. GA =goma arabica, GX = goma xantana, SIN = sin goma, C = control.

Todos los resultados corresponden a tres repeticiones.

El color es uno de los atributos sensoriales mas importantes en los alimentos porque
esta propiedad visual es el primer parametro evaluado por los consumidores. En
productos a base de fresa, su color rojo brillante atractivo se debe principalmente a la
presencia de compuestos fendlicos, las antocianinas mas especificamente. Sin
embargo, estos compuestos son inestables y facilmente susceptibles a la degradacién
durante el almacenamiento, incluso en aquellos productos que han sido pasteurizados
previamente (Garzon encendido y Wrolstad de 2002); (Holzwarth et al., 2012b).

Aparte del deterioro microbiano, los cambios de color pueden ser producidos por la
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oxidacion enzimatica y no enzimatica reacciones de pardeamiento. Oxidaciones
enzimaticas son catalizadas por oxidorreductasas, tales como polifenol-oxidasa (PPO)
o peroxidasa (POD), entre otros, que degradan compuestos fendlicos para colores
indeseable como amarillos, marrones o pigmentos negros, responsables de la
descomposicion del color. Por otra parte, las antocianinas, también estan involucradas
en el complejo, incluyendo copigmentacion, libre asociacion, y la polimerizacion
reacciones que producen pigmentos de color y derivados deformaciones durante su

almacenamiento.
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Figura 19. AE para muestras incorporadas con sistemas de talla submicrénica. GA =
goma arabiga, GX = goma xantana, GX_A= goma xantana-arabiga, Ncs = nanocapsulas,
NE = nanoemulsion.

3.3 Antioxidantes

3.3.1 Degradacion de 3-caroteno durante el almacenamiento
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La Figura 20 muestra el (-caroteno residual en las bebidas con jugo de fresa,
mostrandose que después de llevado a cabo el tratamiento térmico, estas tuvieron una
concentracion de 50 y 40 pg/ mL, cabe aclarar que este comportamiento se debi6 a
que la pasteurizacion se llevo a cabo por inmersién en agua caliente por 5 minutos y
no como se reporto en el caso del empleo de un intercambiador de superficie raspada
donde se reportaron pérdidas menores al 30 % de (-caroteno (Gonzalez-Reza et al.,

2015).
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Figura 20. Caroteno residual cuantificado en bebida con 30 % de jugo de fresa. GA =
goma arabiga, GX = goma xantana, GX_A= goma xantana-arabiga, Ncs = nanocapsulas,

NE = nanoemulsién.

Las muestras que contienen NCS-GA/GX y NE-GA mostraron la menor perdida de

caroteno con respecto al tiempo, con una proporcién de entre 28 y 30 pg/mlL,
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mostrandose ademas que el 3-caroteno tuvo mayores pérdidas con aquellas muestras
que contenian NCS-GX y NE-GX, con una proporcion menor a los 5 pg/mlL, seguidas de
las muestras que contenian NCS-GA Y NE-GX/GA, con una proporcion final de entre 13
y 14 pg/mL, aproximadamente. Cabe destacar que aunque esta ultima, aunque al final
muestra un comportamiento practicamente constante la concentracion del (-
caroteno, (12 pg/mL) también se tiene una degradacion muy baja, mostrando una

mayor concentracidn las primeras descritas anteriormente.

La nanoencapsulaciéon proporciona un efecto protector adicional que impide la
degradacién de compuestos termoldbiles en un proceso térmico. Estos hallazgos
indican que el uso de la nanotecnologia puede mejorar la retencién de 3-caroteno en
los procesos térmicos, y que el uso potencial de nanoencapsulacién se puede aplicar
facilmente a otros agentes antioxidantes para otros procesos (por ejemplo, escaldado,
esterilizacion, UHT, etc. (Gonzalez-Reza y col. 2015). Como ya se habia mencionado
antes, las dispersiones fueron sometidas a pasteurizacion, se puede observar en la
Figura 20 la disminucion de la concentracion de [-caroteno es minima, segin
(Gonzales-Reza et al., 2015). Sugiere que a temperaturas de entre 80 y 93 °C el
biopolimero (poli-e-caprolactona) usado en la formaciéon de las Nc's, confieren
resistencia térmica para el (B-caroteno, que se correlaciona con la mostrada en la

cinética de degradacion.

En el cuadro 5 se muestran los resultados del ANOVA para la retencién de [3-caroteno
en la bebida adicionada con jugo de fresa al 30 %, mostrandose que tanto el tiempo de
almacenamiento como el tratamiento representado por la forma en que el 3-caroteno
se incorpordé a la bebida mostraron un efecto significativo en relacién al

comportamiento de retencién de caroteno.
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Cuadro 5. Analisis de Varianza para la retencién de Caroteno en bebida con 30% de

jugo de fresa.

Suma de
Grados de Suma de
Factor cudrados F-Value P-value
Libertad Cuadrados
medias
Semanas 1 8814.6 8814.6 893.45 0.000
Tratamiento 5 4728.9 945,78 95.86 0.000
Semanas*tratamiento 5 391.3 78.27 7.93 0.000
Error 78 769.5 9.87
Total 89 14704.3

R2-ajustada = 0.9288

En el Cuadro 6 se muestran las constantes cinéticas de orden cero para la degradacion
de [-caroteno durante el periodo de almacenamiento, mostrandose que con excepcién
de las muestras incorporadas con nanoemulsién-goma arabiga (NE-GA) que tuvo una
R2-ajustada < 0.85, los demas tratamientos se ajustaron a un modelo lineal que explica
el comportamiento cinético en relaciéon al comportamiento del [-caroteno. Cabe
destacar que la degradacion del B-caroteno de una concentracion inicial, disminuyo
drasticamente hasta llegar a valores menores del 50% de dicha concentracidn, esto lo
podemos atribuir al tratamiento térmico “pasteurizaciéon”. Es un proceso de
tratamiento térmico que inactiva las enzimas enddgenas naturales (pectil-
metilesterasa, peroxidasa, etc.) y microorganismos a través de calentamiento a
temperaturas inferiores a 100 ° C (Demirdoven y Baysal, 2015 ). Este tratamiento,
asociada con la acidez del jugo de citricos, inhibe el desarrollo de la flora patdgena
resistente al calor y permite el almacenamiento a temperatura ambiente en envasado

herméticamente sellado.
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Cuadro 6. Constantes cinéticas de orden cero para degradacion de 3-caroteno.

Tratamiento Ordenada K (sem 1) R2-adj
NCS-GA 46.10 -8.69 0.958
NCS-GX 32.46 -7.96 0.902

NCS-GX/GA 47.89 -6.043 0.975
NE-GA 43.66 -4.610 0.709
NE-GX 36.78 -8.43 0.974

NE-GX/GA 34.72 -6.243 0.927

Los tratamientos térmicos estan asociados con el agotamiento de la calidad debido a
la destruccién de vitaminas y dafos en los componentes de sabor. Los carotenoides,
por ejemplo, son sensibles a la luz, la temperatura y la exposiciéon a sustancias
quimicas (metales, oxigeno) durante el procesamiento (Amaya, 2001). A medida que
el calor puede alterar las propiedades nutritivas y organolépticas, las mejoras en las
tecnologias de proceso se buscan reducir al minimo la exposicién al calor jugo. Este
problema se satisface la demanda de los consumidores para mejorar el sabor y
productos menos procesados-(mas cerca de jugo fresco). Los jugos minimamente

procesados ahora tienen una cuota de mercado significativa (Johnson, 2000 ).

El B-caroteno es ahora ampliamente utilizado como un aditivo en la industria
alimentaria para mejorar el color de ciertos alimentos y bebidas. Los estudios
muestran que tiene alta actividad antioxidante, ademas de las funciones beneficiosas
para la salud, tales como la prevencién y / o proteccion contra el cancer,
enfermedades cardiovasculares y adenomas colorrectales (Qiu, Chen, y Li, 2009;
Ramoneda, Ponce Cevallos, Buera, y Elizalde, 2011; Yuan, Gao, Mao, y Zhao, 2008)
debido a su estructura altamente insaturada, carotenoides son propensos a la
degradacién por la temperatura durante el procesamiento y almacenamiento (Achir,
Randriana toandro, Bohuon, Laffargue, y Avallone, 2010). La demanda actual de

alimentos funcionales es y el aumento de los beneficios proporcionados por este tipo
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de ingredientes, incluido el aumento de las funciones fisiologicas, tener efectos
positivos impactos sobre la salud humana y las implicaciones comerciales.
Especificamente, nanoemulsiones y las particulas coloidales (por ejemplo,
nanocristales. nanoparticulas, etc.) utilizados como sistemas de micronutrientes y
ciertos productos nutracéuticos, estan teniendo efectos importantes en el desarrollo
de mejores productos y sistemas multifuncionales (Lesmes y McClements, 2009;

Onwulata, 2013).

3.3.2 Antocianinas residuales

La Figura 21 muestra el comportamiento de las antocianinas durante el periodo de
almacenamiento de la bebida con jugo de fresa, consideradas como muestras control a
las que no se les incorporé [-caronteno. Cabe destacar que, la goma arabiga es
ampliamente utilizada en los sistemas de alimentos y bebidas como emulsionante
(Bénech de 2008, Dluzewska et al., 2014 y Williams y Phillips, 2009), y por lo tanto es
un buen candidato para la investigacion sobre su potencial para inhibir la degradacién
de antocianinas en la presencia de acido ascorbico. En la Figura 21 se aprecia que, la
mayor variabilidad en la determinaciéon de antocianinas totales la presentaron las
muestras sin ninguin tratamiento, atribuido a que no existi6 un sistema de
estabilizacion como son las gomas lo que no permitié una distribucién homogénea de
los componentes lo cual tuvo influencia en las determinaciones de antocianinas ya que

se mostraron valores de hasta 600 Unidades.
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Figura 21. Cambios en el contenido de antocianinas totales para las muestras control

en bebidas con 30 % de jugo de fresa, sin [3-caroteno.

La Figura 22 por otra parte muestra el comportamiento de las antocianinas en

aquellas bebidas que contenian nanocapsulas o nanoemulsion con [-caroteno. Se

observa en el grafico las variaciones de las antocianinas, se hace referencia a una

concentracion inicial de entre 600 y 700 unidades de antocianinas, la disminucion de

estas a partir de la 2 semana de almacenamiento, enseguida se mantienen constantes

entre 150 y 200 unidades, esta disminucion la podemos atribuir al tratamiento

térmico (pasteurizacién), que se le dio a la bebida, a la exposicion a la luz y oxigeno,

para cuando se hacian las mediciones en las muestras cada semana.
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Figura 22. Comportamiento de las antocianinas totales durante el almacenamiento de
bebidas con 30 % de jugo de fresa e incorporadas con sistemas de talla submicrénica

con [3-caroteno

Se ha demostrado el potencial de la utilizacion de biopolimeros como la goma arabe, la
poli-e-caprolactona y compuestos fenodlicos para mejorar la estabilidad de las
antocianinas mediante la formaciéon de complejos no covalentes (Brenes et al., 2005,
Buchweitz et al.,, 20134, Buchweitz et al.,, 2013b, Ferrari et al., 2013, Hernandez-
Herrero y Frutos, 2015 y Sari et al., 2012). Por ejemplo, se ha demostrado que las
antocianinas interactian con pectinas a través de enlaces de hidréogeno o
interacciones hidréfobas, lo que resulta en una mayor estabilidad de las antocianinas

(Buchweitz et al.,, 2013A y Fernandes et al., 2014).

La estabilidad de las antocianinas en alimentos esta influenciada por un gran namero
de factores, incluyendo las condiciones de procesamiento y almacenamiento
(Temperatura, oxigeno, luz), las propiedades fisicas y quimicas de los alimentos

(actividad enzimatica, el pH y el contenido de azucar etc.) (Jackman et al.,, 1987;
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Romero y Bakker, 2000; Kirca et al, 2007). La temperatura es el factor mas
importante que afecta la estabilidad de las antocianinas en el procesamiento y
almacenamiento de alimentos. Aunque la mayor parte de alimentos se puede
consumir en forma natural y sin ningin tipo de procesamiento, la demanda del
mercado mundial de estos exige una profunda transformacién, para extender la vida
util. El tratamiento térmico es el mas comun y método eficaz para la conservaciéon de
los alimentos, pero puede resultar significativas pérdida de calidad, en su mayoria
relacionados con la degradaciéon rdpida de compuestos fenodlicos y /o bioactivos

(Sadilova et al, 2007; Patras et al, 2010).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La adicién de goma xantana y/o ardbiga contribuyeron a mantener una turbidez
homogénea y estable durante el tiempo almacenamiento el producto, siendo las
muestras con nanocdpsulas las que mantuvieron mejor las caracteristicas; las
formulaciones con goma arabiga fueron las que presentaron menor variacién en la
acidez y pH en comparaciéon de las muestras control. La adicién de goma arabiga
afecto también los ° Brix los que una vez alcanzado el equilibrio aumentaron en un °

Bx sin que por ello se viera afectada su estabilidad al almacenamiento.

La nanoencapsulaciéon proporciono un efecto protector adicional a los compuestos
presentes (antocianinas y carotenoides) a estos compuestos que son propensos a la
degradacién y que son importantes en la composicién quimica del jugo, asi como en el
aspecto y la calidad misma del alimento, se concluy6 que las sistemas que contenian
nanocapsulas y la mezcla de gomas, ademas del sistema con nanoemulsién y goma
arabiga, fueron quien presentaron una menor perdida de (3-caroteno. Aunque ya se
mencionaron algunas causas de la degradacién de compuestos, podemos apreciar
cambios favorables que se le atribuyen a las nanocapsulas y/o a la nanoemulsion,
como son el aumento de la luminosidad, para las muestras que contenian

nanocapsulas y goma xantana-arabiga, y el aumento de la cromaticidad.

Se recomienda utilizar un tratamiento no térmico para reducir la carga microbiana en
la bebida a base de fresa y asi conservar las antocianinas y otros compuestos
termolabiles que representen un beneficio al consumidor como lo son los
nutracéuticos. Asi mismo, utilizar diferentes tipos de polisacaridos que favorezcan la
estabilidad coloidal del sistema y asi favorezca la luminosidad y turbidez de las

muestras.
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