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RESUMEN

El empleo de métodos alternativos al tratamiento térmico para la conservacidn de alimentos,
con el uso de las denominadas tecnologias emergentes, ha logrado mayor auge actualmente.
Las tecnologias en los alimentos buscan satisfacer las necesidades del consumidor para

obtener productos frescos, de alta calidad y de inocuidad adecuada.

El empleo de ultrasonido (US) en el procesamiento de Alimentos esta basado en la ventaja
que representa sobre los procesos tradicionales, al reducir tiempos de proceso y mejorar

atributos de calidad.

En el presente trabajo se evalu6 el efecto de la aplicacién de ultrasonido en un jugo de
zanahoria adicionado con nanocapsulas de aceite de limon. Las condiciones de operacién
aplicadas fueron control, se variaron a diferentes tiempos (1, 1.5 y 2 min) y potencia (30, 45
y 60 KW). Para determinar el efecto del tratamiento se midieron parametros fisicoquimicos
(pH vy solidos solubles) y fisicos (color y turbidez), como mediadas de calidad del jugo,
quimicas (&cido ascérbico, carotenoides totales, y polifenoles totales) en pérdidas de

compuestos bioactivos y actividad enzimatica (PPO, POD y PME).

Los resultados obtenidos, se analizaron y compararon con una muestra control donde el

tiempo de exposicion y la potencia empleada tuvo un efecto significativo (p<0.05) sobre os

parametros estudiados, donde los resultaron fueron positivos ya que en el caso de
parametros de calidad no hubo un cambio significativo. En el caso de los parametros sobre
compuestos bioactivos hubo un efecto significativo donde se vieron beneficiados al aumentar
su porcentaje de concentracion, por otro lado, en el caso de la actividad enzimatica también
hubo un efecto significativo al disminuir su porcentaje de concentracién sobre sus

parametros.




INTRODUCCION

Los alimentos que tienen propiedades de mejorar el estado de salud o prevenir
enfermedades se les conoce como alimentos funcionales, en los cuales estan presentes los
compuestos bioactivos como la fibra dietética, vitamina C, carotenos, betalainas, tocoferoles,
acidos grasos insaturados, esteroles, clorofilas, etc., que ademas de que pueden cumplir con
un papel nutrimental pueden tener efectos benéficos en la salud, al presentar efectos

antioxidantes, hipocolesterolémicos e hipoglucémicos (Kris-Etherton et al, 2002).

La zanahoria es un alimento adecuado desde el punto de vista nutricional, ya que es una
fuente importante de vitaminas y minerales. Su color naranja se debe a la presencia de
carotenoides, entre los cuales se encuentra el $-caroteno, pigmento natural que el organismo
trasforma a vitamina A (Hernandez, 2015). La zanahoria se procesa y comercializa en: crudo,
sopas, ensaladas, polvo, deshidratada, aceites y jugos. Las vitaminas A, C y E forman parte de
los nutrientes antioxidantes, por poseer la capacidad de proteger a las células del organismo

contra la accion oxidante de los radicales libres (Lopez, 2010).

Existen distintos métodos de conservacion de alimentos que pretenden incrementar la vida
util de los productos durante su almacenamiento, aplicando técnicas innovadoras que logren
inhibir alteraciones microbianas o enzimaticas que afectan la calidad del alimento. Para esto,
muchos productos son tratados térmicamente, lo cual muchas veces modifica las
caracteristicas, tanto sensoriales (textura, sabor y color), como nutricionales (vitaminas) y
reducen sustancias benéficas que conduce a la perdida de algunos nutrientes importantes

como acido ascorbico y carotenoides del alimento (Lopez et al, 2012).

El empleo de procesos o métodos no térmicos como nuevas tecnologias a los métodos
tradicionales para la conservacion y calidad de los alimentos presentan un alto impacto en la

industria alimentaria donde uno de ellos es el ultrasonido (Robles et al, 2015).

El ultrasonido es una de las tecnologias emergentes con mas investigacion y desarrollo,

utilizadas, principalmente para la disminucidn de la concentracion de microorganismos y la
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inhibicion de la actividad enzimatica, sin alterar las propiedades fisicas, quimicas y

nutricionales de los alimentos (Delgado, 2015).

El ultrasonido ha atraido un interés considerable en ciencia y la tecnologia de los alimentos,
dado que este provee efectos en la conservacién y en los procesos industriales. Puede ser

aplicado como una de las tecnologias avanzadas para desarrollar procesos pausados pero

definidos que involucran la calidad y seguridad de alimentos transformados y ofrece el

potencial para mejorar los procesos existentes, asi como para el desarrollo de opciones en el

campo de la tecnologia alimentaria (Porras et al, 2011).

Los sistemas nanoestructurados en alimentos ofrecen numerosos beneficios, incluyendo la
facil manipulacién, mayor estabilidad y protecciéon contra la oxidacién del alimento

(Neethirajan & Jayas, 2011).




CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Onda acustica

Los fendmenos ondulatorios se presentan en una gran cantidad de fendmenos naturales

como los terremotos, las olas del mar, las ondas del sonido, la propagacién de energia

mediante calor o la misma luz. Todos comparten en esencia una caracteristica, la

periodicidad, es decir, un patron que se repite una y otra vez que podemos medir en una

propiedad fisica del sistema. Ademas de esto, tenemos que esta propiedad fisica se propaga,

y con ello propaga energia, sin embargo, la materia del medio (en el caso de que use uno para

transportarse) solamente oscila en su posicién de equilibrio. A esta perturbaciéon que se

propaga es lo que se conoce como “onda” (French, 1971).

Las ondas se pueden clasificar de diferentes aspectos (Tabla 1):

Tabla 1. Tipo de ondas (French, 1971).

Segun la direccion de
vibracion de las particulas y
de propagacion de la onda.

Longitudinales: Son aquellas en que las particulas vibran en
la misma direccion en la que se propaga la onda.

Transversales: Son aquellas en las que las particulas vibran
perpendicularmente a la direccion en la que se propaga la
onda.

Segun la dimension de
propagacion de la onda.

Unidimensionales: Las que se propagan en una sola
dimension.

Bidimensionales: Las que se propagan en dos dimensiones.

Tridimensionales: Las que se propagan en tres
dimensiones.

Segun el medio que necesitan
para propagarse.

Mecanicas: Necesitan propagarse a través de la materia
(solido, liquido y gaseoso).

Electromagnéticas: No necesitan medio para propagarse, se
pueden propagar en el vacio.




1.1.1 Definicion

La onda acustica es una onda longitudinal y mecanica que se producen como consecuencia
de una compresion del medio alo largo de la direccién de propagacion, por lo que debe existir
un foco emisor que produzca las vibraciones y un medio material elastico que las propaga y

sea de soporte de la perturbacion.

Cuando una molécula es desplazada de su posicion de equilibrio dentro de un material, esta
ejerce una fuerza a las moléculas adyacentes y transmite este movimiento o energia a estas,

antes de regresar a su posicion estatica. Las diferencias de presiéon generadas por la

propagacién del movimiento de las moléculas del medio producen en el oido humano una

sensacion descrita como sonido (Dedios et al., 2005).

1.1.2 Parametros de onda

Las ondas acusticas se definen por medio de distintos parametros como la amplitud (A),
definida como el valor maximo que toma una magnitud oscilante en un semiperiodo; el
coeficiente de atenuacién (a), el cual da el valor de la disminuciéon de la amplitud de la onda
amedida que viaja a través del material, generando un esparcimiento que se da generalmente
en materiales heterogéneos; la longitud de onda (1), que es la distancia de dos particulas, que
estén en la misma fase; la frecuencia (f), es entonces el numero de ciclos que una molécula
genera su desplazamiento durante un segundo, esto es medido en ciclos por segundo o Hertz
Una onda soénica tipica, es una onda continua en las cuales las moléculas se estan desplazando
hacia adelante y hacia atras, de una manera repetitiva. Cada repeticion del desplazamiento

de moléculas es entonces un ciclo (McClements,1995).




Longitud de onda (3.)
_—

Amplitud (A)

Frecuencia ()
Ciclo/seg = Hertz (Hz)

Baja

Figura 1. Pardmetros de onda (French, 1971).

1.2 Ultrasonido

Cuando una cuerda de violin es vibrada por el arco, se genera una onda de presién que viaja
al oido humano y se percibe como musica. Todas las ondas acusticas son similares a esta; son

simplemente ondas de presion longitudinales que pasan por un medio.

El tipo de onda de sonido esta determinado por su frecuencia. El Infrasonido se refiere a
ondas de sonido de frecuencia por debajo de las detectables por el oido humano. Esta es la
zona utilizada por las ballenas y por los dispositivos de sonar submarinos (Barbosa-Canovas,

Feng & Weiss, 2011).

20 Hz 20 kHz 1 MHz

VERVARY/
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Figura 2. Intervalos de frecuencia de sonido (Gémez & L6pez, 2009).




Ultrasonido es el nombre que reciben las ondas de sonido con frecuencias mayores a aquellas
que pueden ser detectadas por el oido humano. El ultrasonido maneja ondas con frecuencias
mayores a las de 20 MHz, las cuales al ser aplicadas pueden llegar hasta 5MHz en gases o

hasta 500 MHz en liquidos y s6lidos (Delgado, 2015).
1.2.1 Clasificacion del ultrasonido

En todala industria, las aplicaciones de ingenieria de ultrasonido se dividen en dos categorias
distintas: baja intensidad (también llamada alta frecuencia o "no destructiva" ultrasonido) y

de alta intensidad (también llamado ultrasonido de baja frecuencia o "potencia") (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién del Ultrasonido (Delgado, 2015).

Alta Intensidad (18-100KHz) Baja Intensidad (>100 KHz)

Procesamiento o estabilizacién de Diagndstico, control de
calidad, fenémenos de

alimentos g
relajacion

Rompimiento celular
Cambios estructurales y e Ecograffasy

fisicoquimicos apllcaf:lopes
., terapéuticas
Homogenizacion de

emulsiones.

La absorcién de la energia acustica es especialmente importante en alimentos, debido al
contenido de aire y a la bien lograda estructura de algunos productos que poseen. Las
frecuencias altas son mas facilmente atenuadas que las bajas, de ahi que el Ultrasonido de

alta intensidad (UAI) es aplicado a bajas frecuencias (18-100 kHz) para obtener "niveles de

poder altos” mayor a 10 W/cm?2), por lo que se le conoce como ultrasonido de poder. Por otro

lado, el Ultrasonido de baja intensidad (UBI), utiliza frecuencias mayores (100 kHz a 1 MHz
0 superiores) para garantizar una adecuada resolucion, pero a "niveles de poder bajos’,

tipicamente menores a 1 W/cm? (Povey & Mason, 1998).




El poder representa la fuerza de un tratamiento o desde otra perspectiva, cuanto tratamiento
experimenta un medio. En ultrasonido, el tratamiento se realiza pasando una onda
ultrasonica a través del medio; por lo tanto, el poder del tratamiento esta determinado por la
potencia (o fuerza) de la onda ultrasénica. Los estudios demuestran que mas potencia
provoca mayores alteraciones en el material, al menos hasta cierto limite de potencia maxima

dependiendo de las propiedades del medio (Joyce et al.,, 2003).
1.2.2 Ultrasonido de Baja intensidad

Se aplica ultrasonido de baja intensidad (no destructivo, de alta frecuencia) para la deteccion
y caracterizacion de componentes de alimentos en la industria alimentaria. Es nombrado no
destructivo porque este proceso envia ondas ultrasénicas a través de un medio sin causar
ninglin cambio fisico, quimico o eléctrico permanente en el medio, porque la potencia

ultrasodnica es demasiado baja para alterar el material (McClements,1995).
1.2.3 Ultrasonido de Alta intensidad

El ultrasonido de alta intensidad (baja frecuencia, alta potencia) se usa para destruir la
estructura de las células o para mejorar o inhibir las actividades dentro de los alimentos,
caracterizado por intensidades de alta potencia (Mason et al, 1996). Estas intensas ondas
acusticas pueden causar altas presiones dentro de los alimentos liquidos, produciendo
corrientes de microburbujas que se mueven rapidamente y que provocan el colapso de las
burbujas en los liquidos violentamente. Este tipo de actividades de burbujas en liquidos,

respectivamente denominados cavitacion inercial y no inercial, son mecanismos que afectan

la propiedades fisicas y quimicas de los alimentos (Povey & Mason, 1998).

1.2.4 Efectos fisicos del ultrasonido

El ultrasonido simplemente representa una presion a medida que esta onda de presion pasa
a través del medio, regiones de alta y baja se crean presiones. El tamafio de estas variaciones
de presion, denominado amplitud generan cambios en la presién, que, si son lo
suficientemente grandes, entonces el liquido puede literalmente ser "desgarrado"” bajo la

influencia del ultrasonido. Microburbujas de gas y forma de vapor, que alivia los esfuerzos de




tension creados por la onda de presion donde la variacidn de presidn actstica requerida para

que esto ocurra es muy grande (Barbosa-Canovas et al, 2011).
1.2.5 Cavitaciéon

Cuando una onda acustica se propaga en medio liquido de forma longitudinal, se crean ciclos
de compresion y expansion alternados. Cuando la presién negativa en el liquido, creada por
el ciclo de expansién alternativo, es lo suficientemente menor para superar las fuerzas
intermoleculares (fuerza de tensién), se forman pequenas burbujas. Durante el subsecuente
ciclo de expansion-compresién, las burbujas de gas se expanden y contraen
simultdneamente. Esta formacién y la evoluciéon del tamafio de estas burbujas se conoce
como cavitacion. La fuerza de tension en liquidos puros es muy alta y dificil de superar, sin
embargo, la mayoria de los liquidos contienen burbujas de gas que pueden actuar como

nucleos (Gémez & Lopez, 2009).
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Figura 3. Mecanismo de accion de la cavitaciéon (Gomez & Lopez, 2009).

Para ciertos tamanos de burbuja y presiones acusticas, la fase de expansion de la burbuja se
extiende y es seguida por un colapso violento de nuevo a un tamafo de burbuja mas pequefio
a esto se conoce como “cavitacidn inercial”. Este modo de oscilacion de burbujas puede

persistir durante muchos cientos de ciclos, en cuyo caso se conoce como “cavitacion




transitoria estable o repetitiva’. Alternativamente, si la amplitud acustica es mayor, las
burbujas crecen y colapsan espectacularmente en muy pocos ciclos acusticos y la burbuja
colapsada se desintegra en una masa de burbujas mas pequefias (Leighton, 1994). Estas
burbujas hijas a menudo son pequefias y se colapsan rapidamente para que ocurra la
aniquilaciéon completa de la burbuja original esto se conoce como “cavitacién inestable o
transitoria” (Yasui, 2002). También se pueden formar burbujas méas grandes a través de la
fusion de burbujas mas pequenas estas burbujas fusionadas pueden eventualmente ser de un

tamafio en el que simplemente flotan lejos de la zona de sonicacion a través de la influencia

de la gravedad. Ademas, la burbuja oscilante generara fluctuaciones en velocidad y presiéon

en el fluido circundante, esto se conoce como "Cavitacién microstreaming" (Ashokkumar et

al, 2007).

La cavitacion es un evento cataclismico: se pueden generar presiones extremadamente altas
(70-100 MPa) que resultan en propagacion hacia afuera ondas de choque. Esta propagacion
causa turbulencias severas dentro de lo inmediato alrededores (Laborde et al, 1998). Estos
dramaticos eventos "micro"” pueden causar facilmente que las cadenas de polimeros ruptura

o las paredes celulares de plantas y animales a destruir (Price, 1990).

Los tratamientos ultrasonicos elevan la temperatura de la muestra, incluso si no hay calor
externo aplicado ademas del ultrasonido. Cuando el transductor o la bocina envia
ultrasonidos vibraciones en el medio, las oscilaciones de respuesta de las particulas del
medio generan calentar con el tiempo. Las fuerzas de radiaciéon acustica mueven los medios
liquidos en ondas, generando calor a partir de este movimiento Se genera mas calor cuando
las ondas ultrasonicas encuentran burbujas en los liquidos; como las burbujas se ponen en
esta actividad se convierte en calor mediante mecanismos de amortiguacion térmica y
viscosa. Ademads, cuando el ultrasonido de alta intensidad causa cavitacion inercial en
liquidos, se generan temperaturas muy altas (hasta 5,000 K) en areas pequeiias (llamadas
puntos calientes) en la muestra debido al colapso de las burbujas en el liquido (Povey &

Mason, 1998).




1.2.6 Efectos quimicos del ultrasonido

Los violentos eventos de colapso que ocurren durante la cavitacién transitoria y repetitiva
también pueden generar altas temperaturas, estos eventos violentos que ocurren

simultdneamente pueden causar una serie de cambios quimicos (Ashokkumar, 2007).

Los radicales primarios se forman como resultado directo de las altas temperaturas dentro
de una burbuja que se derrumba. Si hay vapor de agua, se pueden generar radicales primarios
H y OH y estos pueden recombinarse para formar productos moleculares como se muestra
en reacciones:

H20 = He + OHe

He + He = H:
OHe + OHe - H:20:
He + OHe - H20

Figura 4. Reacciones sonoquimicas (Gémez & Lépez, 2009).

En estas aplicaciones, puede ser importante minimizar las reacciones sonoquimicas ya sea

utilizando una frecuencia baja, donde la formacion de radicales libres es muy baja (20 kHz),

o mediante la adicién de un eliminador de radicales libres como el acido ascérbico (Barbosa-

Canovas etal, 2011).
1.2.7 Generalidades de un sistema ultrasonico

No importa en qué industria o aplicacién participe, los mismos componentes basicos del
sistema necesarios para generar y transmitir ondas ultrasénicas. El equipo ultrasénico
consiste en el generador de energia eléctrica, transductores y emisor, que envia fisicamente

las ondas ultrasdnicas en el medio (Povey & Mason, 1998).

El generador eléctrico es la fuente de energia para el sistema ultrasonico, que debe conducir
el transductor generalmente, un generador eléctrico produce corriente eléctrica con una

potencia nominal especificada. La mayoria de los generadores permiten la potencia se




establecera solo indirectamente a través de los ajustes de voltaje (V) y corriente (I) (Poveyy

Mason, 1998).

Todos los sistemas ultrasénicos incluyen un transductor como elemento central, cuya
funcion es para generar el ultrasonido real. El transductor convierte la energia eléctrica (o
energia mecanica, en el caso de liquido) en energia sonora mediante vibracién
mecanicamente a frecuencias ultrasénicas. Hay tres tipos principales de transductores:
impulsados por liquido, magnetostrictivo y piezoeléctrico (pzt). Los transductores de liquido
dependen en energia puramente mecdnica para producir ultrasonido, pero
magnetoestrictivo y los transductores piezoeléctricos convierten la energia eléctrica y

magnética en mecanica, energia ultrasonica (Barbosa-Canovas et al, 2011).

El proposito del emisor, también llamado reactor o celda ultrasénica por otros, es irradiar la
onda ultrasonica desde el transductor al medio. Los emisores también pueden cumplir la
funcién de amplificar las vibraciones ultrasonicas mientras irradian ellos. Las dos formas
principales de emisores son bafios y bocinas (es decir, sondas); cuernos a menudo requieren

la fijacion de una punta de bocina conocida como sonotrodo (Povey y Mason, 1998).

1.2.8 Equipos Ultrasoénicos

Los dos equipos mas comunes a nivel laboratorio usados para tratar medios liquidos para
desinfeccidn, son el bafio de limpieza de ultrasonido y las puntas ultrasonicas. El primer tipo
de equipo es econdmico y cominmente usado para la limpieza de recipientes que se
introducen en el bafio. Los sistemas mas poderosos de ultrasonido son los que utilizan puntas
sonicas, los cuales introducen la vibracion directamente en la muestra. Ambos equipos
fueron diseflados originalmente para aplicaciones especificas, de manera que los bafios
ultrasdnicos eran utilizados para la limpieza de material de vidrio, introduciéndolo en el bafio

y las puntas sénicas para el rompimiento celular (Gémez & Lépez, 2009).

1.2.9 Baiio ultrasonico

Se pueden calificar como equipos ultrasénicos simples y compactos; los transductores

colocados en la base de un recipiente de acero inoxidable y con el sistema de generacion y
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sus principales limitaciones como es la poca potencia que suministran al medio liquido donde
dentro del bafio se encuentra el recipiente que contiene el material a tratar. Su comparacion
con otros sistemas como la variacion del campo acustico dentro del bafio y su intensidad

ultrasénica se atenda (Barbosa-Canovas et al,, 2011).

Reaccion de mezcla Agua con detergente

en matraz

A ]
7‘\‘E

3

Recipiente de acero Transductores adheridos Calentador opcional
inoxidable a la basc

Figura 5. Bafio Ultrasénico (Gomez & Lopez, 2009).

1.2.10 Sonda Ultrasonica

En este tipo de equipos, se utiliza una sonda metdlica para aplicar al medio liquido la
vibracion generada en el transductor y la potencia aplicada dependera de la amplitud de
vibracion en la punta de la sonda que se controlara variando la potencia eléctrica
suministrada por el equipo generador/amplificador. Tanto el disefio como la forma de la
sonda tienen mucha importancia. Las sondas cilindricas se limitan a transmitir la energia
acustica al medio por tratar. Sin embargo, si alo largo de la sonda hay reduccién del didmetro,
entonces se produce una ganancia en la amplitud de vibraciéon. Muchos sistemas se disefian
para operar con sondas intercambiables de diferentes didmetros de superficie emisora

(Delgado, 2015).
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Figura 6. Sonda Ultrasénica (Povey y Mason, 1998).

1.3 Conservacion en los alimentos

El siglo XXI ha traido consigo importantes avances cientificos y tecnolégicos que han
impactado profundamente a la sociedad actual. El efecto marcado de la globalizacion, los

acelerados ritmos de trabajo, asi como el acceso ilimitado y casi instantaneo a la informacion,

ha provocado que los consumidores de alimentos se vuelvan mucho més exigentes en cuanto

a las caracteristicas de aceptabilidad de los productos que compran. Es asi como hoy en dia,
la decision de compra de un alimento procesado esta basada mas en la preservacién de las
caracteristicas propias del material fresco que en una vida de anaquel extremadamente larga

(Azuola & Vargas, 2007).

Por siglos, la aplicacion de tratamientos térmicos ha sido la tecnologia mas comtinmente
utilizada para la estabilizacion de alimentos debido a su alta capacidad de destruccion de

microorganismos e inactivacion de enzimas. Sin embargo, se sabe que el calor puede no




solamente perjudicar muchas de las propiedades organolépticas del alimento sino también,

reducir los contenidos y/o la biodisponibilidad de algunos nutrientes (Gonzalez, 2005).

Durante las tltimas décadas se ha generado un creciente interés en la busqueda y desarrollo
de nuevas tecnologias capaces de reducir la intensidad de los tratamientos térmicos
requeridos para la estabilizacién de sistemas alimentarios (Lépez et al, 2006). Esta busqueda
ha permitido que tratamientos fisicos como el ultrasonido, entre muchos otros (pulsos
eléctricos, irradiaciones, microondas, luz blanca), se conviertan en alternativas muy
promisorias para el procesamiento de alimentos por cuanto permiten realizar operaciones
de estabilizacion sin incrementar drasticamente la temperatura del sistema y por lo tanto

preservan mucho mejor las caracteristicas sensoriales del producto (Gonzalez, 2005).
1.4 Aplicacion de Ultrasonido en los alimentos

El ultrasonido es una de las tecnologias no invasivas, que con éxito encuentra uso en
numerosos procesos en tecnologia de alimentos. Representa una de las tecnologias que en
muy poco tiempo se encontraron rapidamente evolucién e implementacion en la tecnologia

de alimentos, su estudio ha sido para propoésitos como la inactivacion microbiana y

enzimatica, debido por su capacidad para destruir paredes y membranas biolégicas, se

considera una tecnologia promisoria tanto para la destruccién de microorganismos a
temperaturas de procesamiento inferiores y que durante afios ha sido objeto de también
investigacion en los procesos alimentarios en los que el ultrasonido encuentra su aplicacion
incluyen el secado, congelacion, homogeneizacion, esterilizacion, extraccion, blanqueo,
cristalizacion, emulsificacion, y filtracion. Siendo un tratamiento especifico estudiado en la
industria alimentaria mencionado que las aplicaciones se construyen para ajustarse a los
principios del ultrasonido y hoy en dia con éxito aplicado incluso a nivel de mayor capacidad.
Las implementaciones mencionadas prueban que el ultrasonido se implementa y
comercializa con éxito en la industria alimentaria para los productos alimenticios como
frutas y verduras (secas o en jugos), carne y productos lacteos (leche o queso,) entre otros

(Delgado, 2015; Chemat, Zill-e-Huma & Khan, 2011).




Tabla 3. Aplicaciones de ultrasonido en la industria alimentaria (Gémez & Lopez, 2009).

Efectos antimicrobianos Destruccion microbiana, limpieza de superficies

Incremento de la velocidad de congelacion,
Transferencia de calor descongelacién y cocido

Incremento de la velocidad de transferencia de masa
durante el secado (solido, liquido y secado
Transferencia de masa

osmotico), curado, separacion de membrana,
desecacion y filtraciéon por membrana

P Tenderizacion de la carne
Procesado de carnicos
Emulsificacion, encapsulacién y Homogenizacién y emulsificacion

homogenizacion

Incremento de la velocidad de fermentacién y
Fermentacién y maduracion afiejamiento (vino)

e s Control de la nucleacion y crecimiento de cristales
Cristalizacion

Cortado de productos frescos y congelados,
Corte incluyendo alimentos compuestos o multicapa

Despumado de bebidas carbonatadas, cerveza u
otros liquidos durante enlatado; despumado de
Degaseo y despumante fermentos microbioldgicos; remocién de gases
disueltos en liquidos

Mejoramiento de la extraccion de compuestos
Rompimiento celular y extraccion (enzimas, proteinas y aceites esenciales)
. s Inactivacion y mejoramiento de la actividad
Actividad enzimatica y ivacion y:mej ., ,
N . enzimatica; desnaturalizacion de proteinas
desnaturalizacién de proteinas
. N . oy Aplicacion en polimeros alimenticios
Polimerizacion y despolimerizacion




1.4.1 Ultrasonido en actividad enzimatica

Tipicamente, las enzimas pueden ser facilmente desnaturalizadas por ligeros cambios en las
condiciones ambientales, que incluyen temperatura, presion, cizallamiento, pH y fuerza
ionica. El ultrasonido puede causar la inactivacién de muchas enzimas la Inactivacién de
enzimas por ultrasonido se atribuye principalmente a los efectos mecanicos y quimicos de la
cavitacion. El colapso de las burbujas va acompafiado de un aumento local extremo de la
presiéon (1000 MPa) y temperatura (5000 K). Ademas, el ultrasonido hace estable las
burbujas cavitadas vibran, creando ondas de choque que causan un fuerte cizallamiento y
microstreaming en el liquido adyacente, en estas condiciones extremas, la sonicacién podria
causar la ruptura de los enlaces de hidrégeno y las interacciones de Van der Waals en las
cadenas de polipéptidos, que conducen a la modificacién de la estructura secundaria y
terciaria de la proteina. El aumento extremo en la presion y temperatura también conduce a
la generacion de la escision de la molécula de agua homolitica, intermedios de alta energia
como hidroxilo y radicales libres de hidrégeno. Los radicales libres formados pueden
reaccionar con algunos residuos de aminoacidos que participan en estabilidad enzimatica,
unién al sustrato o en la funcidn catalitica con el consiguiente cambio en la actividad biolégica

(Zhong et al., 2004).

El general la inactivacion de las enzimas monoméricas son formar agregados o para que la
molécula enzimatica se descomponga en fragmentos. Segun la literatura, las enzimas
poliméricas generalmente se fragmentan en formas monoméricas durante el proceso de

ultrasonido. La Inactivacion de enzimas por exposicion prolongada al ultrasonido a baja

temperatura se ha informado que se debe a la division de polipéptidos de bajo peso molecular

o aminoacidos individuales, o debido a los mecanismos oxidativos. La tension de
cizallamiento generada por ultrasonidos puede degradar polimeros de alta masa, las
tensiones de cizallamiento también promueven enzimas y proteinas a la desnaturalizacion

(Thakur y Nelson, 1997).




1.5 Zanahoria

La zanahoria es una hortaliza que pertenece a la familia de las plantas Apidceas, su nombre
cientifico es Daucus carota L que es la mas importante y de mayor y consumo de la familia, es
una planta de clima frio, pero cultivada también en regiones tropicales y subtropicales,

especialmente en grandes altitudes. Su cultivo data de tiempos antiguos, es una especie

originaria del centro asiatico, y de alli se extendi6 a Europa, la regiéon del Mediterraneo

(Arthey, 1992).

Existen 60 variedades de zanahorias, todas son de buena calidad, algunas son mas preferidas
que otras por surendimiento y buen aspecto (pequefia, mediana, ancha o alargada) esto varia
por las regiones donde se cosecha la zanahoria. Los tipos cultivados se dividen en dos
grupos: zanahorias orientales (o asiaticas), con raices de color principalmente purpura y
amarillo; yzanahorias occidentales, con raices de color principalmente anaranjado

(Zukauskas, 2016).

Figura 7. Variedad de zanahoria (Zukauskas, 2016).



https://conceptodefinicion.de/clima/

1.5.1 Composiciony uso

La zanahoria puede comerse cruda o cocida y posee multiples beneficios. El agua es el
componente mas abundante, seguido de los carbohidratos (nutrientes que aportan energia).
La zanahoria es una fuente importante de vitaminas y minerales (principalmente A, By C),

cabe sefialar que esta hortaliza presenta un elevado contenido en carotenoides, en particular

B-caroteno. Esta provitamina A, ademas de contribuir al tipico color naranja, protege de

problemas de la visién y mantiene en buen estado los tejidos del organismo, especialmente

la piel y los bronquios (Tirilly y Bourgeois, 2002).

Tabla 4. Composicién quimica de la zanahoria (Hernandez, 2015).

Valor energético (kcal)
Agua (g)
Carbohidratos (g)
Lipidos (g)
Proteina
Vitamina A (pg)
Vitamina B1 (mg)
Vitamina B2 (mg)
Vitamina B3 (mg)
Vitamina Bs (mg)
Vitamina Be (mg)

Vitamina C (mg)



https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B1
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B2
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B3
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B5
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B6
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_C

Su uso de la zanahoria puede ser procesada y comercializada

¢ Fruto fresco: se consume cruda entera o en rebanadas y sola o en ensaladas. Se cocina para
consumir sola, en ensaladas, sopas, postres y purés. Se preparan en jugos caseros sola o

mezclada.

¢ Fruto procesado: se puede deshidratar, congelar, hacer encurtidos, envasarla o enlatarla al
natural o en salmuera. Deshidratada, hace parte de alimentos precocidos como las sopas

instantaneas.

e Medicinal: del fruto se puede extraer vitamina A y carotenoides que actian como

provitamina A, antioxidantes y anticancerigenos, cicatrizante intestinal (FAO, 2011).

1.5.2 Produccion de zanahoria

Dentro de la produccién mundial de hortalizas, la zanahoria ha tomado un importante auge,

reflejando con ello el amplio gusto que tiene esta por los consumidores. Los principales
paises productores de zanahoria son: China, Estados Unidos, Rusia, Polonia y Japon, los
cuales en conjunto producen un poco mas del 50% del total mundial. China es el principal
productor con un 24% del total mundial, siendo el incremento de su demanda interna el
principal motor del alza en su produccién. En Estados Unidos también se percibe un alza en
la produccion, que es el 10.6% del total mundial, presentando ademas la mayor eficiencia en
esta. Rusia ocupa el tercer lugar como productor y al igual que en los paises anteriores su

produccion presenta un crecimiento sobresaliente (FAO, 2011).

La zanahoria en México se produce todo el aflo, pero en los meses mayo, agosto septiembre
y octubre se genera 46% de la produccidn nacional. Siete entidades federativas producen
67% de la produccién nacional, entre las que destacan: Sinaloa con 19%, Jalisco 10%,

Zacatecas 9% y Estado de México 8% como se muestra en la figura 7 (SAGARPA, 2015).
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Figura 8. Produccion de zanahoria en México (SAGARPA, 2015).

1.6 Compuestos bioactivos

Los alimentos de origen vegetal (frutas, hortalizas, cereales y alimentos derivados de ellos)
son productos de gran interés, ya que, ademas de aportar macronutrientes y micronutrientes
(hidratos de carbono, aminoacidos, minerales, 4cidos organicos, vitaminas y fibra), contienen
una serie de sustancias que, aunque no tienen una funcién nutricional clasicamente definida,
0 no se consideran esenciales para la salud humana, pueden tener un impacto significativo
en el curso de alguna enfermedad y ser indispensables a largo plazo para nuestra salud. Estas
sustancias bioactivas o metabolitos secundarios de origen vegetal se denominan también
fitoquimicos o fitonutrientes. Estos son importantes debido a propiedades, efectos bioldgicos
y a sus atributos y se encuentran en una enorme variedad de alimentos que los contienen

(Martinez-Navarrete, 2008).

En el reino vegetal, se pueden distinguir 4 grandes grupos de compuestos bioactivos, entre
los que se incluyen sustancias de diversas familias quimicas, como son las sustancias

nitrogenadas, las azufradas, las terpénicas y, las mas ampliamente estudiadas, las fendlicas.
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Los compuestos nitrogenados suelen ser bioldgicamente muy activos, y pueden dar
problemas de toxicidad aun en cantidades muy bajas. Las sustancias azufradas predominan
en algunas verduras de la familia de la col, cebollas, ajos, etc. Sin embargo, los presentes en
las frutas pertenecen en su mayoria a los ultimos 2 grupos: sustancias terpénicas y fenélicas.
Entre los terpenos se encuentran el d-limoneno, los carotenoides y los fitosteroles. Los
carotenoides agrupan a compuestos como el alfacaroteno y betacaroteno, la luteina, el

licopeno, la B-cryptoxanthina y la zeaxantina (Mufioz, 2010).

Fenolicos \,/S‘\\// \\/\\
Azufrados

N
H

Nitrogenados

Terpénicos

Figura 9. Grupos de compuestos bioactivos (Mufioz, 2010).

1.6.1 Carotenoides

Los carotenoides son un grupo numeroso de pigmentos muy difundidos en los reinos vegetal

y animal, producen colores que van desde el amarillo hasta el rojo intenso. Dentro de los

terpenos se clasifica a los carotenoides estos se encuentran situados en las membranas de los
cloroplastos y cromoplastos. Los carotenoides se absorben a través de la dieta y que son
importantes en los mamiferos, especialmente el betacaroteno que es precursor de la vitamina

A (Bartley & Scolnik,1995).

Todos los carotenoides pertenecen a la clase de los polienos, cadenas largas con dobles

ligaduras conjugadas, cuya presencia explica el color intenso de los carotenoides ya que los
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sistemas conjugados presentan una resonancia posicional, lo que produce una
deslocalizacion electronica y, por lo tanto, absorben energia que se traduce en emisiones

energéticas de determinadas longitudes de onda, lo que da como resultado el color.

SCH,

anillo g-ionona anillo a-ionona

CH,

R H
CHj, OH

B-caroteno y-caroteno criptoxantina

Figura 10. Diferencias quimicas de carotenoides (Badui, 2006).

Quimicamente, los carotenoides se dividen en dos grupos: los carotenos, que son
hidrocarburos, y las xantofilas, sus derivados oxigenados. Los carotenos son muy solubles en
éter de petroleo y poco en etanol; entre éstos destacan los a, b y g carotenos y el licopeno. Las
xantofilas pueden presentarse como acidos, aldehidos o alcoholes y son solubles en etanol,
metanol y éter de petréleo; ejemplo de estos compuestos son la fucoxantina, la luteina y la
violaxantina. En ambos casos, carotenos y xantofilas, la estructura consiste en ocho unidades
de isopreno unidas de tal forma que el arreglo de isoprenoides es reversible desde el centro
de la molécula. Dado que un isopreno es una estructura repetitiva, se produce un gran
numero de isdmeros geométricos de configuraciones cis y trans. La gran mayoria de los

carotenoides en la naturaleza son compuestos trans (Badui, 2006).




1.6.2 Acido ascérbico

El 4cido ascorbico, también conocido como vitamina C es un compuesto hidrosoluble que se
puede encontrar en frutas y vegetales. Es un antioxidante y captador de radicales libres,

esencial para mantener el buen funcionamiento del organismo (Lee & Kader, 2000).

La vitamina C es un derivado de los hidratos de carbono (su sintesis quimica parte de la D-
glucosa), tiene una estructura de cetona ciclica que corresponde a la forma endlica de la 3-
ceto-1-gulofuranolactona; contiene un enol entre los carbonos 2 y 3 que la hace un agente
acido y altamente reductor, por lo que se oxida muy facilmente. Se encuentra principalmente
en vegetales frescos, y los cereales, el consumo rutinario de frutas y verduras aporta la
vitamina C requerida diariamente, ya que, al ser hidrosoluble, el hombre no la almacena. A
diferencia de otras vitaminas, el humano no la sintetiza, mientras que algunos animales si la

producen, por lo que para ellos no es indispensable (Badui, 2006).
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Figura 11. Estructura quimica del acido ascorbico (Shyla & Nagendrappa, 2013).

Es una de las vitaminas mas inestables y es muy sensible a diversas formas de degradacion.
El acido ascérbico es sensible particularmente a las reacciones de oxidacién atmosférica, pH,
la luz, presencia de enzimas destruyéndose con gran facilidad durante el procesado de los
alimentos en presencia de oxigeno y tratados térmicamente. El 4cido ascdrbico es facilmente
oxidable y su retenciéon en jugos procesados se usa como indice de la efectividad del

tratamiento térmico. Cuando se encuentra en soluciones acuosas o en alimentos se puede




degradar facilmente y su estabilidad esta relacionada con las condiciones de almacenamiento

(Shyla & Nagendrappa, 2013).
1.6.3 Fenoles

Los compuestos fenolicos son sustancias con uno o mas anillos aromaticos y, al menos, un
sustituyente hidroxilo. Son el grupo mas extenso de sustancias no energéticas presentes en
los alimentos de origen vegetal, se encuentran principalmente en las plantas, incluyendo
frutas, verduras y cereales, asi como bebidas derivadas. Estos compuestos ademas de ser
esenciales para el crecimiento y la reproduccion constituyen un amplio grupo de sustancias

con diferentes estructuras quimicas y actividades metabolicas (Nazk y Shahidi, 2004).

Los polifenoles se clasifican por las clases y subclases que existen, quimicamente se definen
en funcién del namero de anillos fenolicos que poseen y de los elementos estructurales que
presentan estos anillos, originando una de las clases mas importantes de metabolitos

secundarios en plantas (Fennema, 2000).

De forma general los polifenoles se clasifican en dos grupos: los acidos fenélicos (Benzoico y

cindmicos) donde solo tienen un solo anillo, entre ellos se encuentran el acido galico, acido

parahidroxibenzoéico, acido protocatético, acido vanilico, acido siringico, acido ferrilico, acido

cumarico, acido sinapico y caféico considerados como antioxidantes primarios, pues al
contener hidrégenos fendlicos hacen que tengan caracteracido, lo que los hace que sean

aceptores de radicales libres (Posada et al., 2003).
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Figura 12. Estructura quimica del 4cido galico (Posada et al., 2003).




Por otra parte, los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es
“amarillo”, que tienen dos anillos fenélicos unidos por un anillo heterociclico, constituyen la
subclase de polifenoles mas abundante dentro del reino vegetal, son compuestos de bajo peso
entre ellos se encuentran los flavonoles, flavonas, flavanoles, flavanonas, isoflavonoides y

antocianinas (Badui, 2006).

O

Figura 13. Estructura quimica del flavonoide (Badui, 2006).

1.7 Actividad enzimatica

Una enzima es una proteina que actiia como catalizador bioldgico, llevando a cabo reacciones
bioquimicas a muy altas velocidades, no se consume durante la reacciéon y en general
presenta un elevado grado de especificidad. Todas las células, incluyendo microorganismos
y organismos superiores, producen enzimas. Su accidn esta estrechamente ligada con las
reacciones metabodlicas, y la mayoria de las transformaciones quimicas requeridas para
mantener activas a las células tardarian mucho tiempo en efectuarse o simplemente no
procederian si no estuvieran presentes las enzimas. Estas se clasifican y se diferencian por la
reaccion quimica que cataliza la enzima siendo seis grupos los cuales son: Oxidorreductasas,
Transferasas, Hidrolasas, Liasas, Isomerasas y Ligasas. Su estudio en el campo de los
alimentos es de primordial interés debido a que son responsables de algunos cambios

quimicos que sufren los alimentos, cambios que pueden resultar en beneficios (maduracion

de frutas) o perjuicios (oxidacién de acidos grasos y oscurecimiento enzimatico) (Badui,

2006).




La actividad enzimatica y la velocidad de las reacciones enzimaticas son dependientes de la
temperatura. A medida que disminuye la temperatura, la velocidad de la reacciéon también lo
hace, siendo nula Unicamente cuando se alcanza el cero absoluto. Las bajas temperaturas
reducen, pero nunca detienen la actividad enzimatica, por consiguiente, un producto puede
deteriorarse por via enzimatica incluso durante la congelacion por largos periodos, ya que la
actividad es sumamente lenta pero existente. Debido a la presencia de actividad enzimatica
ain a muy bajas temperaturas, es conveniente inactivar las enzimas antes de procesar y
almacenar los alimentos congelados. Al inactivarse las enzimas se evitan los trastornos

mencionados de origen enzimatico incluyendo aquellos que afectan la textura y el color, atin

en las etapas previas a la refrigeracion o congelacion (Barreiro y Sandoval, 2006).

Las enzimas son catalizadores proteicos y poseen la capacidad de inducir una reaccién
quimica determinada. Una unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de
enzima que cataliza la conversion de 1 pmol de sustrato en un minuto. La actividad especifica
es el namero de unidades de enzima por miligramo de proteina (U/mg proteina) o por

mililitro de disolucién (U/mL) (Wong et al, 2003).
1.7.1 Pectinmetilesterasa (PME)

La enzima pectinmetilesterasa (PME) puede ser identificada en muchas plantas y frutos como
por ejemplo la manzana, platano, cerezas, citricos (lima, naranja y mandarina), sandia,
mango, papaya, pera, zanahoria, coliflor, pepino, cebolla, papa y jitomate. La PME se puede
encontrar en varios tejidos y estan principalmente asociadas por interacciones idnicas con

las proteinas de la pared celular (Wong et al, 2003).

Se clasifica por hidrolizar los enlaces éster metilico, liberan metanol y producen pectinas de
bajo metoxilo e incluso acido poligalacturonico. La textura de las frutas y las verduras se debe
a la presencia de pectinas que forman parte de la pared celular, por lo que la accién de las
pectinasas altera las caracteristicas de estos alimentos, cuya accién conjunta en la
maduraciéon provoca que las pectinas se degraden y el fruto adquiera una textura mas

adecuada para el consumidor; por otra parte, una excesiva actividad enzimdtica causa




ablandamiento notorio, pérdida de textura, propicia las condiciones para un ataque

microbiano y aumenta la concentracion de acido galacturénico (Fennema, 2000).

Los jugos de tomate, naranja, limdn, toronja, deben su viscosidad y turbiedad a las pectinas
en suspension que se liberan de sus tejidos en el proceso de extraccién; la accion de las
pectinasas causa la hidrdlisis, la desesterificacién y la desestabilizaciéon de los coloides,
provocando su precipitacion y la consecuente pérdida de sus caracteristicas. El consumidor
no acepta estos jugos sin su correspondiente turbiedad; por lo tanto, durante su manufactura
es necesaria la inactivacion enzimdtica con tratamientos térmicos a medida que éste

disminuye se reduce la intensidad del calentamiento, aunque en general, para lograr esto

basta un minuto a 80-90 °C. Ademas del pH, la concentracién de sélidos (medida como grados

Brix) también influye ya que los sélidos tienen un efecto protector sobre la enzima (Marshall

et al, 1985).
1.7.2 Polifenoloxidasas (PFO)

La enzima polifenoloxidasa (PFO) que se encuentran en las plantas son las responsables de
las reacciones de pardeamiento enzimatico que ocurren durante el almacenamiento,
manipulaciéon y procesamiento de frutas y vegetales. Las polifenoloxidasas, también
conocidas como tirosinasas, fenoloxidasas, monofenoloxidasas o cresolasas, la enzima
cataliza la O-hidroxilacién de monofenoles (fenoles en los cuales el anillo bencénico contiene
un unico sustituyente hidroxilo) para convertirlos en O-difenoles (fenoles con dos
sustituyentes hidroxilo) posteriormente, catalizar la oxidacion de los O-difenoles para
formar O-quinonas. Las o-quinonas son muy reactivas y atacan a una gran variedad de
componentes celulares, las cuales se polimerizan dando lugar a pigmentos que presentan
color marrdn, rojo o negro. Estas reacciones modifican las caracteristicas organolépticas y

nutricionales del alimento, depreciando su calidad (Gasull & Becerra, 2006).

El mecanismo de reaccion de la PPO, se basa en la catalisis de dos etapas, oxidacién de un
monofenol a o-difenol y la subsiguiente oxidacién de éste a o-quinona, actividad cresolasa y
catecolasa respectivamente. Siguiendo un mecanismo ordenado, la enzima liga primero el

oxigeno y después el monofenol. Se produce un cambio de valencia de los iones de cobre de
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Cu+ a Cu++ formandose un complejo que tiene un enlace 0-O bien polarizado donde se
produce la hidroxilacidn a o-difenilo. La oxidacion del o-difenol a o-quinona finaliza el ciclo

(Cheftel, 1992).

En frutas y vegetales las magulladuras, el troceado y otros procedimientos mecanicos dafian
sus paredes lo cual permite que el oxigeno penetre, dando como resultado el oscurecimiento
o las reacciones de pardeamiento enzimatico. Este fendmeno es un problema de primera
magnitud en la industria agroalimentaria y se reconoce como una de las principales causas
de pérdidas de calidad y valor comercial de las frutas y vegetales cosechados, almacenados y

procesados ya que produce cambios importantes tanto en la apariencia como en las

propiedades organolépticas, ademas suele ir asociado al desprendimiento de olores y efectos

negativos sobre el valor nutricional (Carriel et al, 2014).

1.7.3 Peroxidasas (POD)

La enzima peroxidasa (POD) es una enzima que se puede encontrar en vegetales y frutos, al
inactivar esta enzima se puede aumentar la vida util durante el almacenamiento en frio.
También se encuentra presente en animales, plantas y microorganismos. En los vegetales, la
POD esta localizada en su forma soluble en el citoplasma de las células y de forma insoluble

en la pared celular de la misma (Morales-Blancas et al.,, 2002).

La peroxidasa (POD) es una enzima que pertenece al grupo de las oxidorreductasas. El
término peroxidasa se refiere a una enzima que cataliza la oxido-reduccion entre peréxido
de hidrégeno y una gran variedad de donadores de hidrégeno como fenoles, aminas
aromaticas y otros. Estas enzimas utilizan varios peroxidos (R-O-OH) como aceptores de

electrones para catalizar dicha reaccion de oxidacién (Fleischmann et al, 2004).

Las POD pertenecen al grupo de enzimas denominadas oxidorreductasas, las cuales catalizan
reacciones de 6xido - reduccién y utilizan el H202 como aceptor de electrones para catalizar
diferentes reacciones oxidativas. Las POD en las plantas son una respuesta de defensa al
estrés que éstas puedan sufrir. Estas enzimas reducen el peréxido de hidrégeno en presencia

de un electrén donador, el cual puede ser un compuesto fendlico o un ascorbato que actte
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como donador de protones. Si el donador de protones es un compuesto fenoélico se obtienen
quinonas, que reaccionan para obtener polimeros pardos, si el donador de protones es
ascorbato no se obtiene pardeamiento, por lo cual, dependiendo del donador de protones se

obtiene o no coloracién (Samaniego y col. 2014).

Estas enzimas también son responsables en ocasidn de la degradacion de vitaminas, como el
acido ascoérbico. Para evitar estos efectos, se puede desactivar con calor a las enzimas
enddgenas, o también se puede eliminar el oxigeno presente del alimento. La revisién de los
mecanismos de accion y propiedades de estas enzimas aportard elementos para poder evitar

la pérdida de calidad del alimento (Badui, 2006).

1.8 Nanotecnologia

La nanotecnologia se puede definir como la manipulacién de la materia a escala nanométrica,
lo cual resulta en el estudio y creacion de nuevos materiales y/o productos que cubren ciertas
necesidades de la industria alimentaria. Estos nanomateriales ofrecen diversas ventajas
como el desarrollo de nuevos y mejorados materiales de envase, sensores que permiten
conservar la calidad de los alimentos, asi como la conservacion de ingredientes y aditivos que

sean capaces de ocultar sabores y aromas desagradables (Huang, 2012).

Las nanoparticulas son particulas de tamafio coloidal que poseen diametros de entre 1y 1000
nm y las sustancias pueden estar encapsuladas, absorbidas o dispersas en ellas. Se ha

desarrollado una amplia variedad de nanoparticulas compuestas de una gama que incluye

lipidos, polimeros y materiales inorganicos, de acuerdo al material utilizado las

nanoparticulas varian en sus propiedades fisicoquimicas y por lo tanto en sus aplicaciones

(Letchford & Burt, 2007).

1.8.1 Aplicaciones en la ciencia de alimentos

Para una industria donde la competencia es intensa y la innovacidn es vital, la nanotecnologia

ha emergido como una ayuda potencial en la produccién de alimentos de calidad mejorada
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con propiedades funcionales, por lo que actualmente estan en curso extensos proyectos de
investigacion y desarrollo con el objetivo final de obtener ventajas competitivas y

participacion en el mercado (Rai y col. 2015).

La nanotecnologia alimentaria se encuentra atin en fase de ascenso debido a sus numerosas

y diversas aplicaciones, entre las que se encuentran:

e Nanocompuestos: en el area de envasado de alimentos, donde se tienen nuevos tipos
de materiales para envasar platos preparados con propiedades térmicas y
biodegradables mejoradas.

Nanosensores: que aseguran la calidad y seguridad alimentaria con el uso de
biosensores, asi como la deteccién y neutralizacién de microorganismos alterantes y
patdgenos, aditivos, firmacos, toxinas entre otros contaminantes.

Nanoparticulas y nanoesferas: que permiten una mejor encapsulacién que la

tradicional.

Formacion de nanoparticulas, nanoemulsiones y nanocapsulas que permiten mejorar el valor

nutricional de los productos, asi como su absorciéon en el cuerpo aumentando la

biodisponibilidad y dispersion de nutrientes de interés (Zambrano-Zaragozay col.,, 2011).

1.8.2 Encapsulacion de nutracéuticos

La encapsulacion es un proceso utilizado para la preservacidon o proteccion de diferentes
ingredientes comerciales, no solo alimenticios sino también farmacéuticos, quimicos y
cosméticos (Fuchs et al, 2006). El término nutracéutico proviene de “nutricion” y
“farmacéutico”. Se define la nutracéutica como un alimento o parte de un alimento que
proporciona beneficios médicos o para la salud, incluyendo la prevencion y/o el tratamiento
de enfermedades. Se pueden encapsular moléculas no polares como lipidos, saborizantes,
antimicrobianos, antioxidantes y vitaminas. Se han aplicado microemulsiones para la

encapsulaciéon de licopeno, luteina y acidos grasos omega-3 y existe una patente para la




encapsulacion de alfa-tocoferol con el fin de reducir la oxidacion de los lipidos en el aceite de

pescado (AROMICS, 2008).

Existe una gran variedad de técnicas, aunque algunos autores los clasifican de manera
general en métodos fisicos o mecanicos y quimicos. En los métodos mecanicos se encuentran
el secado por atomizacion, la liofilizaciéon, el secado en lecho fluidizado y la extrusion;
mientras que en los métodos quimicos aparecen la coacervacién compleja, polimerizacion
interfacial, gelificacion idnica, incompatibilidad polimérica, co-cristalizacién y atrapamiento

en liposomas (Pedroza-Islas, 2002; Madene et al,, 2006).

La industria alimentaria aplica la encapsulacion por varias razones: para estabilizar el agente
activo, para controlar la liberacion del material encapsulado (velocidad y forma de
liberacion) y para separar componentes reactivos o incompatibles. Las microcapsulas
permiten proteger componentes alimenticios sensibles, asegurarlos contra la pérdida
nutricional, utilizar ingredientes sensibles, incorporar un mecanismo inusual del tiempo de
liberacion dentro de la formulacién, enmascarar o preservar sabores y aromas y transformar

liquidos en ingredientes sélidos de facil manejo (Dsiezak, 1988).

Los procesos de encapsulacion se han desarrollado como respuesta a la viabilidad de aquellos
componentes activos presentes en muchos alimentos funcionales. Esta técnica consiste en la
proteccion de dichos materiales cubriéndolos con un agente acarreador o encapsulante
(Madene etal,, 2006). La efectividad de los productos nutracéuticos o funcionales, la cual esta
relacionada con la prevencion de enfermedades, depende del mantenimiento de la viabilidad
de los ingredientes activos. La calidad de los encapsulados, es decir, su eficiencia en la
proteccion y liberacion controlada depende de diversos factores, entre ellos, las condiciones
de operacion durante la produccion (temperatura, pH, presion y humedad) y el manejo de
estas particulas, asi como la composicion y estructura de los materiales utilizados (Fuchs et

al, 2006).

Actualmente existe una amplia variedad de materiales encapsulantes y agentes activos. Se

denominan agentes activos a aquellos compuestos e ingredientes que son protegidos
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mediante la encapsulacidén, entre los que se encuentran los nutracéuticos. De acuerdo con

Lakkis (2016) los componentes o agentes encapsulantes se clasifican en diversas categorias:

ceras y lipidos
proteinas
carbohidratos

polimeros de grado alimenticio

Los carbohidratos son utilizados ampliamente en la encapsulacién mediante el secado por
atomizacion como soportes encapsulantes. Son excelentes candidatos en aplicaciones de
encapsulacion debido a que poseen muchos atributos, tales como: presentar baja viscosidad
a altas concentraciones, formar parte integral de muchos sistemas alimenticios, tener un bajo
costo, estar disponibles en un amplio intervalo de tamafios, ademas de tener buena

solubilidad (Charalampopoulos et al, 2002).

Las maltodextrinas son un subgrupo importante de los carbohidratos, otros carbohidratos
importantes son las gomas las cuales, generalmente, son insipidas, pero pueden llegar a tener
un efecto en el sabor de los alimentos. Las proteinas tienen excelentes propiedades

funcionales, tales como solubilidad, viscosidad y emulsificacion. Tienen la propiedad de

formar peliculas debido a sus diversos grupos quimicos, sus propiedades anféteras, su

capacidad de asociacion e interaccion con diferentes tipos de sustancias (Madene et al,

2006).

Un agente acarreador especial son las ciclodextrinas las cuales son los Uinicos materiales que
protegen al componente activo con base en la selectividad molecular. Generalmente, una
molécula de agente activo es incluida en una molécula de ciclodextrina, aunque para algunas
moléculas con bajo peso molecular, mas de una molécula del agente activo es adaptada a la
cavidad de la ciclodextrina (Lakkis, 2016). Debido a la amplia gama de propiedades de los
distintos agentes acarreadores en muchas ocasiones se ha utilizado una combinacién de

estos para obtener un efecto sinérgico. Shu et al, (2006) utilizaron grenetina en combinacién




con sacarosa para encapsular licopeno y encontraron que los resultados fueron adecuados

para una relacion 3/7 (gelatina/sacarosa).

Existe una gran variedad de materiales utilizados en la industria alimentaria para las
diferentes técnicas de encapsulacion. Sin embargo, también existe la necesidad de encontrar
la mejor opcidén para lograr los resultados éptimos para cada caso en particular y con ello

mantener las funciones del agente activo y ademds obtener un encapsulado con alta

homogeneidad y por lo tanto de alta calidad. Los materiales frecuentemente utilizados para

encapsular son carbohidratos, lipidos, proteinas y algunos polimeros de grado alimenticio.
Asi también unos de los ingredientes cominmente encapsulados son vitaminas, enzimas,
aceites, microorganismos y algunos coadyuvantes del proceso. Entre las técnicas para
determinar dicha calidad se tiene como herramienta la microscopia, ademas de técnicas

especificas de acuerdo a cada agente activo (Guevara Breton & Jiménez Munguia, 2008).

1.8.3 Nanocapsulas

Las nanocapsulas son sistemas vesiculares en los que el compuesto bioactivo esta cubierto
por una cavidad rodeada de una membrana polimérica de 20-100 nm de didmetro con un
espacio vacio en el interior (Cheung, 2015; Rai y col. 2015). La encapsulacién en
nanoparticulas puede ofrecer una solucion potencial para incrementar la eficiencia y
estabilidad del compuesto activo, al mismo tiempo es protegido de la degradacion o
interaccidon con agentes externos y ayuda a mejorar la solubilidad y penetracién en los
tejidos. Ademas, es posible controlar la ruptura de la nanocapsula para liberar el compuesto
activo, por ejemplo, cambiando las condiciones externas como pH o temperatura (Rai y col.

2015).

Los métodos para la creacion de nanocapsulas se pueden clasificar como top-down y bottom-
up, aunque se pueden utilizar combinados. Los primeros utilizan energia mecanica para
reducir gotas o particulas a tamafio nanométrico. La homogenizacién y la molienda hiumeda
son algunos ejemplos. Los procesos bottom-up se basan en fenémenos fisicos como

precipitacion y separacion de fases (Huang, 2012).




Las capas ultradelgadas y la gran area superficial favorecen la penetraciéon de agentes
conocidos por iniciar la degradacion de nutrientes. Ya que muchos compuestos de interés

nutricional son sensibles al oxigeno, la capa exterior debe tener excelentes propiedades de

barrera frente al oxigeno. Esta cubierta ultradelgada ademas debe proporcionar proteccién

contra la entrada de componentes que catalizan la oxidacién o degradacion hidrolitica,

especialmente si las nanocapsulas son utilizadas en medio acuoso (Huang, 2012).

1.8.3.1 Métodos de preparacion de nanocapsulas

En general hay seis métodos clasicos para la formacién de nanocapsulas: nanoprecipitacion,
emulsificacidon-difusiéon, doble emulsién, emulsién-coacervacién, recubrimiento por
polimero y capa por capa. También se han utilizado otros como emulsién-evaporacion y
metodologias para la preparacion de liposomas de polimero (Mora-Huertas et al, 2010) y se

describen a continuacion:

Nanoprecipitacion: el método de precipitacién también se denomina desplazamiento del
disolvente o deposicion interfacial. De acuerdo con Fessi et al, (1998), la sintesis de
nanocapsulas necesita fases tanto de disolvente y no disolvente. La fase de disolvente o
una mezcla de disolventes, de un polimero, la sustancia activa, el aceite y un tensoactivo
lipofilico. Esta solucidn es invertida o inyectada en una solucién acuosa que puede o no
contener un estabilizante y se agita moderadamente, el disolvente se difunde
inmediatamente en el agua permitiendo la agregacion del polimero en forma de

nanocapsulas.

Emulsificacién-difusién: permite la nanoencapsulacién de sustancias activas tanto
lipofilicas e hidrofilicas. Este método se puede considerar como una modificacion del
proceso de “salting-out”, pero sin el uso de sales, lo que evita los subsecuentes pasos de
purificacion, asi como los problemas relacionados con la compatibilidad entre los
“activos” y los electrolitos empelados. La originalidad el método de emulsificacion-

difusion, consiste en el uso de disolventes parcialmente miscibles en agua, generalmente
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aceptados para uso farmacéutico y alimenticio. El procedimiento requiere de tres fases;
organica, acuosa y dilucién, 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, la fase acuosa contiene el emulsionante (Moinar-Chécot et al, 2008).

De acuerdo con Quintanar Guerrero et al. (1998) la preparacion de nanocapsulas por el
método de emulsificacion-difusiéon permite la nanoencapsulaciéon de sustancias activas. El
procedimiento experimental realizado para conseguir esto requiere de tres fases: organica,
acuosa y dilucién, 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 componente organico (previamente saturado con agua) y la fase acuosa
(previamente saturada con disolvente organico que contiene el estabilizante). El tamafio de
las nanocapsulas preparadas por este método es de aproximadamente 150-200 nm

(Quintanar-Guerrero et al.,, 2005).

Cuando el objetivo es la nanoencapsulacion de una sustancia activa lipofilica, la fase organica
contiene el polimero, la sustancia activa, el aceite y un disolvente organico parcialmente
miscible en agua que debe estar saturado. 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 un 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 termodindmico inicial de ambos liquidos mientras que la

fase de dilucion es normalmente agua (Pinto-Reis et al., 2006; Mora-Huertas et al, 2010).

Para la preparaciéon de nanocapsulas utilizando este método, la fase organica se emulsiona
con agitacion vigorosa en la fase acuosa que contiene el estabilizador (Pinto-Reis et al., 2006).
La posterior adicién de agua para el sitema que provoca la difusién del disolvente en la fase
externa, resultando la formacién de nanocapsulas. Esta puede ser eliminada por destilacion

o filtracion de flujo transversal, en funcion del punto de ebullicién del disolvente. Se ha
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mostrado que el tamafio de nanocapsulas esta relacionado con la velocidad de cizallamiento
utilizada en el proceso de emulsificacion, la composicion quimica de la fase organica, la
concentracion de polimero, la relaciéon de polimero-aceite, y el tamafio de la emulsion

primaria (Mora-Huertas et al., 2010).

Esta técnica presenta varias ventajas, tales como la eficacia de la encapsulacién
(generalmente mayores a 70%), sin necesidad de homogeneizacion, la reproducibilidad alta
de lote a lote, facilidad de ampliacién, la sencilles y la distribucién de tamafio estrecha. Las
desventajas son los altos volumenes de agua a ser eliminados de la suspension y la filtraciéon
de la sustancia activa soluble en agua en la fase externa acuosa saturada durante la
emulsificacion. Al igual que con algunas de las otras técnicas, este es eficiente en la

encapsulacion de ingredientes activos li6filos (Quintanar-Guerrero et al, 1998).

e Doble emulsificacion: es un sistema heterodispersién complejo llamado “emulsiones de
emulsiones”, que se pueden clasificar en dos tipos principales, emulsiéon agua-aceite-agua
y emulsiones aceite-agua-aceite (Garti, 1997; Grigoriev & Miller, 2009). El principio de la
formacidn de la doble emulsion, especificamente del tipo agua-aceite-agua se asocia con
los principios tanto de nanoprecipitacion y emulsificacion-difusion. En la emulsion
primaria agua-aceite el aceite se cambia por una fase organica que contiene un disolvente

que es total o parcialmente miscible en agua, el polimero y el tensoactivo forman una

pelicula. El agua contiene un agente estabilizante y se afiade al sistema para obtener la

emulsién organica, en este paso, el endurecimiento de las particulas se obtiene a través
de la difusién del disolvente y la precipitacion del polimero (Bilati et al., 2005; Khoee &
Yaghoobian, 2008).

Emulsificaciéon-coacervacion: Esta técnica implica la emulsificaciéon aceite-agua de una
fase organica por una fase acuosa por agitacion mecanica o ultrasonido y se lleva a cabo
mediante el uso de cualquier electrolito, como lo describe a detalle Lertsutthiwong et al,

(2008).




Recubrimiento por polimero: Esta técnica se logra mediante la adsorcién del polimero
sobre nanocdpsulas preformadas sin recubrimiento cuando este ultimo se incuba en

dispersidn del polimero bajo agitacion y ciertas condiciones de tiempo (Calvo et al,, 1997).

Capa por capa: Es un proceso desarrollado por Sukhorukov et al. (1998) para la
precipitacion de particulas coloidales que permite obtener particulas vesiculares,
llamadas capsulas de polielectrolitos en hipersaturadas concentraciones de

polielectrlitos a granel.

1.9 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son extractos de plantas volatiles, hidr6fobos, tipicamente fragantes,

que también pueden denominarse aceites volatiles o aceites vegetales. Estos aceites

generalmente se obtienen por destilaciéon por arrastre de vapor y contienen una gama de

hidrocarburos terpenos oxigenados y no oxigenados (Baser & Buchbauer, 2015). Los aceites

esenciales pueden derivarse de cualquier parte de la planta, como el follaje, la corteza, la

madera, la fruta, las semillas o los rizomas. Se ha estimado que actualmente se conocen

aproximadamente 3000 aceites esenciales y que aproximadamente el 10% de estos son

comercialmente importantes (Schmidt, 2015).




CAPITULO II. METODOLOGIA DE INVESTIGACION EXPERIMENTAL

2.1 Obijetivos
2.1.1 Objetivo general

Evaluar la aplicacién de ultrasonido en jugo de zanahoria adicionado con nanocapsulas de
aceite de limén a través de la determinacion de propiedades fisicas, fisicoquimicas y

enzimaticas para el establecimiento de las mejores condiciones de operacion.
2.1.2 Objetivos particulares

2.1.2.1 Objetivo particular 1

Analizar los parametros fisicoquimicos (pH y s6lidos solubles) en jugo de zanahoria mediante

potenciometria y refractometria como parametros de control posterior al tratamiento de

ultrasonido.

2.1.2.2 Objetivo particular 2

Analizar los pardmetros fisicos (color y turbidez) en jugo de zanahoria mediante colorimetria
y turbidimetria para su asociacidn con los cambios en la actividad enzimatica y compuestos

bioactivos.
2.1.2.3 Objetivo particular 3

Evaluar el contenido de acido ascérbico, carotenoides totales y polifenoles totales en jugo de
zanahoria mediante pruebas espectrofotométricas para su asociacién con la pérdida de

calidad posterior al tratamiento de ultrasonido.
2.1.2.4 Objetivo particular 4

Evaluar la actividad de polifenoloxidasa, peroxidasa y pectinmetilesterasa en jugo de
zanahoria mediante pruebas espectrofotométricas para el establecimiento de las condiciones

que inhiban de manera efectiva la actividad enzimatica.




2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Elaboracion del jugo de zanahoria

Se adquiriran 15 kg de zanahoria en la central de abastos de Cuautitlan, México. Las
zanahorias fueron lavadas y desinfectadas con solucién de plata coloidal. Posteriormente se
sometieron a una molienda humeda en un procesador de alimentos para asi obtener jugo
fresco. Una vez obtenida la muestra se procedié a adicionar polisacaridos estabilizantes

(Polivinilpirrolidona (pvp) y mucilago de chia) y nanocapsulas de aceite de limén con una

concentracion de 200 mg/L.

2.2.2 Sonicacion del jugo de zanahoria

Para la aplicacién de ultrasonido al jugo de zanahoria se hizo por medio de un procesador
ultrasénico (hieischer) variando el tiempo y potencia por medio de un disefio factorial

completo mostrando las condiciones de procesamiento en la tabla 5.

Tabla 5. Disefio de la aplicacion de ultrasonido

Control




2.2.3 Formacion de las nanocapsulas

Las nanocapsulas de aceite esencial de limon fueron preparadas por el método de

emulsificacién - difusién (Quintanar-Guerrero et al, 1998). Se saturaron manualmente

acetato de etilo y agua en un embudo de separacién y se dejé reposar hasta alcanzar el

equilibrio termodinamico entre ambas fases. En la fase acuosa saturada con acetato de etilo
se solubiliz6 el poloxamero 407 (PCL) y en la fase organica saturada con agua se disolvio el
biopolimero PCL, se adiciono el aceite esencial de liméon procediéndose a preparar los
sistemas submicrdnicos de acuerdo con las condiciones optimizadas por Zambrano-Zaragoza
etal. (2011) en un ultra agitador (Ultra-Turrax T50, IKA®, Staufen, Alemania con un elemento
dispersor S25N-25 G, IKA®). Finalmente, el exceso de disolvente fue eliminado mediante

evaporacién a 30 °C y vacio de 50 mm Hg (RV10, IKA® Labotechnik, Staufen, Alemania).

2.2.4 Dispersion dinamica de luz y movimiento electroforético

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

poliestireno ({= -55 mV). Las mediciones se realizaron a 25 °C por triplicado.




2.2.5 Potenciometria

Para determinar el valor de pH se utilizé un potenciémetro (HANNA HI 208) el cual se calibro
con soluciones estandar de un pH de 4 y 7 antes de la determinacién a las muestras. Todas

las determinaciones se realizaron por triplicado.
2.2.6 Refractometria

Enla determinacion de solidos solubles se utilizé un refractémetro (HANNA HI 96801) donde
previamente fue calibrado con agua destilada para comprobar que marcara lectura de valor
cero. Posteriormente se coloco6 las muestras para poder obtener lecturas en °Brix. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.
2.2.7 Colorimetria

Para la determinacién de color se realiz6 utilizando un colorimetro (Minolta
Spectrophotometer CM-5). Se registraron coordenadas de L*, a* y b* de la escala de Hunter
Lab de acuerdo con lo que establece la CIE (Commission Internationale de I'Eclairage) que
fueron tomadas usando iluminante C y un observador estandar a 10° con ayuda de una celda
de cuarzo para liquidos. Cada medicién fue realizada por triplicado. La evaluacién de color se

estableci6 de acuerdo al cambio total de color mediante la siguiente expresion:

AE\/(AL)2 + (Aa)?2 + (Ab)2  Ec. (1)

2.2.8 Turbidimetria

Se determino la turbidez por medio de un turbidimetro (ECOSHEL, WGZ-200) previamente
se calibro con agua destilada comprobando que marcara lectura de cero, después se tomé 1

mL de jugo de zanahoria y 99 mL de agua diluyendo y homogenizando la muestra, la solucién
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resultante se coloco en la botella de muestra introduciéndola dentro del turbidimetro para

finalmente se tomara la lectura. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
2.2.9 Acido ascérbico

Para la determinacién de acido ascérbico se utilizé el método de Robinson Stock donde se
incorporaron 20 mL de jugo de zanahoria en 20 mL de acido metafosférico (HPO3) al 2% y
fueron centrifugados por 20 mina 62.8 s'1. Después se tom6 una alicuota de 5 mL del extracto
resultante y se adicionaron 10 mL de solucién indicadora 2, 6 - diclorofenol - indofenol, se
midié la absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro UV - Visible (Genesys 10s). Todas
las determinaciones se realizaron por triplicado. La concentracion fue calculada mediante la

siguiente ecuacion:

mg de acido ascorbico Ac*Bx100
= Ec. (2)
100 mL de muestra C+1000*m

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

C =Volumen de la solucién, m = volumen de la muestra (mL).
2.2.10 Carotenoides totales

La determinacion de carotenoides totales se midi6 por espectrofotometria. Se tomé6 1 mL de
jugo de zanahoria y se afiadieron junto con 12.5 mL de hexano, 6.25 mL de cetona y 6.25 mL
de etanol. La mezcla se agité durante 20 minutos tapada y posteriormente se afladieron 5 mL
de agua destilada. La absorbancia del sobrenadante fue medida en un espectrofotometro UV
- Visible (Genesys 10s) a una longitud de onda de 446 nm. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.




2.2.11 Fenoles totales

Para determinar Fenoles totales se utilizo el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
(Singleton y Rossi, 1965) el cual estima los polifenoles totales en diferentes alimentos. Se
tomaron 5 mL de muestra y fueron afiadidos a 15 mL de etanol. La mezcla se centrifugd por
20 min a 628.3 s'1 y se dejé reposar por 2 horas en oscuridad. Posteriormente se tomaron 20
uL de extracto al que se le adicionaron 3 mL de agua destilada y 250 pL de reactivo Folin.

Después de 8 min se incorporaron 750 pL de Na2CO3 (Carbonato de Sodio) junto con 950 pL

de agua destilada. La solucién se incub6 por 30 min y finalmente se tomé la absorbancia a

765 nm en el espectrofotometro UV - Visible (Genesys 10s). Los resultados fueron
expresados como miligramos equivalentes de acido galico (mg EAG) por mL de la muestra,
obteniéndose a partir de una curva patrén de acido galico a concentraciones de 50, 100, 150,
250y 500 mg/L bajo las condiciones antes descritas. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.
2.2.12 Pectinmetilesterasa (PME)

Para la extraccion de la enzima (PME) se tomaron 10 mL de jugo y se homogenizaron con 20
mL de una disolucién que contiene 0.2 mol de NaCl y 10 g/L de polivinilpirrolidona usando
un Ultra-Turrax (Tube Drive IKA®, EE.UU.) por 3 minutos, la mezcla se agité magnéticamente
durante 10 minutos con un bafio de hielo externo. El homogeneizado se centrifug6é en una
ultracentrifuga refrigerada (Hermle LaborTechnik GmbH Z323K, Alemania) a 18 000 xg a 4
°C durante 40 minutos y se filtr6 a través de papel Whatman de 1.2 um. La disolucion
obtenida consistio en el extracto enzimatico crudo parala determinacion de la actividad PME,
el cual se ajusto a pH = 7.5 con NaOH 2M y NaOH 0.2M. La actividad PME (EC 3.1.1.11) se
determino6 de acuerdo con la metodologia propuesta por Hagerman y Austin (1986) basado
en el cambio de color de un indicador de pH durante la reaccién catalizada por la PME con
algunas modificaciones. En una celda espectrofotométrica se le adicion6 1 mL de pectina
citrica (10 g/L) a 60 °C, 200 pL de azul de bromotimol (0.1 g/L), 200 pL de NaCl (0.2 M) y 580
uL de agua Mili-Q®. Cada solucion fue ajustada a pH = 7.5 con NaOH 2M y NaOH 0.2 M. La
reaccion se inici6 con la adiciéon de 20 pL del extracto enzimatico a la mezcla, se agit6

ligeramente y se medi6 el decremento de la absorbancia a 640 nm durante 5 minutos
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utilizando un espectrofotémetro UV /Vis (Genesys 10s). La cantidad de umoles de acido
liberados por accion de la PME fueron obtenidos a partir de una curva patroén realizada con
acido galacturénico desde 0.1 a 0.8 umoles de acido. Todas las determinaciones se realizaron

por triplicado.
2.2.13 Polifenoloxidasa (PPO)

La extraccion de la enzima (PPO (10 g) se homogenizé 10 mL de jugo en un Ultra- Turrax
(Tube Drive IKA®, Wilmington, EE.UU.) con 20 mL de fosfato de sodio (0.2 mol pH 7.0), 10
mL/L Triton® X-100 y polivinilpirrolidona (50 g/L) durante 30 s a 4 °C. El homogeneizado se

filtr6 para eliminar las particulas sélidas y se centrifugd a 837.75 s-1 utilizando una

ultracentrifuga (Hermle Z323K, Labortechnik GMBH, Wehingen, Alemania) durante 35 min

a 4 °C. El sobrenadante consistid en el extracto enzimatico en bruto para determinar la
actividad PPO. La actividad PPO se obtuvo por el método propuesto por Zhou, Smith y Lee
(1993) utilizando 2.8 mL de catecol (50 mmol de citrato-fosfato en solucién reguladora a pH
5) al cual se le afiadi6 0.2 mL de extracto enzimatico. Los cambios en la absorbancia a 420 nm
durante 15 min se midieron en un espectrofotometro UV/VIS (Genesys 10s, Thermo
scientific, Waltham, Massachussets, EE.UU.) y en comparacién con una muestra sin extracto
enzimatico. Las unidades de actividad PPO se definieron como un cambio de 0.001 Uabs/min.

El ensayo se realiz6 por triplicado en tres extractos independientes.
2.2.14 Peroxidasa (POD)

La actividad (POD) se determin¢ utilizando la metodologia propuesta por Gongalves y col.
(2010) con algunas modificaciones. Brevemente, las muestras con y sin tratamiento (10 mL)
se homogenizaron en un Ultra-Turrax (Tube Drive IKA®, EE.UU.) en 100 mL de solucion de
cloruro de sodio (1 mol) durante 2 minutos y el homogenizado se centrifugé en tubos de
polipropileno a 16 155 xg utilizando una ultracentrifuga refrigerada (Hermle LaborTechnik
GmbH Z323K, Alemania) a 4 °C. La suspension se filtré6 usando una membrana de 1.2 pm
(Whatman). El filtrado se mezclé con guayacol y H202 como sustratos. El aumento de la
absorbancia a 470 nm se registr6 usando un espectrofotometro UV /Vis (Genesys 10s). La

definiciéon utilizada para 1 unidad de actividad enzimatica fue la cantidad de enzima que
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produce un cambio en la absorbancia de 1 por cada minuto y por mL de muestra de extracto

bajo las condiciones de ensayo. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.3 Analisis Estadistico

Se realiz6 un disefio factorial completo utilizando el software estadistico MINITAB® version
19, donde todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado y se realizé un analisis

de varianza (ANOVA) para evaluar diferencias significativas entre las variables (a = 0.05).




CAPITULO III. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Caracterizacion del sistema nanoestructurado

La Tabla 6, muestra que el tamafio de particula y el indice de polidispersion de las
nanocapsulas de aceite esencial de limén se asimila a lo reportado por Zambrano-Zaragoza
et al, (2011) para un sistema de talla submicrénica con el mismo centro activo. Las
caracteristicas de tamafio y polidispersion del método de preparacion, la composicién de la
fase organicay por la velocidad de corte del proceso de emulsificacién. Moinard-Chécot et al,
(2008) reporta que este método permite tamafios controlados de nanocapsulas de 100 - 500
nm, la distribucién de los tamafios de particula obtenidos en este sistema nos indica la

homogeneidad del sistema.

Tabla 6. Caracteristicas de las nanocapsulas de aceite esencial de limon.

TP (nm) IPD (-) ¢ (mV)

268+ 12 0.23+0.03 -37.94 + 3.61

El ¢ obtenido para las nanocadpsulas de aceite esencial de limén representa que el sistema
tiende a la estabilidad con poca probabilidad de agregacién debido a que las nanoparticulas
se repelen entre si y por lo tanto superan la tendencia natural a agregarse (Noriega-Pelaez et
al, 2011). De acuerdo con Heurtault et al, (2003) la mediciéon del { nos permite realizar

predicciones acerca de la estabilidad de almacenamiento de una dispersién coloidal.

Estudios proponen que potenciales zeta de + 30 mV a + 6 mV como un intervalo 6ptimo, ya
que estos valores netos son necesarios para la estabilizacion electrostatica, por tanto, el
sistema que se adicionara al jugo de zanahoria es estable y adecuado para aplicar la

tecnologia.




3.2 Carotenoides totales

Los carotenoides estan presentes en cantidades considerables en los productos de jugo de
zanahoria y se sabe que son la principal causa de su capacidad antioxidante y también
contribuyen a sus propiedades sensoriales ya que los carotenoides puede aumentar el valor
estético de los productos de jugo y hacerlo méas atractivo para el consumo (Zou & Jiang,

2016).

El efecto del tratamiento con ultrasonido sobre el contenido total de carotenoides en el jugo
de zanahoria se muestra en la Figura 14, donde el resultado indicé que la variable que realizo

un cambio significativamente fue la potencia de procesamiento, asi como la interaccion del

tiempo y la potencia de procesamiento (p<0.05). Se presenté un aumento significativo a 60

kW de potencia con tiempo de 2 min con respecto a las muestras de control (de 6.43 a 6.89
ug de EBC/mL) aumentando la concentracion de carotenoides en un 7%, por otro lado, se
presenté una disminucién significativa a 30 kW de potencia con tiempo de 1 min con respecto
a las muestras de control (de 6.43 a 5.94 pug de EBC/mL) disminuyendo la concentracién de
carotenoides en un 8%. El tiempo en términos lineales no mostré cambios significativos en

el proceso (p>0.05).

Estudios anteriores también han demostrado donde el ultrasonido contribuyo a cambios
significativos (p>0.05) de carotenoides totales en jugos de manzana, zanahoria y fresa donde
los mejores resultados se obtuvieron a bajo tiempo de procesamiento, pero a alta potencia

(Zou & Jiang, 2016; Abid et al,, 2014).
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Figura 14. Diagrama de cubo para la actividad de carotenoides totales.

La aplicacion del tratamiento con ultrasonido aumenté el contenido de carotenoides este
efecto parece estar relacionado con un aumento en la capacidad de extraccién de los
componentes colorantes por el tratamiento sonicacion en lugar de un aumento absoluto. La
homogeneizacion y la cavitacion producidas alteran las membranas celulares y el complejo
proteina-carotenoide, haciendo que los carotenoides sean mas accesibles para la extraccion
(Jabbaretal, 2015). En consecuencia, la estabilidad o el aumento de la actividad antioxidante
de los jugos puede atribuirse ala mejora de la retencion o disponibilidad de estos compuestos
con actividad antirradical. Por otro lado, también se ha informado cierta degradacién debido
a la formacion de productos oxidativos durante el proceso de ultrasonido bajo determinadas

condiciones (Rojas, Miano, & Augusto, 2017).




3.3 Acido Ascorbico

Existen varias sustancias que presentan una actividad bioldgica de vitamina C, el acido L-
deshidroascdrbico representa aproximadamente un 80% de la potencia vitaminica del acido

L-ascoérbico.

Ademas de su funcién como nutriente esencial, se utiliza ampliamente como un aditivo
alimentario debido a sus propiedades antioxidantes y reductoras. El acido ascorbico inhibe

eficazmente el pardeamiento enzimatico al reducir los productos orto-quinona (Fennema et

al, 2010).

Al igual que con todas las vitaminas, el contenido de acido ascérbico de los vegetales varia de

manera considerable conforme a muchos factores relacionados con las practicas agricolas
(genética, fertilizantes, insolacion, riego, etcétera), con el manejo postcosecha y con la

preparacion en proceso para su consumo (Badui, 2006).
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Figura 15. Diagrama de Pareto para la actividad de acido ascérbico.




En la Figura 15 se muestra el efecto del tratamiento con ultrasonido sobre el contenido de
acido ascorbico en el jugo de zanahoria, donde el resultado determino que la variable que
realizo un cambio significativo fue la potencia de procesamiento (p<0.05), obteniendo
valores entre 66.07 y 73.09 mg/100 mL (en tratamientos con 60 kW a 1 minuto de tiempo)

en contraste con 104.92 mg/100 mL de las muestras de control. En comparacién se obtuvo

una disminucién significativa de acido ascoérbico contra las muestras de control, influyendo

de manera negativa la potencia de procesamiento, disminuyendo la concentracién de acido
ascorbico hasta en un 31%, donde la perdida fue en todas las muestras tratadas con
ultrasonido. El tiempo en términos lineales y la interaccién del tiempo y la potencia no

mostré cambios significativos en el proceso (p>0.05).

Zafra-rojas et al, (2013) menciona en su trabajo realizado en un jugo de pera hubo
condiciones donde se generd una disminucién en el contenido de acido ascorbico, refiere que
la pérdida de acido ascdrbico durante el proceso de sonicacion es causada por procesos
oxidativos en entornos aerdbicos y anaerdbicos asociados con la produccion y el uso de
radicales hidroxilos. Rawson et al,( 2011) menciona que los factores que mas influyen en la
degradacién del acido ascorbico son tiempos prolongados de procesamiento y exposicion del

alimento a niveles elevados de energia.

Los resultados obtenidos en la aplicacidn de ultrasonido al jugo de zanahoria indican que se
utilizaron potencias de procesamiento de muy altas ya que en todos los resultados hay una
disminucion en el contenido de acido ascorbico en cada.

Teniendo en cuenta a lo mencionado por los anteriores autores en comparacion con el
trabajo realizado, la potencia que ellos emplean en el proceso de ultrasonido es muy baja,
utilizan un maximo de 1500 W habiendo una gran diferencia significativa en el nivel de poder

(30 kW - 60 kW) aplicado durante el procesamiento.

3.4 Turbidez

La turbidez cuantifica el grado en que la luz viaja a través de una muestra que es dispersada

por particulas en suspensién. La turbidez depende esencialmente de las entidades de tamafio




coloidal presente en la fase liquida y en la distribucion de tamafio de particula (Campoli et

al, 2018).

El efecto del tratamiento con ultrasonido sobre la turbidez que presenta el jugo de zanahoria
se muestra en la Figura 16, donde el resultado del estudio indic6 que las variables que
realizaron un cambio significativamente, fueron la potencia y tiempo de procesamiento, asi
como la interaccién del tiempo y la potencia de procesamiento (p<0.05), obteniendo valores
que oscilaron entre 4300 y 5760 NTU en contraste con 3972.41 NTU de las muestras de
control. Se present6 un aumento significativo en comparacién de las muestras tratadas con
ultrasonido a las de control, influyendo de manera positiva la potencia de procesamiento y
tiempo de procesamiento, aumentando la turbidez hasta en un 45%, el aumento fue en todas

las condiciones de potencia y tiempo realizadas.

Data Means

Potencia (kW) Tiempo (min)

—e— Factorial
—m— Central

Turbidez (NTU)

Figura 16. Diagrama de efectos minimos para la turbidez.

Campolietal, (2018) daa conocer un aumento de la turbidez de un jugo de guayaba sometido
a ultrasonido con condiciones de potencia maxima de 1000 W, frecuencia de 20 kHz y donde

se evitd la sedimentacion de particulas y una mayor claridad.




Esto tiene relacién con los resultados ya que el tratamiento de ultrasonido modifico la
turbidez del jugo de zanahoria esto puede ser debido a que la accién del ultrasonido reduce
laactividad enzimatica de ciertas enzimas causantes del deterioro de los alimentos y perdida

de turbidez a lo largo de su almacenamiento (Marshall et al, 1985).

El efecto fisico de la cavitaciéon acustica genera ondas de choque y altas fuerzas de corte en

cual se puede interrumpir las particulas suspendidas y disminuir el tamano de las particulas
efectuando la transmitancia y proporcionando una mejor uniformidad y estabilidad del jugo

(Lietal, 2019).
3.5 Color (AE)

El color es un indicador importante de la calidad del jugo de zanahoria y esta relacionado con
la presencia de carotenoides (Zhang et al, 2019). El color amarillo anaranjado del jugo de
zanahoria generalmente esta influenciado por la existencia de pigmentos naturales como los
carotenoides, y este atributo de calidad se ve afectado por la etapa de madurez de la fruta, los
tratamientos de procesamiento, las condiciones de almacenamiento y las reacciones de

oscurecimiento (Ordo6fez-santos, Martinez-girén, & Arias-jaramillo, 2017).

El efecto del tratamiento con ultrasonido sobre cambio de color total (AE) en el jugo de
zanahoria se muestra en la Figura 17, donde el resultado del estudio indic6 que las variables
de potencia y tiempo de procesamiento no realizaron un cambio significativamente (p<0.05),
obteniendo valores entre 3.47 a 5.87. No se present6 una disminucién o aumento
significativo a las muestras de control, donde no se influye de manera negativa o positiva, la
potencia y tiempo en términos lineales y en interacciéon no mostré cambios significativos en

el proceso (p>0.05).




Factor Nombre
A Potencia (kW)
B Tiempo (min)

Termino

1.0 15
Efecto Estandarizado

Figura 17. Diagrama de Pareto para el cambio de color total (AE).

El efecto de ultrasonido mostré que no hubo cambios en el color total siendo que no genero

un impacto en dicha propiedad, siendo similar el resultado en comparacion en el trabajo

realizado por Khandpur & Gogate, (2016) donde en un jugo de naranja procesado por
ultrasonido poseia mayor frescura y atributos de calidad en términos de color que el jugo de
naranja procesado térmicamente. Las muestras sometidas con ultrasonido mantuvieron su
color original y la calidad del jugo en términos de color tuvo una vida util significativa (de 4
semanas segun los datos representados) mientras que el color de las muestras de control o

el jugo procesado térmicamente se volvio mas oscuro.

Es importante sefalar aqui que la actividad enzimatica es generalmente responsable del
oscurecimiento de las frutas y verduras. La preservacion de color puede explicarse sobre la
base de una disminucion en la actividad de las enzimas debido a los efectos de cavitaciéon
inducidos por las irradiaciones ultrasénicas. El efecto positivo del ultrasonido en la
preservacion de los productos procesados en comparaciéon con los productos crudos puede
atribuirse a la eliminacién de oxigeno. Durante la cavitacidn, tiene lugar la desgasificacion del

fluido, se elimina el oxigeno de los medios evitando la oxidacién (Khandpur & Gogate, 2015).




3.6 Polifenoloxidasa (PPO)

La polifenoloxidasa (PPO) es una enzima ampliamente distribuida en la naturaleza y juega
un papel importante en la catalizacién de la hidroxilacién de monofenoles para o-difenoles y
deshidrogenaciéon de o-difenoles a o-quinonas en presencia de oxigeno relacionados con
cambios de deterioro, basicamente dan como resultado un pardeamiento; resultando en la

pérdida de calidad de los jugos de frutas y vegetales (Zhang et al, 2019).

Tradicionalmente, la inactivacion de polifenoloxidasa (PPO) se logra mediante la aplicacién
de tratamientos térmicos, que, sin embargo, pueden causar la pérdida de la sensorial y
nutricional de los productos para el consumidor. Siendo asi que se ha ganado importancia

para las tecnologias no térmicas.

Factor Nombre
A Potencia (kW)
B Tiempo (min)

Termino

1.0 1.5
Efecto Estarandizado

Figura 18. Diagrama de Pareto para el efecto en polifenoloxidasa (PPO).

El efecto del tratamiento con ultrasonido sobre polifenoloxidasa (PPO) en el jugo de
zanahoria se muestra en la Figura 18, donde el resultado del estudio indic6 que las variables

de potencia y tiempo de procesamiento no realizaron un cambio significativo (p<0.05), el uso
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de 60 kW a 1 minuto obtuvo valores entre de 89.75 (U/min mL) en contraste con 96.7 + 2.65
(U/min mL) de las muestras de control. No se presentdé una disminucién o aumento
significativo a las muestras de control, donde no se influye de manera negativa o positiva, la

potencia y tiempo en términos lineales asi como su interaccion no mostré cambios

significativos en el proceso (p>0.05).

Los resultados obtenidos no fueron congruentes con algunos otros autores, es el caso de Cao,
Cai, Wang, & Zheng, (2018) que realizo tratamientos de ultrasonido donde obtuvo una
reduccién significativa a la actividad de la polifenoloxidasa (PPO) en jugo de arandano. La
actividad de PPO se redujo en un 53.23% y un 12.84% en 90 y 181 W/cm? durante 10 min.
Con el incremento de la intensidad o tiempo del ultrasonido, la tasa de inactivacién de PPO

aumenté dramaticamente.

Por otro lado Bot et al, (2018) observo en un estudio de jugo de manzana que una
inactivacion de dos pasos, consistié en una disminucién lenta de la actividad de PPO en los
primeros minutos de tratamiento, seguidos de una caida mas brusca. Estos resultados
indicarian que inicialmente la estructura de la enzima resistia las tensiones del tratamiento,
mientras que el despliegue rapido de sus proteinas ocurriria en tiempos de tratamiento mas
altos. De esta forma se justificaria con los resultados obtenidos ya que en el presente trabajo
no se manejan tiempos prolongados siendo que esto podria ser un factor para no haber

tenido cambios significativos de PPO.

3.7 Peroxidasa (POD)

La peroxidasa (POD) es una enzima que cataliza la oxidacion de un amplio nimero de
sustratos organicos e inorganicos. Catalizan la oxidacion de fenoles propios de las células a
quinonas, las cuales son altamente reactivas con proteinas, acidos nucleicos, flavonoides y
otras quinonas; estas reacciones, ademas de generar colores pardos, reducen las propiedades
sensoriales de textura, color y sabor, disminuyen la calidad nutricional del alimento y

desembocan finalmente en la muerte del fruto (Baquero, 2005)




El oscurecimiento enzimatico ocurre inmediatamente cuando la enzima y el sustrato se

mezclan durante la destruccion de la estructura celular (Cao et al, 2018).

El efecto del tratamiento con ultrasonido sobre el contenido peroxidasa (POD) en el jugo de
zanahoria se muestra en la Figura 19, donde el resultado del estudio indic6 que la variable
que realizo un cambio significativo fue debido a la potencia de procesamiento, asi como por
la interaccion del tiempo y la potencia de procesamiento (p<0.05), obteniendo valores que
oscilaron entre 4.82 a 1.85 (U/min mL) en contraste con 8.97 * 1.12 (U/min mL) de las
muestras de control. Se presenté una disminucidn significativa a con respecto a las muestras
de control, disminuyendo la concentracién de contenido peroxidasa (POD) 36.32%. El tiempo

en términos lineales no mostré cambios significativos en el proceso (p>0.05).

Potencia (kW) Tiempo (min)

Co
(3]
1

—e— Factorial
—a— Central

o
o
1

~~
-l
£
=
£
~
=
<
Q
o
o

D
3]
1

Figura 19. Diagrama de efectos minimos para efecto en peroxidasa (POD).

Los resultados obtenidos se comparan con los realizados por Cao et al, (2018) sobre la
inactivaciéon de peroxidasa, todas las condiciones redujeron significativamente la actividad
de PPO tratando en un jugo de ardndano. La actividad de PPO se redujo en un 53.23% y un

12.84% en 90 y 181 W/cm? durante 10 min sin enfriar, respectivamente. Con incremento
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intensidad o tiempo del ultrasonido, la tasa de inactivacion de PPO aumento

significativamente.

Esto se debe a que el principio basico involucrado en la inactivacién enzimatica es la

despolimerizacion, efecto que, involucra dos posibles mecanismos: degradacion del polimero

debido al efecto de cavitacién al fenémeno de inestabilidad que ocurre debido a la unién de
radicales libres, al sustrato de la enzima resultando en inestabilidad y la pérdida de actividad

enzimatica (Dolas, Saravanan, & Kaur, 2019).
3.8 Pectinmetilesterasa (PME)

La pectinmetilesterasa (PME) es sintetizada por plantas particularmente vegetales y citricos,
hongos y bacterias. La pectina es un componente principal de la pared celular de las plantas,
durante la maduracién normal de los frutos, las pectinas son degradadas lo cual contribuye
a cambios de textura como el ablandamiento y la liberacién del jugo. Esta enzima se puede
encontrar en varios tejidos y estan principalmente asociadas por interacciones iénicas con

las proteinas de la pared celular (Swamy, Muthukumarappan, & Asokapandian, 2018)

El efecto del tratamiento con ultrasonido sobre la actividad de la pectinmetilesterasa (PME)
que presenta el jugo de zanahoria se muestra en la Figura 20, donde el resultado del estudio
indicé que las variables que realizaron un cambio significativo, fueron la potencia y tiempo
de procesamiento, asi como por la interaccion del tiempo y la potencia de procesamiento
(p=<0.05), obteniendo valores que oscilaron entre 0.80 y 2.85 (U/min mL) en contraste con
459 + 146 (U/min mL) de las muestras de control. Se presentdé una disminucion
significativa en comparaciéon a las muestras de control, influyendo de manera positiva la
potencia de procesamiento y tiempo de procesamiento disminuyendo la actividad de la
enzima hasta en un 80 % en las condiciones donde se presenté menor actividad, la

disminucién fue en todas las condiciones de potencia y tiempo realizadas.




Paotenda
(kW) Punto
30 Factorial
45 Cenfral
60 Factorial

PME (U/min mL)

1.5
Tiempo (min)

Figura 20. Diagrama de interaccion para efecto de pectinmetilesterasa (PME).

La disminucién de la actividad de pectinmetilesterasa (PME) se comparé con el trabajo
realizado por Dolas et al., (2019) donde se investigo el efecto de la aplicacion de ultrasonido
para la pectinmetilesterasa en un jugo de naranja el cual empled una frecuencia de 24 kHz
con temperatura ambiente donde se observaron inactivacion del 91% y 62%. La diferencia
en el resultado puede deberse a los diferentes tipos de ultrasonidos, frecuencia y uso del
control de temperatura durante el tratamiento. El control de temperatura y frecuencia mas
alto empleado habria contribuido a la mayor tasa de cavitacion resultando en una mayor

inactivacion de la enzima.

Los efectos quimicos que produce el ultrasonido sobre el jugo como los radicales libres
formados debido a la sondlisis del agua ataca sitios especificos como los enlaces disulfuro
que desestabiliza la conformacién de la enzima y puede oxidar los residuos de aminodacidos

como triptofano, tirosina, histidina y cisteina que son responsables parala actividad catalitica

y la estabilidad de varias enzimas. La cavitacién provoca cambios de temperatura, presion y
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aumenta el esfuerzo cortante en el entorno enzimatico que resulta en la descomposicion del
hidrégeno y unién de Van der Waals que da como resultado la pérdida de actividad

enzimatica (Dolas et al, 2019)

Por lo anterior, la actividad de la PME se considera un parametro importante en la calidad de

muchos jugos incluyendo el de zanahoria. Si se reduce la actividad de la PME se limita la

degradacion de las sustancias pépticas, por lo tanto, las pérdidas ponderadas en la viscosidad

y la estabilidad fisica y coloidal pueden ser disminuidas.
3.9 Fenoles totales

Ademas de la vitamina C, las frutas y verduras también son ricas en compuestos fendlicos que
son muy beneficiosos para la salud humana debido a su potencial antioxidante, ya que
eliminan los radicales libres (Muhammad, Zeng, Han, & Sun, 2013). Los compuestos fenolicos
se degradan, oxidan o polimerizan rapidamente durante el procesamiento y almacenamiento.
Por lo tanto, el contenido fendlico total es un indicador importante de la calidad del jugo de

fruta (Swamy et al, 2018).

El efecto del tratamiento con ultrasonido sobre los fenoles totales que presenta el jugo de
zanahoria se muestra en la Figura 21, donde el resultado del estudio indic6 que las variables
que realizaron un cambio significativo fueron la potencia y tiempo de procesamiento, asi
como por la interaccion del tiempo y la potencia de procesamiento (p<0.05), obteniendo
valores que oscilaron entre 79.52 y 166.82 mg EAG/L en contraste con 63.78 * 3.81 mg
EAG/L de las muestras de control. Se present6 un aumento significativo en comparacion a
las muestras de control, influyendo de manera positiva la potencia de procesamiento y
tiempo de procesamiento aumentando los polifenoles hasta en un 165%, el aumento fue en

todas las condiciones de potencia y tiempo realizadas.




Potencia
(kW) Punto
30 Factorial
45 Central
60 Factorial

Fenoles (mg EAG/L)

15
Tiempo (min)

Figura 21. Diagrama de interaccién para polifenoles totales.

De acuerdo con los resultados obtenidos por Ordoéfiez-santos et al, (2017) se observé que

hubo un aumento significativo en los fenoles totales en un jugo de grosella sometido a

ultrasonido en comparacion con el control y el calor térmico. El aumento en el contenido

fenolico total en las muestras fue del 14.60%, respectivamente en comparacion con el

control.

Por otro lado Zafra-rojas et al, (2013) menciona que obtuvo un incremento en los

compuestos fenolicos al ser sometidos a ultrasonido en un jugo de pera, esto lo justifica

debido a que los compuestos fenolicos estan presentes en la vacuola en forma soluble o

unidos a la pared celular de pectina, celulosa, hemicelulosa y lignina. Es posible que el uso de

ultrasonido de potencia mejore la interrupcion de las paredes celulares bioldgicas y facilite

la liberacion de sus contenidos a través del colapso cavitacional en el entorno de particulas

coloidales lo que es beneficioso para liberar mas compuestos fenélicos en el jugo. También el

procesamiento de ultrasonido de alta intensidad podria producir grupos hidroxilo

adicionales que pueden conectarse al anillo aromatico para producir mas compuestos

fendlicos.




Solidos Solubles

3.10 Solidos Solubles y pH

El concepto de pH (potencial hidrogeno) deriva de la necesidad de cuantificar la acidez y la
alcalinidad. La acidez es una propiedad que se detect6 por el sabor agrio de las sustancias
naturales, mientras que la alcalinidad se aprecié por la sensacién jabonosa de algunas
sustancias al tacto. Por otro lado, los sélidos solubles son todos los s6lidos disueltos en un
medio acuoso, éstos incluyen sales entre otros, aunque en su mayoria son azucares las cuales

se miden en grados Brix (Lee & Kader, 2000).

El efecto del tratamiento con ultrasonido sobre los sélidos solubles y pH en el jugo de
zanahoria se muestra en la Figura 22, donde como resultado del estudio indicé que las
variables de potencia y tiempo de procesamiento no realizaron un cambio significativo
(p<0.05), obteniendo valores de grados Brix entre 8.57 a 8.77 en contraste con 8.5 de las
muestras de control. Se presento un aumento minimamente insignificante del 1 al 2 % a las
muestras de control, por otro lado, se obtuvieron valores de pH entre 6.46 a 6.48 en contraste
con 6.54 de las muestras de control, donde hubo una disminucién minimamente del 1 al 1.5
% a las muestras de control, no influye de manera negativa o positiva la potencia y tiempo en

términos lineales y en interaccidén no mostré cambios significativos en el proceso (p>0.05).
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Figura 22. Diagrama de efectos minimos para solidos solubles y diagrama de interaccién
para pH.




De acuerdo con Abid et al, (2013) los resultados con respecto al efecto del ultrasonido en un
jugo de manzana sobre el pH y grados Brix no se observé que hubo cambios significativos
(p>0.05) que de igual forma Ordonez-santos et al, (2017) informa que no se observaron

cambios significativos en las propiedades fisicoquimicas en los tratamientos realizados en un

jugo de grosella estos resultados pueden estar asociados con la intensidad ultrasénica asi

como los tiempos de exposicidn aplicados al jugo, el nivel de energia aplicado a las muestras
no modificé las estructuras moleculares de alto peso molecular asociadas con estas

propiedades fisicoquimicas.




CONCLUSIONES

Se determin6 que la aplicacion de procesamiento ultrasénico en jugo de zanahoria no

modifico el pH y sélidos solubles, lo cual es conveniente en el procesamiento de alimentos,

ademas de que son indicio de que otros componentes de importancia bioldgica como el acido

ascorbico se mantuvo en proporciones adecuadas.

El andlisis del cambio total de color y turbidez en el jugo de zanahoria se asociaron con los
cambios en la actividad enzimatica y concentracién de compuestos bioactivos, resaltando

que no tuvieron un cambio significativo en las respuestas mencionadas.

El contenido de acido ascorbico, carotenoides y polifenoles totales en jugo de zanahoria se
vio favorecido por el tratamiento con ultrasonido, esto debido la naturaleza del tratamiento,
la ruptura de enlaces que hacen mas reactiva una sustancia y que no se emple6 temperatura
en el procesamiento, lo cual se asocid a un incremento de la calidad de las muestras posterior

al tratamiento con ultrasonido.

La evaluacion de la actividad de polifenoloxidasa, peroxidasa y pectinmetilesterasa en jugo
de zanahoria revelé que la variable que mas afecta a la actividad enzimatica fue la potencia
empleada en el tratamiento, aunado a esto, se infiere que la adicién de nanocapsulas que
contenian el aceite esencial de limo6n, ayudo a el control de la activad enzimatica, posterior al

tratamiento ultrasoénico.

Se recomienda la evaluacion de la capacidad antioxidante de las muestras para su asociacion
con la concentracion de componentes activos, ademas de realizar ensayos de inactivacion

microbiana para el seguimiento de la inocuidad de los tratamientos realizados.
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