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PREFACIO

La elaboracion de esta tesis se presenta como parte de los requisitos para obtener el grado académico
de la Maestria en Biotecnologia, de la Universidad del Papaloapan campus Tuxtepec y no ha sido
presentada previamente para la obtencién de otro titulo en esta universidad ni en ninguna otra. Dicha
tesis contiene los resultados obtenidos en la investigacién realizada durante el periodo comprendido de
octubre 2022 a septiembre 2024 en el laboratorio de Ciencia de los Alimentos que pertenece al Centro
de Investigaciones Cientificas (CIC) y el Taller de Alimentos de dicha universidad. Esta investigacion
estuvo bajo la direccién de la Dra. Delia Esther Paramo Calderén, profesora investigadora adscrita a la
misma universidad y en codireccion del Dr. Lucio Abel Vazquez Leon, profesor investigador adscrito al
Instituto Tecnolégico de Tehuacan.

Aridaith Parra Reyes, 2024
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Resumen

El jugo de pifia es un producto comercial relevante en la Cuenca del Papaloapan, sin embargo, se
distribuye sin tratamiento de conservacion, lo que limita su comercializacién fuera de la region. En los
Gltimos afios, se ha investigado la aplicacion del ultrasonido como método de conservaciéon debido a su
capacidad para inactivar microorganismos, a través del fenémeno de cavitacién causado por las ondas
sénicas. Por otra parte, en el desarrollo de alimentos funcionales se ha incursionado en la encapsulacién
por gelificacion idnica externa (GIE), pues es una estrategia que permite proteger compuestos bioactivos
tanto hidrosolubles como liposolubles. El aceite de higado de bacalao (AHB) es de interés industrial
como suplemento alimentario, sin embargo, el AHB puede verse afectado por factores que lo degraden.
Una estrategia para evitar estos problemas es la aplicacion de la GIE. Bajo este contexto, en el presente
trabajo se propuso evaluar el efecto del ultrasonido sobre las caracteristicas fisicoquimicas y
microbiolégicas del jugo de pifia, enriquecido con AHB encapsulado en alginato por GIE. Se
desarrollaron capsulas a partir de emulsiones con diferentes concentraciones de alginato de sodio (1y
2 % p/p) y en tres disolventes: Agua (A), jugo de pifia (J) y una mezcla 50:50 (p:p) de Agua-Jugo de
pifia (AJ), adicionando 30% (p/p) de AHB y 1% de Tween 20 y una solucién de CaClz al 2% (p/v). Se
presentaron eficiencias superiores al 90%, con rendimientos de proceso > 49%. Las capsulas obtenidas
de la emulsién con A 1% mostro mayor estabilidad en su forma, debido al pH neutro (7) de las
emulsiones y su menor viscosidad. Posteriormente se evalud el efecto del tiempo (15 y 30 min) y la
amplitud (40, 60 y 80 %) de ultrasonido (potencia: 130 W; frecuencia: 20 kHz; amplitud al 100%: 120)
en bafio de hielo (-5 °C) sobre la carga microbiana del jugo de pifia. Los diferentes tratamientos con
ultrasonido no presentaron efectos en los parametros fisicoquimicos y el contenido de vitamina C del
jugo, a su vez, no presentaron reduccién en la carga microbiolégica de hongos y levaduras, pero si se
alcanz6 una reduccién de la carga de bacterias aerobias, siendo el tratamiento a 15 min y 60% de
amplitud el mas efectivo. No obstante, debido a la falta de reduccién en la carga de hongos y levaduras,
se optd por modificar este tratamiento, quitando el bafio de hielo para permitir el calentamiento de la
muestra por accién del ultrasonido, ademas se adicioné benzoato de sodio al 0.1% en el jugo antes de
ser tratado. Al aplicar este nuevo experimento se observd que el tratamiento no afect6 los pardmetros
fisicoquimicos del jugo, a excepcidn del contenido de vitamina C que se redujo. Pero se logré una
reduccion del 99% en bacterias aerobias con una carga presente de 3.23 Log UFC/mL y la ausencia de
hongos y levaduras. Teniendo establecidas las condiciones de ultrasonido, se adicionaron las capsulas
de AHB y la bebida se almacend por un mes bajo refrigeracion (4 °C). Al finalizar el almacenamiento,
las capsulas no presentaron cambios en su morfologia y en su eficiencia de encapsulacion. El
tratamiento final propuesto es apto para ser aplicado en el jugo de pifia, sin generar cambios en sus
parametros fisicoquimicos y generando la reduccion de microorganismos. Pruebas de vida de anaquel

son necesarias para delimitar las condiciones de almacenamiento de la bebida funcional desarrollada.



Abstract

Pineapple juice is a relevant commercial product in the Papaloapan Basin, however, it is distributed
without preservation treatment, which limits its commercialization outside the region. In recent years, the
application of ultrasound as a preservation method has been investigated due to its capacity to inactivate
microorganisms, through the cavitation phenomenon caused by sonic waves. On the other hand, in the
development of functional foods, external ionic gelation encapsulation (EIG) has been explored, since it
is a strategy that allows protecting both water-soluble and fat-soluble bioactive compounds. Cod liver oil
(CLO) is of industrial interest as a food supplement, however, CLO can be affected by factors that
degrade it. One strategy to avoid these problems is the application of CLO. In this context, in the present
work it was proposed to evaluate the effect of ultrasound on the physicochemical and microbiological
characteristics of pineapple juice, enriched with CLO encapsulated in alginate by CLO. Capsules were
developed from emulsions with different concentrations of sodium alginate (1 and 2% w/w) and in three
solvents: Water (A), pineapple juice (J) and a 50:50 (w:w) mixture of Water-Pineapple Juice (AJ), adding
30% (w/w) of AHB and 1% of Tween 20 and a 2% (w/v) CaCl2 solution. Efficiencies higher than 90%
were presented, with process yields > 49%. The capsules obtained from the emulsion with 1% A showed
greater stability in its shape, due to the neutral pH (7) of the emulsions and its lower viscosity. The effect
of ultrasound time (15 and 30 min) and amplitude (40, 60 and 80%) (power: 130 W; frequency: 20 kHz;
amplitude at 100%: 120) in an ice bath (-5 °C) on the microbial load of pineapple juice was subsequently
evaluated. The different ultrasound treatments had no effect on the physicochemical parameters and
vitamin C content of the juice. They did not reduce the microbiological load of fungi and yeasts, but a
reduction in the load of aerobic bacteria was achieved, with the treatment at 15 min and 60% amplitude
being the most effective. However, due to the lack of reduction in the load of fungi and yeasts, it was
decided to modify this treatment, removing the ice bath to allow the sample to be heated by the
ultrasound action. In addition, 0.1% sodium benzoate was added to the juice before being treated. By
applying this new experiment, it was observed that the treatment did not affect the physicochemical
parameters of the juice, except for the vitamin C content, which was reduced. However, a 99% reduction
in aerobic bacteria was achieved with a present load of 3.23 Log CFU/mL and the absence of fungi and
yeasts. Once the ultrasound conditions were established, the AHB capsules were added and the drink
was stored for one month under refrigeration (4 °C). At the end of the storage, the capsules did not
present changes in their morphology and in their encapsulation efficiency. The proposed final treatment
is suitable for application in pineapple juice, without generating changes in its physicochemical
parameters and generating the reduction of microorganisms. Shelf life tests are necessary to delimit the

storage conditions of the developed functional drink.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

El procesamiento térmico es el mas utilizado para aumentar la vida de anaquel de bebidas; sin embargo,
las altas temperaturas alteran las propiedades nutricionales, fisicoquimicas y sensoriales de los
alimentos, disminuyendo su calidad (Aneja et al., 2014). Para evitar estos efectos negativos, se ha
investigado la aplicacion del ultrasonido para la inactivacién microbiana, debido a su capacidad para
destruir paredes celulares y membranas bioldgicas a través del fendmeno de cavitacion causado por
las ondas sonicas (Ulloa et al., 2013; Huang et al., 2017). Esta tecnologia utiliza temperaturas de
procesamiento inferiores a los procesos convencionales (ej., pasteurizacion, ultrapasteurizacion),

favoreciendo la conservacion de las propiedades fisicoquimicas del producto (Ortiz et al., 2021).

En otro contexto, existe el interés de desarrollar alimentos funcionales listos para su consumo para
satisfacer la demanda de consumidores interesados en llevar una dieta saludable y acorde a su ritmo
acelerado de vida. Para obtener un alimento funcional se puede optar por la adicion de compuestos
bioactivos, no obstante, el enriquecimiento directo de estos componentes en los alimentos es limitado,
pues ciertos factores los degradan, como el pH, temperatura, luz, humedad, oxigeno, tiempo de
almacenamiento, entre otros (Tripathy et al., 2021). En este campo, la encapsulacion por gelificacion
ibnica es una estrategia que permite proteger compuestos bioactivos tanto hidrosolubles como
liposolubles (Ortiz et al., 2021), consiste en producir pequefias gotas de solucion a partir de la mezcla
del material de recubrimiento y el compuesto que se desea encapsular. EI material de recubrimiento
comunmente usado es el alginato de sodio, debido a que es un polimero de facil acceso, baja viscosidad
y alta reactividad con los iones calcio. Esta solucién se fuerza a través de boquillas generando gotas, y
estas caen en un bafio de iones calcio, formando asi una capsula de gel (Ortiz et al., 2021). La industria
alimentaria ha generado un interés sobre la aplicacién del aceite de higado de bacalao (AHB) como
aditivo nutricional o suplemento alimentario para la ingesta diaria, debido a que es uno de los aceites
que ademas de proporcionar una fuente de acidos grasos poliinsaturados omega-3 (w3-PUFA), también
brinda una fuente de vitamina Ay D (Dyck et al., 2011), presentando efectos fisioldgicos positivos en la
salud de los consumidores, como la reduccion de los lipidos en sangre, la regulacién de la presién
arterial y el colesterol. Sin embargo, el AHB puede verse afectado por factores que lo degraden. Por lo

tanto, una estrategia para evitar estos problemas es la aplicacion de la GIE.

En la Cuenca del Papaloapan se cuenta con una amplia variedad de frutos que pueden utilizarse para
el desarrollo de bebidas. De acuerdo con la Secretaria de Desarrollo Agropecuario, Pesca y Acuacultura
(Sedapa), esta regién es uno de los lugares con mayor produccién de pifia. En la actualidad la Cuenca
del Papaloapan cuenta con productores locales de jugos de pifia, siendo un producto comercial
importante del cual se sostienen varias familias y productores agricolas; sin embargo, presenta una

corta vida Util debido a que se comercializa sin un proceso de conservacion que garantice su distribucion



Introduccién

fuera de la region. El jugo de pifia es un producto al que se le pueden aplicar ambas tecnologias citadas
arriba; el ultrasonido para reducir la carga de microorganismos y la adicion de compuestos bioactivos
encapsulados para brindar un efecto positivo en la salud de sus consumidores. Por ello, el objetivo
general del presente trabajo de investigacion es evaluar el efecto del ultrasonido sobre las
caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas del jugo de pifia, enriquecido con aceite de higado de
bacalao encapsulado en alginato.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de la pifia (Ananas comosus)

La pifia (Ananas comosus) forma parte de la familia Bromeliaceae, una familia muy grande de las
regiones tropicales de América (originaria de Africa); la mayoria de las plantas crecen sobre los troncos
y ramas de los arboles (epifitas), sin embargo, la pifia crece sobre el suelo. Es una planta herbacea
perenne y monocarpica. Cada tallo florece sélo una vez y muere después de fructificar, entonces, un
brote lateral toma el lugar de la planta madre (Morga y Cruz, 2014): El cultivo de pifia se establece en
los meses entre abril a junio. Pero se puede sembrar todo el afio siempre y cuando se cuente con un
sistema de riego (Ministerio de Economia Familiar Comunitaria [MEFC]). La cosecha de la pifia inicia a
principios del otofio (noviembre), y se mantiene en el invierno (diciembre y enero) mostrando una baja
en la produccién, pero a partir de febrero a junio aumentan los niveles de cosecha, bajando nuevamente
su produccién entre julio y octubre (Morga, 2003). En general, se espera que la planta de pifia dé frutos
dentro de los 15 meses o0 hasta dos afios después de la siembra. Los primeros tres meses después de
la siembra son la etapa critica para la floracién y maduracién de la fruta, ya que la planta se vuelve
sensible a factores climéaticos, como la temperatura y la nubosidad. Requiriendo el cultivo de pifia

temperaturas 6ptimas entre 20 y 30 °C con suficiente luz solar (Ali et al., 2020).

Para clasificar el estado de maduracién de la pifia se utiliza el indice de color del fruto (Figura 2.1) que
se describe en la Tabla 2.1. En el presente proyecto de investigacion se utilizaran frutos con un indice

de maduracioén 5 para la produccion de jugo.

Tabla 2.1 Descripcién del indice de color de maduracion de la pifia.

Nivel de L
Descripcion
color

Color principalmente verde ocre con oscurecimiento en las fisuras que dividen las

1 )
escamas que forman la corteza después de cosecha.

Color amarillo en la parte superior de cada escama que forma la piel y esta empieza a

2 . S
desarrollarse hacia los extremos cuando la madurez inicia.

3 Color amarillo-anaranjado en practicamente todo el fruto y solo los extremos presentan
una pequefia tonalidad verde. Las hojas de la corona han perdido turgencia.

4 Color totalmente anaranjado. El extremo basal del fruto es menos firme y las hojas de la
corona presentan marchitamiento

5 Color intensamente anaranjado. El extremo basal del fruto es firme y las hojas de la

corona presentan marchitamiento
Fuente: (MEFC)
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Figura 2.1 indice de maduracion de la pifia. Tomado de:(MEFC)

2.1.1 Produccién de pifia en la Cuenca del Papaloapan

El cultivo de la pifia ha tenido mayor impacto en todas las zonas tropicales, encontrandose entre los
principales productores a: Tailandia, Filipinas, India, China, Nigeria y México, este Ultimo en el noveno
lugar a nivel mundial. En México, la pifia es uno de los cuatro frutos tropicales mas importantes en
cuanto a produccion, junto con el mango, el aguacate y la papaya (lbarra et al.,, 2021). La mayor
produccion de pifia se encuentra en los estados de: Veracruz, Oaxaca y Tabasco. La Secretaria de
Desarrollo Agropecuario, Pesca y Acuacultura (Sedapa, 2022) ha informado que Oaxaca se encuentra
por debajo de Veracruz, como segunda entidad en produccién anual de pifia, y en conjunto forman la
zona de mayor produccion del pais, la denominada Cuenca del Papaloapan, zona baja (Morga y Cruz,
2014). En el 2019, el 80% de la producciéon nacional de pifia se consiguié en la regién del Bajo
Papaloapan, que esta constituida por siete municipios del estado de Veracruz (Isla, Juan Rodriguez
Clara, José Azuela, Chacaltianguis, Medellin, Alvarado y Tlalixcoyan), y por dos municipios del estado
de Oaxaca (Loma Bonita y Tuxtepec). En la Tabla 2.2, se aprecia la produccién de pifia durante el afio
2022 de los diferentes municipios pertenecientes a la Cuenca del Papaloapan ( Servicio de Informacién

Agroalimentaria y Pesquera [SIAP]).

Tabla 2.2 Produccidn de pifia durante el afio 2022 en la Cuenca del Papaloapan

Municipio Superficie (ha) Valor de produccion (miles de pesos)
sembrada Cosechada
Tuxtepec 580 580 250,915.52
Loma Bonita 1,483.50 1,483.50 743,203.68
Tlalixcoyan 297 295 57,703.30
Alvarado 212 210 42,526.08
Medellin 940.5 940 195,534.61
Isla 11,461.40 4,972.90 1,126,055.92
Juan Rodriguez Clara 11,394.00 4,516.00 947,900.40
José Azueta 10,591.00 3,648.00 796,735.86

Fuente: (Diaz et al., 2023; SIAP)



Antecedentes

De la pifia que se produce en México, un 70% se destina normalmente para el mercado nacional de
fruta fresca, un 20% para transformaciones de la fruta y un 10% para el mercado de exportacién de fruta
fresca, siendo E.U.A su principal destino (Morga y Cruz, 2014). La pifia se consume principalmente
como fruta fresca, enlatada, minimamente procesada y como saborizante debido a su dulce sabor y
aroma. Existe una amplia gama de productos de pifia procesada que esta disponible en el mercado,
incluido el jugo de pifia, la pifia seca y congelada, el néctar y la pifia enlatada (Morga y Cruz, 2014). En
la Cuenca del Papaloapan la pifia se cosecha de noviembre a julio. La produccién obtenida en los
primeros meses de ese periodo se destina preferentemente a la industria; en los meses finales, la
abundancia de la fruta, asi como su maduracion acelerada a causa de las altas temperaturas, obliga a
canalizar una elevada proporcion de la cosecha al mercado interno de pifia fresca. Entre las unidades
industriales que se encuentran en municipios como Loma Bonita estan: Cofrinsa, Herdez y Empacadora
Clara, estos producen pifia en rebanadas, medias rebanadas, trozos, cubos, molida y jugo (
Departamento de Estudios y Proyectos [DEP],1983). Actualmente, estas empresas ya no se encuentran
vigentes en el municipio de Loma bonita, sin embargo, se han instalado nuevas empresas de conservas
de pifia como: Blue Planet Food, Conservas la Bonita y Conserva de Pifia la Espafiola. En los municipios
como Tuxtepec y Loma bonita existen productores locales de jugo de pifia, que elaboran de manera
artesanal el jugo de pifia mediante prensado en frio; sin embargo, este producto se comercializa sin un
proceso de conservacion que garantice su distribucion fuera de la region (DEP, 1983). Debido a la
relevancia agricola, econdmica y cultural de este fruto, se seleccioné como objeto de estudio en el

presente proyecto de investigacion.

2.1.2 Aporte nutricional y compuestos bioactivos en la pifia

De acuerdo con la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) y al
Departamento de Agricultura de E.U.A (USDA, por sus siglas en inglés), la pifia es una fuente
significativa de vitaminas (vitamina C, tiamina y riboflavina) y minerales, como se aprecia en la Tabla
2.3 (Ibarra et al., 2021). También se han reportado algunos compuestos bioactivos presentes en la pifia,
como carotenoides y fenoles (Ibarra et al., 2021). Hossain y Rahman (2011), reportaron que la pifia es
una buena fuente de antioxidantes, por la significativa presencia de fenoles. Zdrojewicz (2018), dio a
conocer que la pifia madura contenia aproximadamente 28 mg de vitamina C, siendo un antioxidante
gue mantiene las células sanas contra los radicales libres. Cannon y Ho (2018), reportaron la presencia
de tiamina en la pifia, la cual tiene una importante aportacion en el control de pacientes con problemas
en el sistema nervioso. La tiamina es beneficiosa para reducir los cambios metabélicos debidos a la
diabetes y los niveles de glucosa. La pifia también contiene bromelina, una enzima que actda en la

mejora de la digestion y como agente cardioprotector (Asim et al., 2015).



Antecedentes

Tabla 2.3 Composicion nutricional de la pifia (Ananas comosus).

Nutrientes Valor por 100 g Nutrientes Valor por 100 g
Agua 8649 Vitaminas
Energia 50 kcal Vitamina C (Acido ascérbico) 0.079 mg
Proteina 0.54 ¢ Vitamina B! (Tiamina) 0.032 mg
Lipidos totales (grasas) 0.12g Vitamina B2 (Riboflavina) 0.5 mg
Carbohidratos 13.12¢ Vitamina B? (Niacina) 0.112 mg
Fibra dietética total l4g9 Vitamina B¢ 18 ug
AzUcares totales 9.85¢g Acido folico 3 Ul
Minerales Vitamina A 0.02 mg
Calcio, (Ca) 13 mg Vitamina E (Alfatocoferol) 0.7 ug
Hierro, (Fe) 0.29 mg Vitamina K (Filoquinona) 47.8 mg
Magnesio, (Mg) 12 mg Lipidos
Fésforo, (P) 8 mg Acidos grasos saturados totales 0.009 g
Potasio, (K) 109 mg Acidos grasos moniinsaturados totales  0.013 g
Sodio, (Na) 1 mg Acidos grasos poliinsaturados totales 0.049g
Zinc, (Zn) 0.12 mg

Fuente: (Ibarra et al., 2021).

Como se reporta en la Tabla 2.3, la pifia contiene vitamina C o acido ascorbico, siendo muy importante
para la nutricion, ya que es una sustancia esencial que previene enfermedades como el escorbuto y
presenta la funcion de antioxidante biol6gico. Ademas, los humanos no tienen la capacidad de sintetizar
este componente, por lo que debe ser suministrado por la dieta. Sin embargo, su estabilidad en los
alimentos se ve afectada por factores como las condiciones de proceso, almacenamiento y con la
composicién de la matriz alimentaria; por lo que la vitamina puede degradarse debido a factores como
la temperatura, pH, luz, tiempo, presencia de enzimas, oxigeno y catalizadores metalicos. Existen
estudios de conservacion de alimentos como los jugos donde se han evaluado el contenido de vitamina
C y se ha reportado que este componente sufre una reduccion significativa; este efecto se atribuye a
que este compuesto puede degradarse facilmente por exposicién al calor y por oxidacion (Villareal et
al., 2013). Es por ello que este nutriente es considerado como un indice de la calidad del procesamiento
y almacenamiento de los alimentos, ya que, si se mantiene estable, nos indica que los demas
componentes presentes en el alimento también se mantienen estables (Kurozawa et al., 2014). Debido
a esto se selecciond como compuesto bioactivo marcador, es decir, se evaluara el efecto de las

condiciones de sonicacién sobre su contenido.

2.2 Lapasteurizacion y el benzoato de sodio como conservadores de alimentos

Los alimentos pueden sufrir deterioro a causa de los microorganismos (bacterias, levaduras y hongos),
teniendo implicaciones econémicas para los fabricantes y distribuidores, y de inocuidad y seguridad

para los consumidores. Para prevenir esta situacion se tiene como solucién la utilizacion de procesos



Antecedentes

térmicos y la adicion de conservadores quimicos para evitar y retardar el desarrollo de microorganismos
en los alimentos. Los procesos térmicos tienen como finalidad de reducir o eliminar la carga microbiana
inicial en el producto. Dichos procesos son los mas utilizados para aumentar la vida util de los alimentos
liqguidos como leches, bebidas fermentadas, y jugos de frutas y hortalizas; sin embargo, el producto
puede perder su calidad nutricional por la degradacion térmica de algunos nutrientes y compuestos
activos (Aneja et al., 2014). Actualmente, existen tres tipos de pasteurizacién térmica; Pasteurizacion
lenta o baja, Pasteurizacion rapida (HTST) y Proceso UHT o Ultra High Temperature. Existiendo
diferentes estudios de investigacion donde se han evaluado procesos térmicos en jugos de frutas a
diferentes temperaturas (75, 80, 85y 90 °C) y tiempos de tratamiento (30, 60, 90 y 120 s), y reportan
gue no hay cambios significativos en las caracteristicas sensoriales, pero si una reduccion significativa
del contenido de vitamina C; este efecto se atribuye a que esta vitamina puede degradarse facilmente
por exposicion al calor y por oxidacion (Villareal et al., 2013). Sin embargo, la pasteurizacién lenta o
baja fue el primer proceso térmico creado y es uno de los tratamientos de pasteurizacion mas comunes
en donde se somete al producto a temperaturas entre los 65°C y 72°C, por lapsos de 15 y 30 minutos
para luego proceder al enfriamiento del liquido y su envasado. Se han reportado estudios como el de
Pupiales, (2021), donde reporta la evaluacion de diferentes tratamientos de pasteurizacion de
temperatura: 55, 60 y 65 °C en tiempos: 10, 20 y 30 min en un jugo de limén, reportando que el
tratamiento de 55 °C en 10 min se obtiene una muestra con menor perdida de vitamina C. Por su parte
Ocampos y Saquinga (2016) reportaron la pasteurizacion del zumo y jugo de naranja aplicando dos
tratamientos: 65 y 72 °C en tiempos de 15 y 30 min. Estableciendo que el mejor tratamiento para
preservar la calidad del zumo fue de 65°C por 30 min y para el jugo fue de 72°C por 15 min. Debido a

lo mencionado se opt6 por aplicar dichas condiciones convencionales en el presente estudio.

En cuanto a las sustancias conservantes quimicas mas usadas, se encuentra el benzoato de sodio, un
conservador sintético que se obtiene de manera industrial por reaccion del hidroxido de sodio con &cido
benzoico, siendo la sal sodica del 4cido benzoico. En la industria alimentaria es el conservante mas
utilizado por su menor costo y por prevenir la presencia de bacterias, levaduras y hongos.
Generalmente, son mas efectivos contra levaduras y mohos que contra bacterias en concentraciones
menores de 0.2%. Se ha utilizado ampliamente en la conservacién de alimentos acidos (pH<3.6), como
en refrescos, bebidas energéticas, zumos, jugos, cervezas sin alcohol, licores, vinos, mayonesas,
pasteleria. El acido benzoico como sus sales (benzoato de sodio) no tienen efectos nocivos para los
consumidores cuando se utiliza en pequefias cantidades, debido a que se elimina rapidamente del
organismo después de conjugarse con la glicina para formar &cido hipuarico (benzoiglicina), evitando asi
su acumulacién (Leén, 2017). El benzoato de sodio es un conservador que, al utilizarse en pequefas
concentraciones, no altera las caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y nutricionales de los

alimentos.
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2.3 Aplicacion del ultrasonido en el &rea de bebidas de frutas

En las Ultimas décadas se han desarrollado métodos no térmicos como alternativas para los
tratamientos térmicos de conservacion. Por ejemplo, la tecnologia de ultrasonido, que ademas de
mantener el producto con una vida de anaquel mas extensa, evita alteraciones en sus propiedades
sensoriales y en el contenido de compuestos bioactivos y nutricionales (Delgado, 2012b). El ultrasonido
se ha estudiado como método de conservacién en los alimentos debido al efecto de reduccién
microbiana, generado por las ondas sonoras a través de la energia vibratoria, cuyas frecuencias son
continuas y mayores a los 20 kHz, superando el limite auditivo del oido humano. La sonicacion se puede
clasificar de acuerdo con los intervalos de frecuencias utilizados, como se muestra en la Tabla 2.4
(Delgado, 2012a; Ulloa et al., 2013; Huang et al., 2017).

Tabla 2.4 Clasificacién del ultrasonido y sus aplicaciones generales en la industria alimentaria.

Tipo de ultrasonido Capacidad Aplicacién en alimentos
Baja intensidad Andlisis no invasivos, monitoreo de Carnicos crudos y fermentados
alimentos (procesamiento y Vegetales y frutos (cosecha)
Baja potencia (baja energia) almacenamiento) en el area de calidad e Quesos
Frecuencias >100 kHz inocuidad. Aceites de cocina
Intensidades <1 W-cm Cereales

Alimentos congelados

Alta intensidad Cambios en las propiedades fisicas,
guimicas y bioquimicas de los alimentos

Alta potencia (alta energia)  tratados (inactivacion microbiana e

Frecuencias 20 y 100 kHz inactivacion enzimaticay).

Intensidades >1 W-cm2

Fuente: (Ulloa et al., 2013; Huang et al., 2017)

La aplicacién del ultrasonido en los alimentos se puede clasificar en areas como; analisis, control de
calidad, asi como procesamiento, conservacion e inocuidad. El ultrasonido se ha aplicado a alimentos
como carnicos para la medicién de grasa en carnes. En frutas y vegetales se ha utilizado como método
de medicion para valorar el estado de madurez. En cereales, la aplicacion del ultrasonido va desde la
evaluacion de la calidad de la masa de productos de panificacién en procesos en linea, caracterizacion
de la fase de fermentacion en productos de panificacion, monitoreo en los cambios en la consistencia
de la masa de harina de trigo. En productos grasos y emulsiones se ha utilizado el ultrasonido para
monitorear la transicion de fase y cristalizacion de varias formulaciones de emulsiones aceite-agua. El
ultrasonido se ha utilizado como herramienta de monitoreo para la congelacién de los alimentos, debido
a que se utiliza para calcular el porcentaje del alimento congelado con funcién del tiempo, ofreciendo
una prediccién del tiempo para la congelacion total del alimento. La aplicacion del ultrasonido también

se ha estudiado para modificar las propiedades fisicoquimicas y mejorar la calidad de los alimentos. Las
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aplicaciones van desde la extraccion de sabores, desgasificacion, destruccion de espumas,
mejoramiento de la cristalizacion y modificacion del polimorfismo, de igual forma se ha utilizado como
herramienta para la esterilizacion de equipos y prevencion de contaminacién en el procesamiento de

los alimentos por microorganismos patdégenos o no patdégenos (Ulloa et al., 2013).

Entre los alimentos estudiados se encuentran los jugos de frutas, en ellos se han evaluado la
inactivaciéon microbiana y enzimatica, especialmente porque se ha demostrado su capacidad para
destruir paredes celulares y membranas biol6gicas a temperaturas de procesamiento inferiores a la
pasteurizacién convencional. En la siguiente seccidn se describe el mecanismo por el cual el ultrasonido

consigue disminuir la carga microbiana e inactivar enzimas.

2.3.1 Mecanismo de inactivacion microbiana por ultrasonido

Como se citd en la Tabla 2.4, el ultrasonido de alta intensidad (UAI) se utiliza para lograr la inactivacion
microbiana y enzimatica. En el proceso de sonicacion las vibraciones que genera el ultrasonido se
clasifican de dos formas: condensacion y rarefaccién. En los ciclos de condensacion, las particulas se
comprimen promoviendo un aumento de presion y densidad en el medio. En los ciclos de rarefaccion,
las particulas se separan, mostrando un comportamiento opuesto en presién y densidad. Durante estos
ciclos se producen miles de cavidades o burbujas, generando el fendmeno fisico conocido como
cavitacién, como se aprecia en la Figura 2.2. La cavitacién es un factor que promueve la muerte celular,
mediante efectos fisicos y quimicos como calentamiento y descarga eléctrica y produccion de radicales
libres. Los efectos fisicos que genera la cavitacion se clasifican en estables y transitorias. En la
cavitacion estable, las burbujas crecen, pero no colapsan, sino que se disuelven en el medio mediante
la formacién de remolinos que generan una microcorriente que roza la superficie celular, promoviendo
la formacion de poros u orificios en la membrana celular y alterando la pared celular. Para la cavitacion
transitoria, las burbujas crecen rapidamente y colapsan violentamente en burbujas o fragmentos mas
pequefios, lo que implica sonoluminiscencia, es decir, un fenémeno violento con miles de explosiones
y aumentos de temperatura y presioén que eliminan particulas de la superficie de la célula (Earnshaw et
al.,1995). En los efectos quimicos que genera la cavitacién durante la formacion, implosion y explosién
de burbujas, se encuentra la sondlisis del agua, es decir el rompimiento de enlaces quimicos, debido a
los efectos de la temperatura y la presion, generandose la formacion de radicales libres. Debido a que
el agua es una de las sustancias mas abundantes en los alimentos, las moléculas de agua se rompen
en OH-y H*. Estos radicales libres también tienen un efecto sobre la inactivacion microbiana, actuando
sobre la membrana celular en primer lugar. Pero cuando los radicales libres se combinan con otros
compuestos, se producen oxidantes, lo que se considera un efecto secundario sobre la inactivacién

microbiana por ultrasonido (Tsukamoto et al., 2004).
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Figura 2.2 Comportamiento de las burbujas durante la cavitacion desarrollado en un proceso de

ultrasonido de alta intensidad (Viresa, 2022).

En la Figura 2.3 se representan algunos efectos fisicos y quimicos generados por el fendmeno de
cavitacién en células microbianas, desde el dafio en la membrana por formacién de poros, falta de
componentes celulares, erosion y deposicién de particulas celulares en la superficie, asi como efectos
de sonoluminiscencia y quimioluminiscencia, produccion de radicales libres que se expresa como OH-
y H*, y aumento de temperatura y presion. Es importante sefialar que la frecuencia ultrasénica utilizada
debe ser inferior a 2.5 MHz, ya que la cavitaciéon no se producira por encima de ese nivel. También debe
considerarse que los microorganismos son relativamente resistentes a los efectos aqui sefialados, por
lo que se requieren periodos prolongados de ultrasonicacién, o potencias elevadas, para que el producto
sea seguro e inocuo (Piyasena et al., 2003). Por ello, se han realizado diferentes investigaciones para
definir especificamente las condiciones de ultrasonido que consigan un tratamiento de reduccién

microbiana adecuada para distintos alimentos.
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Temperatura
y presion

Figura 2.3 Mecanismo de inactivacion microbiana por el ultrasonido (Ulloa et al., 2013).

2.3.2 Estudios del proceso de ultrasonido en el tratamiento de bebidas de frutas

Actualmente, el método de ultrasonido se ha aplicado a nivel laboratorio en la elaboracién de bebidas,
como leches de sabores, panela, prebiéticos, yogur, y particularmente en jugos de frutas, con la finalidad
de evaluar su efectividad en la inactivacién microbiana y el efecto que puede o no generar sobre las
propiedades fisicoguimicas de los alimentos. En la Tabla 2.5, se pueden observar las condiciones del
ultrasonido que se han evaluado, asi como sus efectos sobre la reduccién microbiana y fisicoquimicas
de diferentes jugos de frutas.

Algunos estudios, como el realizado por Cordero, (2023), reportan el efecto de diferentes condiciones
del ultrasonido (Tabla 2.5) sobre la pérdida promedio del contenido de compuestos bioactivos del jugo
pulposo de pifia; vitamina C total, acido ascorbico, carotenoides, polifenoles totales, capacidad
antioxidante hidrofilica (H-ORAC) y color en la escala CieLab (L*, a*, b*). Los autores reportan que el
tiempo de sonicacion no afectd significativamente (p>0,05) los valores promedio del H-ORAC,
polifenoles totales, ni los descriptores del color (L*, a*, b*) del jugo de pifia. Sin embargo, reportaron que

a medida que se aumenta el tiempo de sonicacion las pérdidas de acido ascérbico son mayores.

11



Antecedentes

Tabla 2.5 Estudios sobre la evaluacion del efecto del ultrasonido sobre la carga microbiana y las
propiedades fisicoquimicas de jugos de frutos.

Fruto (s) base
de la bebida

Bhat et al., Lima
(2011)

Abid et al., Manzana
(2013)

Aadil et al., Toronja
(2015)

Jambrak et al., Manzana,

(2018) arandano y
mora azul

Adekunte et al., Tomate

(2010)

Starek et al., Tomate
(2021)

Rodriguez et Meldn

al., (2022)

Cordero, 2023 Pifia

Tiempo: 0, 30 y 60
min

Frecuencia: 25 kHz
Potencia: 70%
Temperatura: 20 °C
Tiempo: 0, 30, 60 y
90 min

Frecuencia: 25 kHz
Potencia: 70% (350
w)

Temperatura: 20 °C
Tiempo: 30 y 60 min
Frecuencia: 28 kHz
Potencia: 70%, 420
wW

Temperatura: 20, 30,
40,50y 60 °C
Tiempo: 3, 6 y 9 min
Frecuencia: 20 kHz
Potencia: 70 % 525
wW

Amplitud: 60, 90 y
120 ym
Temperatura: 20, 40
y 60 °C

Tiempos: 2 a 10 min,
con pulsos de 5 s
encendido y 5 s
apagado.
Frecuencia: 20 kHz
Amplitud: 24.4 y 61
pum

Temperatura no
reportada

Tiempo: 2,5y 10 min
Intensidad: 28 y 40
Wicm?

Temperatura no
reportada

Tiempo: 10 y 15 min

Frecuencia: 20 kHz

Intensidad: 27 y 52
wicm?

Temperatura no
reportada

Amplitud del 40%
(24,4 pm),

Intensidad de 39.4
W/cm?

Potencia 750 W
Frecuencia de 20
kHz

Tiempos (4, 8, 12, 16
y 20) min
Temperatura a 25 (=
2) °C.

Efecto sobre carga
Factores evaluados
microbiana

Reducciéon microbiana
significante a los 60 min.

Reduccion  microbiana
significante a 60 y 90
min.

Reducciéon  microbiana
significante a 60 °C
durante 60 min.

La inactivacion
microbiana eficaz
ocurri6 a 40 y 60 °C a
través de las amplitudes
de 90 pm y 120 pm, y
tiempo de tratamiento
de 6 min.

Inactivacién de
levaduras a una
amplitud de 61 umyaun
tiempo de 10 min.

Inactivacién microbiana
a una intensidad de 40
W/cm?, durante 5 y 10
min.

Inactivacion total en
bacterias coliformes a
una intensidad de 52
W/cm?, con 10 min de
sonicacion.

No reportado

Efecto sobre
propiedades
fisicoquimicas

No se observé un efecto
significativo en el pH,
sélidos solubles totales
(Brix) y acidez titulable.

No se observé un efecto
significativo en el pH,
sélidos solubles totales
(Brix) y acidez titulable.

Diferencias en los valores
de color y contenido de
carotenoides.

No reportado.

No reportado.

Sin efectos significantes
en el pH.

Cambios menores en el
contenido de licopeno y
disminucion en el
contenido de vitamina C.
Los carotenoides
aumentaron hasta un 42
% y los fenoles
disminuyeron un 33 %.
La capacidad
antioxidante del jugo fue
mejorada

A medida que se
increment6 el tiempo de
sonicacién las pérdidas
promedio del &cido
ascorbico es mayor
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En los demas estudios reportados en la Tabla 2.5, se observan que ademas de evaluar las
caracteristicas fisicoquimicas y presencia de &cido ascoérbico, evallan la inactivacion microbiana por
efecto de las condiciones de ultrasonido, siendo las mas estudiadas el tiempo, potencia, amplitud,
frecuencia y temperatura, reportandose que a condiciones mayores se genera una inactivacion
microbiana mas efectiva. Las potencias se han evaluado entre 420 y 525 W, por lo que valdria la pena
evaluar potencias mayores. En los antecedentes reportados se han estudiado tanto los analisis
fisicoquimicos como los analisis microbiol6gicos, con la finalidad de poder evaluar el efecto que brindar
la aplicacion del ultrasonido en la calidad e inocuidad de los alimentos tratados. Es importante mencionar
que los diferentes estudios presentan variaciones en las condiciones que estudiaron respecto al equipo

de ultrasonido.

2.4 Evaluacion de la calidad de los alimentos

Para estudiar las caracteristicas de un alimento existen diferentes andlisis a evaluar, entre los cuales se
encuentran los analisis fisicoquimicos, que evallan los parametros del producto final como; el pH,
sélidos totales, acidez titulable total, color y el contenido de vitamina C. Mientras que el analisis
microbiolégico se realiza para tener una mayor seguridad de que los alimentos son libres de

contaminacion microbioldgica.

2.4.1 Pruebas fisicoquimicas

Los parametros fisicoquimicos que suelen estudiarse en los alimentos liquidos son: el pH, sélidos

totales, acidez titulable total, color, fuera de estos también se determina vitamina C.

El pH de los frutos y jugos se encuentra entre un intervalo de 2.0-4.7, y estos valores varian con el grado
de madurez de la fruta. Esta acidez en los frutos es debido a la presencia de acidos organicos. El pH
de un alimento puede variar de acuerdo al tipo de procesamiento al que debe de ser sometido para
asegurar la estabilidad microbioldgica, la inocuidad, vida de anaquel y condiciones de almacenamiento.
Las variaciones del pH pueden ocasionar la formacién de precipitados, cambios de color o potenciar la
actividad enzimética, generando cambios indeseables en el producto (McCabe, 2003; Roobha et al.,
2011).

Los sélidos solubles totales se miden en °Brix, que es una escala de la relacién que existe entre la
densidad de un jugo y el contenido de azucar. Se define como el porcentaje masa/masa de soélidos
disueltos presentes en una solucion acuosa (Shachman, 2004). Usualmente en los jugos de frutas, la
totalidad de solidos solubles habitualmente no solamente suele ser sacarosa, ya que también estan
presentes acidos organicos disueltos, sales, polialcoholes que pueden alterar el valor de los °Brix

(Sibaja, 2015). Los sélidos solubles son un importante indicador de calidad, puesto que de ellos depende

13



Antecedentes

el sabor y la viscosidad del producto. Las condiciones de procesamiento en el jugo podrian alterar la
naturaleza de los sélidos solubles, debido a que generan la ruptura de las estructuras y en consecuencia
la liberacion de sustancias solubles. Ademas, la disminucion de los niveles de °Brix podria atribuirse al
inicio de la fermentacion debido a un procesamiento ineficiente y/o a temperaturas de almacenamiento

inadecuadas de algunos de los jugos (Nonga et al., 2014).

La acidez de una sustancia se puede determinar por métodos volumétricos. Esta medicién se realiza
mediante titulacién, en la cual se utilizan el titulante, el titulado y el colorante. La reaccién entre el &cido
y la base se observa con un colorante, y el mas utilizado es la fenolftaleina, el cual cambia a color rosa
cuando se encuentra presente una reaccion acido-base, siendo el agente titulante la base y el agente
titulado el &cido (sustancia que contiene el acido). Durante la conservacion de alimentos y en el deterioro
de estos, se pueden presentar cambios en la acidez del alimento debido a la accién enzimatica y el

desarrollo de microorganismos (Abiola et al., 2018).

Por otra parte, el color es el resultado de la interaccion de la luz con el objeto, y dependera de la
constitucién fisicoquimica del alimento, siendo un parametro sensorial importante, porque define el
atractivo visual hacia los consumidores. Los procesos térmicos pueden ocasionar variaciones en el color

debido a la accién enzimética y la degradacion de pigmentos (Tiwari et al., 2010).

El 4cido ascérbico (CsHsOs) 0 vitamina C, pertenece a la familia de los monosacaridos. En la Figura 2.4
se observa la estructura quimica del acido ascérbico, conformado por una cetolactona soluble en agua
con dos grupos hidroxilos endlicos ionizables, por lo que tiene caracteristicas reductoras; es termolabil
y se oxida facilmente en presencia de luz y el oxigeno del aire. Sus dos formas moleculares principales
se encuentran en equilibrio y ambas presentan actividad biolégica. En la industria alimentaria, se ha
aprovechado por su capacidad antioxidante y estabilizadora. La palabra ascorbico, deriva del
latin a (que significa no) + scorbutus y se refiere al escorbuto, la enfermedad causada por la deficiencia
de vitamina C. Este problema se debe la incapacidad para sintetizar el compuesto organico debido a la
falta de la enzima L-gulonolactona oxidasa, responsable de la Gltima fase metabdlica necesaria para la
transformacion de la glucosa en vitamina C. Por ello, se recomienda el consumo de acido ascérbico con
alimentos ricos en este elemento, como frutas y verduras (Loewus, 1999; Bineesh et al., 2005; Varvara
et al., 2016).
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Figura 2.4 Formas moleculares en equilibrio del acido ascoérbico (Bineesh et al., 2005).

Sin embargo, las frutas y verduras pasan por varios pasos de manipulaciéon, almacenamiento y
procesamiento antes de consumirse. El procesamiento térmico aporta seguridad microbiana, textura y
sabor, pero la aplicacion de calor provoca la pérdida de vitaminas y minerales. Por ello, el &cido
ascorbico soluble en agua se destruye facilmente durante el proceso de limpieza y coccién. En el
procesamiento de alimentos puede haber diferentes factores que pueden influir en la naturaleza del
mecanismo de degradacion, incluyendo: la temperatura, la concentracion de sal y azlcar, el pH, el
oxigeno, las enzimas y el catalizador metdlico (Bineesh et al., 2005). El acido ascorbico (AA) es una
vitamina esencial en la dieta humana, y su determinacién es posible por técnicas sensibles y rapidas.
Este compuesto se puede determinar mediante el método de AOAC 967.21 (método de titulacion con
indofenol) (AOAC; 2006).

2.4.2 Pruebas microbiol6gicas

Los jugos de frutos contienen diferentes nutrientes, estos se convierten en un medio apropiado para el
crecimiento de microorganismos que conducen al deterioro de la bebida. Si un jugo no es tratado
adecuadamente, durante su almacenamiento suelen desarrollarse bacterias, hongos y levaduras, los
cuales generan el deterioro del producto, alterando el color, sabor y generando fermentaciones
(Vasavada, 2003). Para tener una mayor seguridad de que los alimentos son libres de contaminacion
microbiolégica, se han establecido distintas normas nacionales e internacionales con criterios
estipulados para definir la calidad e inocuidad de estos productos. Entre las normas que se encuentran

en México, se pueden citar:

e NOM-109-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Procedimiento para la toma, manejo y transporte de
las muestras de alimentos para su andlisis microbiolégico.
e NOM-110-SSA1-1994, Bienesy servicios. Preparacion y dilucién de muestras de alimentos para

su andlisis microbioldgico.
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¢ NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en
placa.
e NOM-111-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en

alimentos.

En el presente trabajo de investigacién se seguiran los protocolos correspondientes para determinar el
contenido de mohos y levaduras, y bacterias aerobias (conteo estandar); que podrian indicar una visién

general del efecto del ultrasonido sobre la carga microbiana del jugo de pifia.

2.5 Encapsulacién de compuestos bioactivos mediante gelificacion iénica

En el presente trabajo de investigacion se decidié enriquecer el jugo tratado por ultrasonido con un
compuesto bioactivo, para satisfacer la demanda de alimentos funcionales que en los Ultimos afios ha
ido en aumento, que se disparé incluso durante la pandemia por COVID-19. La adicion de nutrientes y
compuestos bioactivos de forma directa para el enriquecimiento en alimentos es limitado, debido a
diferentes factores (incompatibilidad entre el ingrediente activo y la matriz del alimento o al ser digeridos,
pH, temperatura, luz, humedad, oxigeno, tiempo de almacenamiento) que degradan a los compuestos
activos (Tripathy et al., 2021). Debido a esta situacion, se ha propuesto la encapsulacion como
estrategia para la proteccién de compuestos bioactivos, aportando una mejor estabilidad fisicoquimica
al compuesto bioactivo, teniendo una menor degradacion del compuesto y control de su liberacién (Ortiz-
Romero et al., 2021). EI método de encapsulacién envuelve a través de una matriz al compuesto activo.
Esta matriz puede estar compuesta por algin polimero u otro tipo de compuesto o0 mezclas de estos
(Parra, 2010; Céaceres et al., 2020; Nifio et al., 2022).

Existen diferentes métodos de encapsulacion, los cuales pueden ser clasificados en dos grupos: los
métodos fisicoquimicos y fisicos, los cuales cuentan con diferentes técnicas de encapsulacién, como se
aprecia en la Figura 2.5. Las diferentes técnicas de encapsulacion se pueden elegir de acuerdo con las
caracteristicas de la particula requerida (morfologia), material de pared, escala (laboratorio, piloto o
industrial) y la aplicacion en alimentos, farmacéutica, cosmética o textil (Aldana et al., 2004; Ortiz et al.,
2021; Nifio et al., 2022; Diaz et al., 2023). En la Tabla 2.6 se presentan las ventajas y desventajas de
las principales técnicas de encapsulacion, que muchas veces sirven como criterio de decision en la

seleccion de técnicas de encapsulacion.
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Una fase discontinua (mezcla de hidrocoloide con
el componente de interés) se dispersa en una
fase continua (lipido) hasta formar una emulsion
de agua en aceite.

Vesiculas formadas por capas de fosfolipidos. El
enrollamiento de la capa lipidica forma una
capsula debido a que no existe interaccion de los
lipidos con el agua.

Asociacion de soluciones y/o macromoléculas
con carga opuesta entre ellas. Esta asociacion
busca una mejora con el cambio del entorno,
como el pH, la temperatura y los iones
disponibles en la solucién.

Solucion con material de recubrimiento (alginato
de sodio) y compuesto activo. La solucion se
fuerza a través de boquillas generando gotas,
gue caen en un bafio de iones calcio.

— Fisicoquimicos

Se emplea para la encapsulacion de
microrganismos debido a que se obtiene un
tamafio de cépsulas uniforme produciéndose
aglutinaciones vy, por lo tanto, menos grietas o
poros.

Secado a alta temperatura (100 °C), logrando la
conversion de una solucion liquida a un polvo de
microcapsulas de tamafio y morfologia
controlada.

Fisicos

Secado a baja temperatura (<40° C), util para
compuestos  activos 'y  materiales de
encapsulaciéon que tienden a ser sensibles al
calor.

Mezcla del compuesto activo y la matriz
polimérica en el equipo de extrusion
especializado para formar las capsulas, el equipo
tiene una boquilla con un didametro especifico
para la formacién de las capsulas.

TYRIIRY

Figura 2.5 Clasificacion de los métodos de encapsulacion de compuestos bioactivos (Aldana et al.,
2004; Ortiz et al., 2021; Nifio et al., 2022; Diaz et al., 2023).
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Tabla 2.6 Ventajas y desventajas de los principales métodos de encapsulacion.

Métodos Técnicas Ventajas Desventajas
Liposomas e Permeabilidad e Evitar la exposicién al oxigeno
e Estabilidad e Limitar las temperaturas excesivas.
e Adicion de antioxidante
Emulsion e Técnica simple ¢ No presenta control en la morfologia, tamafio
¢ Estabilidad de compuestos y rugosidad de las capsulas
Coacervacion e Rapiday alta escalabilidad e Incompatibilidad entre los materiales de
industrial encapsulacion
Gelacion ibnica e  Capsulas uniformes e Solo para encapsular microorganismos
Fisicoquimicos interna
Gelacion ibnica e Comdn y facil para e Raépida liberacion del compuesto a través
externa compuestos solubles e del gel, por lo que es necesario el uso de
insolubles. una emulsion
e No emplea altas temperaturas
e No emplea disolventes
orgéanicos
e Capsulas (>2000 ym)
e Eficiencia
Secado por e Proceso escalable e Las altas temperaturas en la camara de
aspersion secado pueden dafiar el compuesto activo y
los materiales de encapsulacién
Extrusion e Proceso rapido (100 a 300 e Las capsulas tienen altos niveles de
microcapsulas por segundo) humedad alterando su estabilidad por lo que
requiere de un equipo de secado
Fisicos . Spsceptibilidad a contaminacion microbiana
e Vida util mas corta (30 dias)
Liofilizacién e Temperaturas y presiones e Eltiempo del proceso, es lento
bajas (deshidratacion).
e Las cépsulas presentan una estructura
e El dafio al compuesto activo y porosa
al material de encapsulacion
es minimo

Fuente: (Aldana et al., 2004; Ortiz et al., 2021; Nifio et al., 2022; Diaz et al., 2023).

2.5.1 Gelificacion idnica externa (GIE)

Entre las técnicas de encapsulacion se encuentra la gelificacién iénica externa que consiste en producir
pequefias gotas de solucion a partir de la mezcla del material de recubrimiento y el compuesto que se
desea encapsular. El material de recubrimiento cominmente usado es el alginato de sodio, debido a
que es un polimero de facil acceso, baja viscosidad y alta reactividad con los iones calcio. Esta solucién
se fuerza a través de boquillas generando gotas, y estas caen en un bafio de iones calcio, formando asi
una capsula de gel. Este mecanismo se denomina de gelificacion i6nica externa y es el mas comun y
facil para ambos tipos de compuestos, solubles e insolubles. La GIE brinda tamafios de capsulas més
grandes (>2 mm) y una mejor eficiencia de encapsulacion, por ello se utiliza para la encapsulacion de
aceites esenciales, compuestos bioactivos y extractos (Ortiz et al., 2021). Los alginatos son polimeros
de carbohidratos derivados de algas pardas de la Clase Feoficeas. Los alginatos se componen de dos
azlicares uronato y las sales de acido manurdénico y gulurénico derivadas del &cido alginico. Durante la
obtencién de alginatos de algas recolectadas, los acidos urénicos se convierten en las formas salinas
manuronato (M) y guluronato (G) mediante un paso de neutralizacion. El alginato es un copolimero

compuesto de largas cadenas de bloques M o G. Estos bloques pueden ser homogéneos (GG, MM) o
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heterogéneos (MG, GM). La Figura 2.6 muestra la estructura quimica del alginato y los bloques G y M.
La proporcién, distribucion y longitud de los tipos de bloques determinan las propiedades quimicas y

fisicas del alginato, como la rigidez o flexibilidad relativa de los geles formados en presencia de iones
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metalicos (Letocha et al., 2022).

OH

G G M M G

MMMM GM GGGGGM GM GGGGGGG GM M GMGMGGM
() —_— — — \_ J

Y
Bloque (M) Bloque (G) Bloque (G) Bloque (GM)

Figura 2.6 Estructura quimica del alginato y los bloque G y M (Helgerud et al., 2009).
En presencia de cationes monovalentes, como lo es el sodio, los alginatos no forman geles y pueden
usarse como agentes espesantes en los alimentos. En presencia de cationes divalentes, los alginatos
forman geles. El calcio es el catibn mas comunmente utilizado para inducir la formacién de gel. Debido
a que el catién actia como reticulante o puente entre los grupos funcionales de las cadenas de alginato.
Los grupos funcionales del alginato tienen una gran afinidad por el calcio generando una transformacion
conformacional de las cadenas de poliuronido en forma de caja de huevo, en las que los cationes estan
fuertemente quelados (Acartiirk, F., y Takka, S., 1999). La agregacion de cadenas de alginato conduce
a la formacion de geles, ya que se forman enlaces de hidrégeno entre los atomos de oxigeno (O) y el
ion metalico divalente, y se forman enlaces idnicos entre los grupos carboxilo y el mismo ion metélico,

como se aprecia en la Figura 2.7.
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Acido gulurénico

Acido Manurénico

Figura 2.7 Representacién del modelo "caja de huevos" de gelificacion del alginato (Helgerud et al.,
2009).

2.5.2 Encapsulacion de compuestos bioactivos por GIE

La GIE es una alternativa que ofrece la proteccion de las condiciones externas de los compuestos
bioactivos. Calvo et al. (2018) reportan la retencién de un 15 % a un 60 % de betacianinas y polifenoles
extraidos de residuos de betabel en capsulas de Ca (ll)-alginato. Castafion et al., (2020) realizaron una
evaluacion de la estabilidad de jugo de naranja encapsulado mediante gelacién idnica. Utilizaron
alginato de sodio y pectina de alto metoxilo. Demostraron que las cépsulas almacenadas a 4 °C
obtuvieron parametros de calidad aceptables comparados con las almacenadas a temperatura
ambiente. La GIE de compuestos bioactivos han tomado gran auge debido al impacto positivo que
representan en la salud humana. La técnica de GIE presenta un gran potencial como una alternativa de
conservacion para este tipo de compuestos. Es importante mencionar que también existe un amplio
estudio sobre la GIE con compuestos activos liposolubles como los aceites esenciales obtenidos de

diversas plantas, como se aprecia en la Tabla 2.7.
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Benavides et al.
(2016)

Céceres et al.
(2020)

Velazquez et al.,
(2020)

Wissam y
Samer, (2019)

Silvaet al.,
(2019)

Castafién et al.,
2020

Tabla 2.7 Estudios de encapsulacion por gelificacion iénica externa.

Autpr y Compugsto a.Ct'Y(.) y Factores evaluados Resultados
afo matriz polimérica

Aceite de tomillo
Alginato de sodio

Aceite de toronja
Alginato de sodio

Aceite de sésamo (SO).
Alginato de sodio y
mucilago de nopal
(SA-NM)

Aceite de linaza
Alginato de sodio

Aceite de sacha inchi

Jugo de naranja

Velocidades de  agitacion
(6000, 8000, 10,000, 12,000,
14,000, 16,000, 18,000 rpm).
Tiempos de agitacion (1, 3y 5
min).

Concentracion del compuesto
activo 1%, 2% y 3% (V/v).

Soluciones de CaCl, 2%, 5% y
10% (p/v).

Tiempos de entrecruzamiento
(30, 45y 60 min).

SA-NM: 2%

CaCl;: 2.5 %

Tiempo de reticulacion: 60 min
Compuesto bioactivo: 10 g de
aceite de sésamo

Velocidad de agitacion: 6400
rpm

Tiempo de velocidad: 10 min

Alginato de sodio: 1, 2, 3%
CaCl,: 0.2,0.3,0.4 M

Tiempo de reticulacion: 30 min
velocidad de agitacién: 300
rpm

tiempo de agitacion: 45 min

Alginato de sodio: 2 %

CaCly: 2 % plv

Tween 20y 80: 0.5y 1%
Tiempo de reticulacién: 30 min
Compuesto activo: 45%, 60% y
75%

Alginato de sodio: 0.5 %
Lactato de calcio: 3 % p/v
Pectina: 1.5,2y 2.5 %
Tiempo de reticulacion: 30 min
Compuesto activo: 45%, 60%
y 75%

Velocidad de 18,000 rpm durante 5
min, con una concentracién de
aceite de tomillo de 2% vlv,
obteniendo un %E de 85% y % LC
50%.

Cloruro de calcio de 7.4% p/vy un
tiempo de entrecruzamiento de 58
min obteniendo un rendimiento del
62%, %E de 100% con un %LC
10% p/p.

Las capsulas SA-NM T dieron una
forma semiesférica irregular %E >
75.44 %

2% de alginato de sodio con
solucién gelificante de CaCl, 0,3 M,
obtuvieron un %E 93,46 + 0,064

El sistema con Tween 20 al 1%
exhibi6 el comportamiento mas
apropiado para la formacion de
particulas debido a la baja
presencia de aglomerados de
gotas, con una eficiencia de
encapsulacion >99%.

Los encapsulados de jugo de
naranja fueron eficaces a 5 © Brix,
alginato de sodio 0.5 % (p/v)

y pectina 2 % (p/v) como agentes
encapsulantes, pH 25 y
almacenados a4 ° C.

En los diferentes antecedentes mencionados en la Tabla 2.7, se observan las diferentes condiciones

gue han evaluado, utilizandose diferentes concentraciones de alginato de sodio como matriz protectora,

o también se han aplicado mezclas de otros componentes. Se han evaluado diferentes concentraciones

de CaCl2 como gelificante y se han reportado la aplicacion de diferentes concentraciones del compuesto

bioactivo. Silva et al. (2019), ha reportado la aplicacién de concentraciones elevadas (45-75%) de aceite

de Plukenetia volubilis L., logrando una eficiencia de encapsulacién superior al 90%; sin embargo, no

reportan rendimiento del proceso. También otros autores han reportado que la adicién de un surfactante

favorece la encapsulacion del aceite en la estructura de hidrogel de alginato, pues se favorece la

formacién de emulsiones aceite en agua (Silva et al., 2019). En este proyecto de investigacion se siguio

el protocolo de formacidn de capsulas por GIE propuesto por Benavides et al., (2016), donde implemento
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la adicion de 1% de alginato de sodio y Silva et al., (2019) utilizo una concentracion de alginato al 2% vy
elevadas concentraciones de aceite para encapsular, ademas de implementar la aplicacion del
surfactante Tween 20 al 1% para reducir el tamafio de gota de aceite y tener una mayor eficiencia de
encapsulacion. Debido a ello, en este proyecto se realizaron soluciones de alginato de sodio al 1 y 2%
de concentracion con tres diferentes solventes: Jugo de pifia, mezcla de jugo-agua destilada y agua
destilada. Las soluciones se dejaron en agitacién con una ligera modificacion en el tiempo de agitacién
de 30 min. Adicionando aceite de higado de bacalao (AHB) al 30 % (v/v) y Tween 20 al 1% vy utilizando
CaClz al 2%. Nuestro compuesto a proteger es el aceite de higado de bacalao (AHB), debido a todos

los beneficios saludables que se mencionan en la siguiente seccion del escrito.

2.6 Aceite de higado de bacalao

El aceite de higado de bacalao (AHB) es uno de los aceites que, ademas de proporcionar una fuente
de &cidos grasos poliinsaturados omega-3 (w3-PUFA), también brinda una fuente de vitamina Ay D
(Dyck et al., 2011). Los acidos grasos omega-3 que forman parte del AHB son: el acido a-linolénico, el
acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA). Estos son acidos grasos
esenciales, es decir, se requieren ingerir por la dieta, ya que el organismo no los sintetiza. Por esta
composicién, el AHB presenta varios efectos fisiolégicos positivos al ser consumido, por ejemplo, la
reduccion de la glucosa en sangre, la regulacién de la presién arterial y el colesterol, la prevencion de
la arteriosclerosis, la reduccion de la trombosis y la prevencion de enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares, proteccién de retina y mejoramiento de la vision, promueve el desarrollo intelectual
de los bebés y mejora la memoria. Estas funciones son generadas por los diferentes mecanismos que
tiene el omega-3 al incorporarse en los fosfolipidos de las membranas celulares. Estos mecanismos
actian en el aumento de sefializacion de proteinas, aumentan la sintesis de protectinas y resolvinas,
que tienen un efecto antiinflamatorio y regulan diversos genes que participan en la activacion de vias
metabdlicas. La ingesta media recomendada de ambos 4cidos grasos es de 80 a 100 mg/100 g por dia
(Yang et al., 2019).

La industria alimentaria ha generado un interés sobre la aplicacion del AHB como aditivo nutricional o
suplemento alimentario, implementandose estrategias viables para el aumento de la ingesta de acidos
grasos omega-3 en lugares donde el consumo de pescado es bajo. Presentandose mediante la adicion
de AHB en un alimento saludable para los consumidores. Sin embargo, el AHB puede verse afectado
por factores como la temperatura, irradiaciones, metales o agentes oxidantes organicos (enzimas).
Ademas, se ha reportado que los radicales libres formados en los grupos metilénicos de la cadena
hidrocarbonada de los acidos grasos inician la rancidez oxidativa (Valenzuela et al., 2002). Debido a la
sensibilidad de estos compuestos a la oxidacién, se forman componentes de mal sabor o poco atractivos

y le da al aceite una fragancia distintiva, lo que dificulta su uso. Por lo tanto, una estrategia para evitar
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estos problemas es mediante la encapsulacién. Se han realizado estudios sobre la encapsulacion del
AHB, por ejemplo, Elsebaie et al., (2022), realizaron una investigacion utilizando proteina de alginato
como material de pared para la encapsulacion de AHB mediante la técnica GIE. En este estudio,
evaluaron la estabilidad oxidativa, los parametros de calidad y los atributos sensoriales de albondigas
enriquecidas con AHB libres y AHB encapsulados durante el almacenamiento a 4 £+ 1 °C durante 16
dias. Las capsulas de AHB tenian una forma redonda homogénea, un diametro de 0.82 + 0.06 mm, un
factor de esfericidad de 0.092 + 0.01, alcanzando una eficiencia de encapsulacién de 95.62% + 1.13%.
Los autores reportaron que el aceite encapsulado era mas estable que los libres a los tratamientos
térmicos (70-100 °C, 24 h). Por lo tanto, la GIE es una excelente estrategia para conservar las

propiedades del AHB.
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3 JUSTIFICACION

En la Cuenca del Papaloapan se cuenta con una amplia variedad de frutos que pueden utilizarse para
el desarrollo de productos alimenticios, incluidos jugos. La region es considerada por la Sedapa como
una de las zonas de mayor produccion de pifia. De hecho, la region se caracteriza por la produccién
local de jugos de pifia, siendo un producto comercial importante. Sin embargo, es un producto que no
cuenta con un proceso de conservacion que garantice su vida util prolongada, de tal manera que sufre
cambios en su percepcién sensorial por accion de microorganismos y levaduras, limitando su
comercializacién a las inmediaciones de la region productora, y en consecuencia su potencial comercial
es reducido. Por ello, se requieren proponer estrategias que permitan dar valor agregado a este recurso
de relevancia econdmica y cultural de la Cuenca del Papaloapan, y que al mismo tiempo se garantice
su calidad e inocuidad.

Como se ha discutido en la seccién de Antecedentes, el ultrasonido es una tecnologia prometedora
para propésitos de inactivacién microbiana, debido a su capacidad para destruir paredes y membranas
biolégicas (Ulloa et al., 2013; Huang et al., 2017). Ademas de que se lleva a cabo a temperaturas de
procesamiento inferiores a las utilizadas en los procesos térmicos, favoreciendo la alta retencién de las
propiedades nutricionales, fisicoquimicas y sensoriales en los alimentos, aportando una vida de anaquel
favorable (Aneja et al., 2014; Ortiz et al., 2021). El jugo de pifia es un producto al que se le puede aplicar
el ultrasonido para garantizar su inocuidad, sin afectar sus propiedades sensoriales, de tal manera que

se puede abrir su comercializacion fuera de la regién productora de pifia.

El jugo de pifia, ademas de presentar su valor nutricional, puede ser enriquecido mediante la adicién de
aceite de higado de bacalao debido a su alto contenido nutricional y los efectos fisiolégicos que
presenta, los cuales generan una serie de beneficios para la salud; sin embargo, debido a diversos
factores, los compuestos presentes en AHB pueden degradarse. Estos compuestos pueden ser
protegidos mediante la tecnologia de encapsulacién por gelificacion i6nica externa, ademéas de

enmascarar su sabor (Ortiz et al., 2021).

Por lo informado anteriormente, se busca estudiar el efecto que presentara el ultrasonido sobre las
propiedades fisicoquimicas y microbiologicas del jugo de pifia. Ademas de adicionar el AHB
encapsulado en alginato en el jugo tratado y ver como afecta la eficiencia de encapsulacion su

almacenamiento.
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4 HIPOTESIS

El procesamiento por ultrasonido permitira la reduccion de la carga microbiana del jugo de pifia, sin que
el tratamiento logre afectar las caracteristicas fisicoquimicas del jugo, ademas de no generar efectos en
la eficiencia de encapsulacién y morfologia de las capsulas de alginato con aceite de higado de bacalao

adicionadas al jugo.

25



Objetivos

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del ultrasonido sobre las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas del jugo de

pifia, enriquecido con aceite de higado de bacalao encapsulado en alginato.

5.2 Objetivos especificos
» Evaluar el perfil de acidos grasos del aceite de higado de bacalao (AHB).

+ Estudiar la morfologia y la eficiencia de encapsulacion de aceite de higado de bacalao

encapsulado en alginato mediante gelificacion i6nica externa.

+ Evaluar el efecto de las condiciones de ultrasonido (amplitud, tiempo) sobre la carga microbiana
(cuenta de bacterias aerobias, hongos y levaduras) y las propiedades fisicoquimicas (pH,

sélidos solubles, acidez titulable, color, contenido de vitamina C) del jugo de pifia.

» Estudiar la morfologia y la tasa de encapsulacion de las capsulas de alginato cargadas con
aceite de higado de bacalao contenidas en un jugo de pifia tratado previamente por ultrasonido

y almacenado a diferentes temperaturas (4 y 25 °C).
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6 MATERIALES Y METODOS

Jugo de Pifia Alginato de sodio al 1y 2 % (p/p)
Disolvente:
I Emulsiones Agua (A), jugo de pifia (J) y una
(aceite + disolvente) [T _ mezclq 50:50 (p:p) de A-J
Tratamientos de . Tiempo (15 y 30 min) Acelt(e /de) higado de bacalao al 30 %
. i 0% p/p
Ultrasonido (US) Amplitud (40,60 y 80 %: 48, 72'y 96 um) Tween 20 al 1%
. pH
| Fisicoquimica . Sélidos solubles totales
. Acidez titulable
. Color . c de flui
+  Contenido de vitamina C Caracterizacion fmm—— : p|:|rva e flujo
Caracterizacion *
GIE**
- - Recuento de:
Microbiologica
. Bacterias aerobias — . Morfologia (forma y tamafio)
Andlisis de resultados * Hongos Caracterizacion . Rendimiento
I . Levaduras . Eficiencia de encapsulacién
Sonicacién sin bafio de hielo y c/s conservador * —
(Amplitud de 96 pm, 15 min sonicacién) Analisis de resultados
| |
Andlisi resul
alisis de resultados GIE™
L ]
|

Eficiencia de encapsulaciéon

* Se analizaran las mismas caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas
* ** Gelificacion i6nica externa

Analisis de resultados

Figura 6.1 Diagrama general de la metodologia de investigacion.
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El diagrama general de la metodologia seguida en el presente proyecto de investigacion se describe en

la Figura 6.1.

6.1 Encapsulacion del ingrediente activo por gelificacion idnica externa

6.1.1 Grasatotal a partir de la composicién de acidos grasos (GC-FID) — método AOAC 996.06
modificado

La cuantificacion de grasa total, monoinsaturada, poliinsaturada y saturada fue obtenida a partir de la
identificacion y composicion de &cidos grasos determinados mediante el método AOAC 996.06 con
ligeras modificaciones. Se colocaron 0.5 g de muestra en un matraz Mojonnier, posteriormente, se
agregaron 100 mg de acido pirogalico, 2 mL de solucién de estandar interno de Triundecanoato de
glicerilo (5 mg/mL en cloroformo, C11:0), 2 mL de etanol al 95% y 10 mL de HCI 8.3 M. El matraz fue
colocado en un bafio de agua a 70-80 °C con agitacion moderada por 40 min. Posteriormente, la muestra
fue enfriada a temperatura ambiente (= 25 °C), se adicionaron 25 mL de éter dietilico y seguido de 25
mL de éter de petréleo. El matraz fue agitado cuidadosamente por 1 min y la muestra se dej6 reposar
por 60 min hasta una separacion de capas. La capa superior (éter-aceite) fue separada, decantada en
tubo de ensayo, y la evaporacién de los solventes. El residuo contenido en el tubo se reconstituyé con
2 mL de cloroformo y 2 mL de éter dietilico, fue transvasado a un vial &mbar de 20 mL. Después, la
mezcla se evaporé hasta sequedad en un bafio de agua a 40 °C. Una vez evaporados los solventes, se
agregaron 2 mL de BFs al 7% en metanol y 1 mL de tolueno. El vial fue cerrado con un tapén de rosca
con septa de silicona/PTFE y se calentd en una estufa a 100 °C durante 50 min, agitando en periodos
de 10 minutos. Luego, el vial se dej6 enfriar a temperatura ambiente (=25 °C), se abrié y agregaron 5
mL de agua destilada, 1 mL de hexano y 1 g de Na2SOa. El vial se volvi6 a tapar, se agité por 1 miny
se dej6 reposar hasta la separacién de capas. Finalmente, la capa superior que contenia los ésteres
metilicos de acidos grasos (FAMES) fue transferida cuidadosamente a un vial de muestreo con 1 g de

Na2SO04 para su andlisis por CG.

6.1.2 Anadlisis de acidos grasos metilados por CG-FID

Por triplicado, se inyecté 1 pL de la muestra de FAMES en un cromatégrafo de gases con detector de
llama ionizada (CG-FID) Perkin Elmer Clarus 500 y una columna capilar (100 m x 0.25 mm diametro
interno; 0.2 um espesor de pelicula). El nitrdgeno fue el gas portador, con una velocidad de flujo de 0.75
mL y un split ratio 100:1. La temperatura del inyector y del detector fueron 225 y 285 °C,
respectivamente. Los flujos de hidrégeno y aire se establecieron en 45 y 450 mL/min, respectivamente.
La temperatura inicial del horno fue de 100 °C, se mantuvo estable durante 4 min, y luego incrementé a

una velocidad de 3 °C/min hasta 240 °C y a esta condicidon se mantuvo durante 15 min. Se utilizé una
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mezcla de FAMES de 37 componentes (RESTEK) para identificar y cuantificar acidos grasos
individuales. Cada acido graso fue convertido y expresado en su equivalente de triglicérido. La grasa
total fue estimada mediante la suma de cada uno de ellos. Las grasas saturadas, poliinsaturadas,

monoinsaturadas y trans se calcularon como la suma de los respectivos acidos grasos.

6.1.3 Preparacion de la emulsion

Antes del proceso de encapsulacion por gelificacién ionica externa (GIE) es necesario obtener una
emulsion del aceite en agua. Para esta parte, se decidio evaluar tres disolventes: agua destilada, jugo
de pifia (13° Brix, pH 3.9), y una mezcla 50:50 (p:p) de agua: jugo de pifia. Asi también se evaluaron
diferentes concentraciones de alginato de sodio (1 y 2% p/p) en los distintos disolventes. Primeramente,
las soluciones de alginato se dejaron en agitacion magnética (200 rpm) (Heathrow Scientific, Mini Stirrer
1L; China) durante la noche (14 h aproximadamente). Posteriormente, a las diluciones acuosas de
alginato se le adicionaron alicuotas de Tween 20 en una proporcion de 1% (v/p) con respecto al peso
total de la dilucién. Después de 2 min de agitacion magnética, se adicioné la cantidad de aceite de
higado de bacalao suficiente para formar una mezcla, aceite: agua de 30:70 (p:p). Esta mezcla se dejé
en agitacién magnética por aproximadamente 30 min, tiempo que fue suficiente para formar la emulsién
(Benavides et al., 2016; Silva et al., 2019). Antes del proceso de encapsulacién, las emulsiones fueron
caracterizadas en términos de pH y comportamiento reoldgico, lo primero de acuerdo con la seccién

6.1.1, y el segundo se describe a continuacién.

6.1.4 Caracterizacién reoldgica de las emulsiones

Las emulsiones preparadas fueron utilizadas directamente para determinar su viscosidad a diferentes
esfuerzos de corte (0.01 — 100 s'1) en un reémetro (TA Instruments, Discovery HR-2 Hybrid; New Castle,
DE, USA) equipado con una geometria de platos paralelos de 0° y 40 mm de diametro (TA Instruments,
Smart Swap™; New Castle, DE, USA). Las mediciones se realizaron con un GAP de 500 pum, y a 25 °C.
(e Silva et al., 2019). El analisis se hizo en el intervalo de esfuerzos de corte en dos pasos: ascendente-
descendente. Con los datos del segundo paso se construyeron las curvas de flujo. El software Trios V.4

(TA Instruments; New Castle, DE, USA) se utilizé para controlar el equipo y recuperar los datos.

6.1.5 Proceso de encapsulacién

Las emulsiones de alginato con aceite de higado de bacalao se hicieron pasar por extrusién a través de
una puntilla con un diametro de 0.1 mm, con ayuda de una bomba peristaltica (INTLLAB, DIY 5~100
mL/min; China), como se aprecia en la Figura 6.2. La emulsién se vertié por goteo en una solucion de

CaClz al 2% (p/v) para formar céapsulas cargadas con aceite. La altura entre la puntilla de alimentacion
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y esta solucién fue inicialmente de 18 cm. Es evidente que el volumen de la solucion se increment6 con
el tiempo debido a la alimentacién de la emulsién, y en consecuencia esta distancia fue disminuyendo.
La solucion gelificante se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente (25 + 1 °C). Las cépsulas se
mantuvieron bajo agitacién constante en el bafio de gelificacion durante 1 h, para favorecer la
reticulacion de su superficie. Las capsulas obtenidas se lavaron con agua destilada y se almacenaron

en refrigeracion (Silva et al., 2019).

Figura 6.0.2 Sistema de encapsulacion por gelificacion idnica externa.

La caracterizacién de esta etapa se baso en la evaluacién del rendimiento de produccién de capsulas
(Y%), la eficiencia de encapsulacién (EE%), la morfologia de las capsulas y el flujo de alimentacion
(Benavides et al., 2016). Para determinar el flujo de alimentacion (g emulsion/min), se registré la masa

de emulsion alimentada y el tiempo de proceso.

6.1.6 Rendimiento del proceso de encapsulacién

El rendimiento del proceso de encapsulacién (Y (%)) se establecié como la relacién entre la cantidad
de capsulas obtenidas (masa en g, M,,) y la cantidad de emulsion utilizada en el proceso de

encapsulacion (masa en g, M,,,), como se muestra en la Ec. (6.1) (Benavides et al., 2016).

Y (%) =

Mmc
e % 100 6.1)
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6.1.7 Eficienciade encapsulacion

La eficiencia de encapsulacién se determiné de acuerdo con el método descrito por Silva et al., (2019),
con modificaciones menores. Para estimar la cantidad de aceite en la superficie de las capsulas (aceite
no encapsulado), se afiadieron 10 mL de éter de petréleo a 1 g de capsulas de alginato de Ca, y se
agitaron suavemente durante 1 min a temperatura ambiente. El sobrenadante de éter de petréleo se
transfirio a un recipiente previamente llevado a masa constante, y entonces se llevo a sequedad en un
horno de conveccién forzada (SHEL LAB, horno de secado SVAC2, México) a 65 °C. Entonces, la
cantidad de aceite no encapsulado (Mg,) se determind gravimétricamente por diferencia de masa, y se

expres6 como g de aceite superficial/g de capsulas (Ms,).

Para determinar la cantidad total de aceite en las capsulas de alginato de Ca (M), primeramente, estas
se llevaron a masa constante a 65 °C, con la finalidad de deformar las capsulas y facilitar la transferencia
del aceite encapsulado. Por diferencia de masa, se estimé la humedad y se expresé como g de agua/g
de cépsulas. Con este dato fue posible estimar la masa de sélidos secos, y se expresé como g de
cépsulas secas/g de cépsulas. Entonces, 1 g de las capsulas deformadas y secas se llevaron a
extraccion Soxhlet, utilizando éter de petrdleo como disolvente. El calentamiento se fijé a una potencia
suficiente para mantener 5 ciclos/h, asi durante 4 h continuas. Posteriormente, el extracto se llevd a un
horno a 65 °C hasta lograr masa constante. Entonces, se determiné por diferencia de masa la cantidad
de aceite en las capsulas secas (g de aceite/g de capsulas secas), y con la informacién de los g de

capsulas secas/g de capsulas se convirtio a g de aceite/g de capsulas (M).

Finalmente, el porcentaje de eficiencia de encapsulacion (EE (%)) se calculd a partir de la ecuacion

(6.2). Todas las medidas se realizaron por duplicado.

EE (%) = MTI‘;I—;Z“O x 100 (6.2)

6.2 Proceso de ultrasonido: disefio de experimentos y analisis estadistico

Para estudiar el efecto de las condiciones del ultrasonido sobre la carga microbiana y las caracteristicas
fisicoquimicas iniciales del jugo de pifia, las variables del proceso de ultrasonido que se evaluaron
fueron; el tiempo de procesamiento a 2 niveles (15 y 30 min), la amplitud a 3 niveles (40, 60 y 80 %),
con una potencia de 130 W, frecuencia de 20 kHz, utilizando una sonda de 120 um de amplitud (al
100%), y con ciclos ON/OFF de 40/10 s (Cole-Parmer, Modelo GEX 130; Illinois, EUA). Para descartar
el efecto del incremento de temperatura por accion de las ondas de ultrasonido, las muestras se
mantuvieron en un bafio de hielo con etanol al 70% v/v (temperatura alcanzada: -5 °C). Se midi6 la

temperatura final de la muestra de cada tratamiento, y también se registrd la energia total suministrada
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por el equipo de ultrasonido. Cada tratamiento se realiz6 por lotes de 50 mL de jugo a temperatura inicial
de 4 + 1 °C (Starek et al., 2021).

Después del proceso ultrasonico, al jugo se le realizaron los andlisis fisicoquimicos y microbioldgicos
detallados en las secciones 6.2.1 y 6.2.2, respectivamente. Los resultados obtenidos se analizaron
mediante andlisis de varianza (ANOVA), para definir los parametros que resultaron significativos sobre
las respuestas. Los datos son presentados como las medias y sus errores estandar, y se les aplico la
prueba conclusiva de Tukey (p<0.05) para verificar diferencias significativas entre los tratamientos. Para

el andlisis estadistico se utilizé el software Minitab® 18.

6.2.1 Caracterizacion fisicoquimica del jugo de pifia

El jugo de pifia tratado por ultrasonido se adquirido con un productor local de la Ciudad de San Juan
Bautista Tuxtepec, Oaxaca. El jugo se almacené en frascos de cierre hermético y se mantuvo a 4 °C

hasta su posterior caracterizacion fisicoquimica, microbiolégica y procesamiento por ultrasonido.

6.2.1.1 Determinacién de pH

Para medir el pH se utilizé un potenciometro digital (HANNA, HI 2211 medidor PH/MV/°C, México), que
se calibré con las soluciones buffer correspondientes a pH 4, 7 y 10. Entre cada medicién, se enjuago
el electrodo con agua destilada y se secé cuidadosamente. Las lecturas se realizaron directamente

sobre las muestras, y por duplicado (Luna, 2015).

6.2.1.2 Determinacién de sélidos solubles (°Brix)

La determinacion de los °Brix se realizé con ayuda de un refractometro digital, a 25 °C. El refractometro
fue previamente calibrado con agua destilada y posteriormente se colocé una alicuota de la muestra. El

valor de °Brix se determiné por duplicado (Luna, 2015).

6.2.1.3 Determinacién de color
Se colocé la muestra directamente en la celda de medicion del equipo, y se midié directamente el color

con un colorimetro portéatil (3nh Global, NR-110/145) en escala LCH, donde L es la luminosidad de la

muestra, C es la intensidad o saturacion del color y H es el tono de la muestra (Luna, 2015).
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6.2.1.4 Determinacién de acidez titulable

La acidez titulable se determind utilizando el método propuesto por Sidhu et al., (2019). 1 mL de jugo
fue filtrado en papel Whatman No. 4. Se afiadieron 10 mL de alcohol etilico al 90% en un matraz
Erlenmeyer y se mezclé mediante agitacion. La titulacion se llevé a cabo frente a NaOH 0.1 N utilizando
cinco gotas de fenolftaleina como indicador hasta que aparecié el color rosa. Se corrid un blanco
utilizando 10 mL de alcohol etilico al 90%. El porcentaje de acidez se estimé con la siguiente ecuacion:

6.4 (N)(A)

Acidez (%) = "

(6.3)
Donde N es la normalidad de la solucion de NaOH, A el volumen de la solucién estandar de NaOH

utilizada en la titulacion (mL), y V el volumen del extracto analizado (mL).

6.2.1.5 Determinacion de vitamina C

El acido ascorbico (AA) es una vitamina esencial en la dieta humana, y su determinacion es por técnicas
sensibles y rapidas. Este compuesto se determind mediante el método de AOAC 967.21 (método de
titulacién con indofenol), (AOAC; 2006). Para el analisis, se homogeneizaron 300 mg de soélidos secos
de cada muestra (se tomaron como base de calculo los datos de humedad de las muestras) en 10 mL
de solucion de acido metafosférico (15 g de acido metafosférico y 40 mL de acido acético aforados a
500 mL con agua destilada). Las mezclas se llevaron a vértex por 1 min. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron a 4000 xg durante 5 min (LW Scientific, DSC- 1512SD). Se titularon 7 mL de cada
sobrenadante con una solucién de 2,6-diclorofenol-indofenol en presencia de bicarbonato de sodio (50
mg de 2,6-diclorofenol-indofenol y 42 mg de bicarbonato de sodio aforados a 200 mL con agua destilada)
hasta alcanzar un punto final rosa. Los datos se compararon con una solucion estandar de acido
ascorbico (1 mg-mL?) y los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido ascoérbico por
cada 100 g bs (mg EAA-100 g bs?).

6.2.2 Caracterizacién microbiolégica del jugo de pifia tratado por ultrasonido

Al realizar el analisis microbioldgico en los productos alimenticios, se siguen diferentes normas de
acuerdo al pais donde sea generado el alimento. Por lo que, de acuerdo con las Normas Oficiales
Mexicanas y la AOAC (2005), se aplicaron diferentes técnicas, tanto para la preparacion de las muestras

como para la deteccion de diferentes microorganismos.

e NOM-109-SSA1-1994, bienes y servicios. Procedimiento para la toma, manejo y transporte de

las muestras de alimentos para su andlisis microbiolégico.
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e NOM-111-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en
alimentos.

e Método 966.23 para la cuenta estandar de bacterias aerobias mesdfilos, para determinar la
calidad microbiolégica de la leche y otros alimentos (AOAC, 2005).

A continuacién, se detallan dichos procedimientos.

6.2.2.1 Diluciones seriadas de la muestra de jugo para su analisis microbiolégico

Las muestras se transportaron en hielera desde el local donde se adquirieron hasta el laboratorio,
utilizando refrigerantes (temperatura: 2-8 °C), mientras que la toma de muestra en el laboratorio se
realizé de acuerdo con la NOM-109-SSA1-1994, tomando las medidas higiénicas necesarias, evitando

tocar el fondo del envase y la contaminacion con la tapa.

Se utilizé solucién peptonada (preparacion en el Anexo 1) para realizar diluciones seriadas en factor
1:10 de la muestra. Con puntas estériles para micropipetas se tomé 1 mL de la muestra de jugo sin
tratamiento ultrasénico y de las muestras previamente tratadas por ultrasonido (fila 0) y se transfirieron
a la siguiente fila (A), diluyendo y homogeneizando la muestra en 9 mL de solucién peptonada contenida
en los tubos, resultando en una dilucion 1/10. Se cambié la punta de la pipeta y se tomé 1 mL de la
dilucién 1/10 de la fila A y se transfirié a la fila B volviendo a diluir y homogeneizar la muestra en 9 mL
de agua peptonada durante 8 s, resultando una dilucion 1/100 en la fila B. Este procedimiento se

continud hasta diluir la muestra a una razén de 1/1000000 en la fila F.

De la misma manera, se prepararon diluciones seriadas de los controles a utilizarse para el analisis
microbiolégico. Como control positivo se aplicd la pasteurizacién (65 + 1 °C, durante 30 min) y
esterilizacion (120 °C, durante 15 min) al jugo de pifia. En el caso del control negativo, se tomo la

muestra de jugo sin tratamiento (la muestra en tiempo 0 de sonicacion).

6.2.2.2 Método estandar para el recuento de aerobios mesofilos estandar en placa

La preparacion del medio de cultivo (agar estandar, AE) utilizado para el recuento de microorganismos
aerobios mesdfilos se encuentra en el Anexo 1, y se basa en el método 966.23 de la AOAC (2005).
Primeramente, 1 mL de las diluciones descritas en la seccion anterior se colocé directamente en el
centro de la caja de Petri previamente rotulada, y se vertieron 10 mL de AE a 45 + 1 °C. Se homogeneizé
la muestra con el agar moviendo en forma circular la caja Petri sobre la superficie de trabajo, evitando
gue salpicara la tapa de la misma. Después de que solidificara a temperatura ambiente, se vertieron 5-
10 mL de AE en una segunda capa, para evitar colonias esparcidoras y se dejo solidificar nuevamente

a temperatura ambiente. Se incubaron las cajas Petri a 37 °C por 24 h. Finalmente, con ayuda de la
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camara de Quebec se procedié al conteo de las colonias desarrolladas en las cajas Petri, y se

seleccionaron aquellas placas que contenian entre 25 y 250 colonias.

6.2.2.3 Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos

Para esta técnica se utilizé el medio de cultivo agar papa—dextrosa (APD) y la solucion estéril de acido
tartarico al 10%. Su preparacion se encuentra en el Anexo 1. De acuerdo con la NOM-111-SSA1-1994,
se coloc6 por duplicado 1 mL de cada dilucién seriada en el centro de las cajas Petri, utilizando una
pipeta estéril, y se vertieron de 15 a 20 mL de APD a 45 £ 1 °C, mezclando cuidadosamente el medio
con la muestra, realizando movimientos circulares sobre la superficie de trabajo, sin salpicar la tapa de
las cajas Petri. Posteriormente, se dejaron solidificar bajo reposo a temperatura ambiente. Las cajas
Petri se colocaron en la incubadora a 25 + 1 °C durante 5 dias. Finalmente, con ayuda de la camara de
Quebec se procedié a contar las colonias desarrolladas en las cajas Petri, y se seleccionaron aquellas
placas que contenian entre 10 y 150 colonias.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Determinacién de perfil de &cidos grasos en aceite de higado de bacalao

En nuestra investigacion se us6 el aceite de higado de bacalao como componente funcional
encapsulado por GIE, para enriquecer el jugo de pifia, ya que es una fuente rica de acidos grasos
poliinsaturados omega-3 (w3-PUFA) y también brinda una fuente de vitamina Ay D (Dyck et al., 2011).
Enla Tabla 7.1 se observan los resultados obtenidos en la determinacion de acidos grasos en los lipidos
totales presentes del aceite de higado de bacalao comercial utilizado en el presente proyecto de

investigacion.

Tabla 7.1 Determinacién de acidos grasos en los lipidos totales presentes del aceite de higado
comercial.

Muestra Aceite de higado de bacalao

% de Grasa Saturada 23.30+0.6

% de Grasa Poliinsaturada 35.8510.6
% de Grasas Monoinsaturada  39.75+0.5

% Grasa Total 98.90+0.5

En la Tabla 7.1 se aprecia que el porcentaje de grasas saturadas es menor, en comparacioén con las
grasas saludables (grasas poliinsaturadas y monoinsaturadas). Estos valores coinciden con lo reportado
por Bimbo, AP. (2013), mencionando que el aceite de higado de bacalao del atlantico contiene 18% de
grasa saturada, 43% de grasa insaturada, 24% de EPA (acido eicosapentaenoico) y DHA (acido
docosahexaenoico), acidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 y un total de 31% de grasa

omega-3.

7.2  Encapsulacién por gelificacién ionica externa (GIE)

Para la obtencién de las capsulas por GIE se decidié evaluar seis formulaciones de emulsiones de
acuerdo a dos concentraciones de alginato de sodio 1y 2 % (p/p) y a tres disolventes: jugo de pifia (J)
y una mezcla Agua destilada -Jugo de pifia (A-J) y Agua destilada (A), adicionando 30% (p/p) de aceite
de higado de bacalao (AHB) y 1% de Tween 20, la emulsion ya elaborada se afiadié a un bafio iénico
con CaClz al 2% (p/v) a través de un sistema montado por parte del grupo de investigacion (Figura 6.2).
Ya obtenidas las emulsiones, se evaluaron dos caracteristicas; curva de flujo y pH. Durante el proceso
de obtencién de las capsulas, se evalué el flujo masico de la alimentacion de las emulsiones. Para el

estudio de las capsulas ya obtenidas, se evalué el rendimiento y eficiencia de encapsulacion.
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7.2.1 Caracteristicas reoldgicas de las emulsiones desarrolladas

En cuanto al comportamiento reolégico, todas las formulaciones de emulsiones mostraron curvas de
flujo con un comportamiento de adelgazamiento al incrementar la velocidad de cizalla o esfuerzo
cortante (Figura 7.1). Este comportamiento se debe a que ocurre una reorganizacion de los elementos
estructurales durante la deformacion de las macromoléculas o particulas con alineacion en direccion al
flujo y al disminuir la velocidad de corte, las particulas se vuelven a enlazar y/o a organizar (Martinez-
Padilla, 2022).

Las formulaciones de emulsiones con una concentracion del 2% de alginato de sodio a una velocidad
de corte de 0.004 st presentan viscosidades mas elevadas (J: 455.63 Pa s, JA: 1170.21 Pa's, A: 434.62
Pa s), en comparacion de las formulaciones de emulsiones con concentracion de alginato al 1% (J:
12.89 Pa s, JA: 4.54 Pa s, A: 17.16 Pa s), como se puede apreciar en la Figura 7.1. Silva et al., (2019)
reportan que el aumento en la viscosidad de la emulsion esta asociado con la concentracion de alginato,
lo cual concuerda con nuestros resultados. Es importante mencionar que el comportamiento reolégico
de las emulsiones es muy importante, ya que, con base en los resultados obtenidos de las viscosidades,
se pudo determinar el efecto que tiene esta condiciébn en otras caracteristicas del proceso de
encapsulaciéon, como el flujo masico de la alimentacién de las emulsiones, el rendimiento de

encapsulacion y la forma final de las capsulas.
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Figura 7.1 Curva de flujo de emulsiones al 30% (p/p) de aceite de higado de bacalao en jugo de pifia
(J), agua (A) y mezcla 50:50 de AJ (p:p), adicionadas con 1 0 2 % (p/p) de alginato de sodio, y Tween
20 al 1%.
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7.2.2 Flujo masico, rendimiento y eficiencia de encapsulacién

En la Tabla 7.2 se reportan el flujo masico, el rendimiento del proceso y la eficiencia de encapsulacién
por GIE. Como se observa en la Tabla 7.2, el flujo masico obtenido con las diferentes emulsiones no
presenté diferencias significativas (p = 0.05); sin embargo, esto se debe a la alta dispersion de los flujos
que se presentaron con las emulsiones al 2% de alginato de sodio. Dichos tratamientos ocasionaron
obstrucciones en el sistema a pesar de utilizar flujos masicos menores en comparacién con los otros
tratamientos al 1% de alginato. Este fendmeno se asocié al aumento de viscosidad que se presento al

incrementar la concentracion del alginato de sodio al 2%, como se observa en la Figura 7.2.

Estas dificultades técnicas también afectaron los valores del rendimiento del proceso, de tal manera que
el analisis estadistico no arrojo diferencias significativas entre ellos (p = 0.05), como se logra apreciar
en la Tabla 7.2. Los valores de rendimiento oscilaron entre 49.01% y 83%. Benavides et al., (2016),
lograron un rendimiento maximo del 62 % utilizando CacClz al 1.5 % con una capacidad de carga de
aceite de 1 a 3 % v/v. En un estudio reportado por Caceres et al., (2020), evaluaron la encapsulacién
de aceite de toronja al 10%, utilizando 1% de alginato de calcio y de solucién reticulante CaClz al 2.5y
10% (p/v), con lo cual obtuvieron rendimientos de 42 a 68%. En el presente trabajo, las emulsiones
tuvieron una carga del 30% de AHB, lo cual es superior a lo reportado por estos autores, y a pesar de
ello se lograron rendimientos superiores, especificamente con los tratamientos formulados con agua (A
1%y A 2%).

Tabla 7.2 Eficiencia de encapsulacién y rendimiento de proceso obtenido a partir de la gelificacion ibnica
de emulsiones al 30% (p/p) en peso de aceite de higado de bacalao (AHB) en jugo de pifia (J), agua (A)
y mezcla 50:50 de A:J (p:p), adicionadas con 1 o 2 % (p/p) de alginato de sodio y Tween 20 al 1%.

Eficiencia de

Formulaciones pH de. [a Flujo m.é‘SiCO encapsulacion Rendimiento
emulsion (g/min) ) (%)
J1% 4.2+0.048 1.42 £0.07 A 96 +1.114 49.01 + 6.154
J 2% 42+0.028 0.93+0.124 100+ 0.01 A 60.86 + 0.00 A
AJ 1% 43+0.16°8 1.05+0.314 92+7.014 49.93+2.424A
AJ 2% 432+0.178% 0.39+0.144 93 +6.454 61.77 £3.54 4
A 1% 7.22+0.084 0.99+0.374 100+ 0.04 83.60+£5.914
A 2% 7.35+0.01A 0.29+0.044 100 +£0.10A 68.07 +7.18 A

Los valores reportados son la media + error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

Las diferentes capsulas mostraron una eficiencia de encapsulacién superior al 90% (Tabla 7.2). Silva et
al., (2019), atribuyen la alta eficiencia de encapsulacién a dos eventos: a la adicion de Tween 20
asociada con la emulsién, ya que reportan que el surfactante reduce el tamafio de las gotas de aceite,

favoreciendo la encapsulacion del aceite en la estructura de hidrogel de alginato. También se asocia a

38



Resultados y discusion

la cantidad de bloques de homopolimeros de acido gulurénico (bloque G) presentes en el alginato de

sodio y que contribuyen a la formacién de una capa densa de hidrogel en la superficie de la capsula.

Benavides et al., (2016), obtuvieron capsulas con una eficiencia de encapsulacion del 75 al 80% con
emulsiones que presentaban 1% de aceite de tomillo, mientras que al aumentar la concentracion al 3%
de aceite, las cépsulas presentaron una eficiencia menor de entre 60% a 75%, reportando que el
aumento de aceite disminuy6 significativamente la eficiencia de encapsulacion, lo cual se puede deber
a la limitada capacidad de la capsula para contener aceite. Cuando aumenta el contenido de aceite, una
cantidad significativa esta cerca de la superficie de la capsula, y durante el proceso de secado de la
capsula obtenida por GIE, este aceite superficial se puede degradar en presencia de oxigeno, y luz
ambiental, asi como bajo la accidén de temperaturas moderadas, debido a que no se encuentra protegido
dentro de la céapsula (Sebesan y Caraban, 2008; Beyki,2014). Por esta razén, en nuestro estudio se
decidio no secar las cipsulas después de la GIE, ademas de que seran colocadas directamente en el

jugo de pifia después de su lavado superficial para remover la solucién reticulante.

De acuerdo a los resultados ya mencionados, las formulaciones de emulsiones con concentraciones al
2% de alginato de sodio presentan viscosidades elevadas, generando obstrucciones en el sistema de
encapsulacién, generando alta dispersion de los flujos masicos, y por ende afectando los valores del
rendimiento del proceso. Debido a los resultados ya mencionados, se descartaria la aplicacion de las

formulaciones de emulsiones al 2% de alginato.

7.2.3 Morfologia de las cdpsulas obtenidas por GIE

Las diferentes emulsiones evaluadas generaron capsulas con formas y tamafios aceptables como se
aprecia en la Figura 7.2. La forma de las cépsulas es esférica y de tamafio aproximado a 2 mm. Sin
embargo, también se puede apreciar visualmente en la Figura 7.2 que las capsulas obtenidas de las
emulsiones J 1%, J 2% y AJ 1% presentan desintegracion en su formacion, ya que, al adicionarse en
agua destilada, las capsulas comienzan a desintegrarse y mezclarse con el medio, mientras que las
capsulas obtenidas con las formulaciones A 1% y A 2% al ser adicionadas en agua destilada fueron

estables y no presentaron desintegracion.

Castafiédn et al., (2020) realizaron la encapsulacion por GIE del jugo de naranja, y reportan que la
desintegracién al momento de la formacién de las cdpsulas puede asociarse a la inestabilidad del
polimero (alginato) frente a valores de pH por debajo de 4, pues ocurren fuertes interacciones en las
macromoléculas de los hidrogeles de las capsulas, debido a la formacidn de enlaces hidrogeno en los
grupos carboxilos no disociados y no cargados, lo que se traduce en la formacién de agregados a partir
de las capsulas, como se observa en las muestras con jugo de pifia (ver Figura 7.2). Mientras que a pH

altos (>4-10) los grupos carboxilo disociados estdn cargados negativamente y causan repulsién
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electrostatica de las macromoléculas, lo que determina finalmente la estabilidad de las capsulas. Esta
informacion concuerda con los resultados que obtuvimos en las capsulas obtenidas de las emulsiones
J 1%, J 2% y AJ 1% con pH de aproximadamente de 4.2 a 4.3, presentandose la desintegracion de las
capsulas durante su formacion e incluso al ser suspendidas posteriormente en medio acuoso. Gacesa
(1988), reporta que las soluciones con 1 % de alginato de sodio en agua (disolvente) presentan un pH
de 5-7.5; sin embargo, también reporta que a pH mayores a 10 los alginatos dejan de ser estables y
empieza una despolimerizacién, por lo cual no se recomienda la GIE bajo estas condiciones basicas.
También menciona que las capsulas de alginato ya formadas bajo condiciones estables son compatibles
con alimentos acidos debido a que las capsulas no se hidratan en sistemas altamente acidos (pH <4 o
5). En nuestros resultados, las capsulas obtenidas de las formulaciones A 1% y A 2% fueron las mas
estables, presentando un pH de 7 durante su formacién (Tabla 7.2). Por lo tanto, los resultados que
obtuvimos sobre la morfologia y estabilidad de las capsulas coinciden con lo reportado por Castafion et
al., (2020) y Gacesa, (1988). La formulacion que finalmente se selecciond fue la A 1%, pues debido a
su menor viscosidad con respecto a A 2%, no presenta dificultades técnicas durante su alimentacion en
la solucién reticulante. Se obtienen rendimientos del 83.6%, con eficiencia de encapsulacion superior al

90%, y ademas las capsulas formadas son estables.
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Figura 7.2 Morfologia de las capsulas obtenidas por diferentes formulaciones J 1%, J 2%, AJ 1%, AJ
2%, A 1%y A 2%.5.
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7.3 Efecto del

microbioldgicas del jugo de pifia

ultrasonido sobre las caracteristicas fisicoquimicas vy

A un jugo de pifia comercial se le aplicaron diferentes tratamientos de ultrasonido en cuanto a tiempo
de sonicacion (15 y 30 min) y amplitud (40, 60 y 80%: 48, 72 y 96 um, respectivamente) con un equipo
de 130 W de potencia y una frecuencia de 20 kHz, utilizando una sonda de 120 um de amplitud (al
100%). También se aplicaron dos controles de proceso térmico en el jugo de pifia, la pasteurizacion y
la esterilizacion.

7.3.1 Analisis fisicoquimico

Los andlisis fisicoquimicos se llevaron a cabo siguiendo el protocolo propuesto de la seccién 6.1. En la

Tabla 7.3 se exponen los resultados que generaron los tratamientos con ultrasonido sobre las

coordenadas cromaticas de los jugos tratados.

Tabla 7.3 Efecto del tiempo y amplitud del ultrasonido con una potencia de 130 W sobre las coordenadas

crométicas de los jugos tratados.

Atributos de color

Tratamientos L

US-15-40 55.82+0.222 -3.08+0.752 16.76+2.112 17.05+2.182 280.23 + 1.922
US-30-40 57.39+0.772  -3.23+0.582 23.67+1.65% 23.90+1.682 277.72+1.10°
US-15-60 56.31+0.862 -3.98+0.552 1535+1.612 15.86% 1.70¢8 284.40 + 0.55°
US-30-60 61.91+4.872 -3.89+0.30° 18.23+4.752 18.69+4.66% 283.73 + 3.67°
US-15-80 50.85+1.992 -443+0.672 16.01+0.44® 16.64 +0.282 285.52 + 2.592
US-30-80 57.28 +3.442 -322+0.692 23.98+5492 2426+538 278.88 + 862

Jugo de piiia 58.64 +2.592 -4.66+1.192 22.05+4.382 22591+4.40% 28241+ 3.09°

pasteurizado

Jugo de piia 54.34 +0.722 -529+0.68% 19.80+1.892 20.56+ 1.61% 285.50 + 3.50°

esterilizado

Jugo de pina 56.74 £ 0.312 -491+0.182 19.23+1.822 19.86+ 1.762 284.57 + 1.452

Los valores reportados son la media + error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

En cuanto a las coordenadas cromaticas del jugo tratado, las diferentes condiciones del ultrasonido no
generaron cambios significativos (p > 0.05) entre los jugos tratados con ultrasonido y los tratamientos

testigos (jugo sin tratar, jugo pasteurizado y jugo esterilizado). Los valores de L (luminosidad)
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presentaron coordenadas entre 50 y 62%, alcanzando un espacio de color luminoso. Las coordenadas
de a*(verde a rojo) presentaron valores negativos de -3.08 a -5.3 grados, indicando una tonalidad verde.
Las coordenadas b* (azul a amarillo) indicaron valores de 15.35 a 23.98 que indican un espacio de color
amarillo. Estas coordenadas arrojaron el color amarillo-verde distintivo del jugo de pifia, y que no fue
afectado por ninguno de los tratamientos evaluados. De acuerdo al estudio reportado por Bhat et
al.,(2011), quienes realizaron tratamientos de sonicacién con temperatura regulada a 20 °C (30 y 60
min, con 70% de potencia) en un jugo de lima, los tratamientos no indujeron cambios significativos en
las caracteristicas fisicoquimicas (pH, acidez total, °Brix,) del jugo tratado, a excepcién de los atributos
de color, reportando que el tratamiento con 60 min de sonicacién mostré los valores mas bajos de L
(luminosidad) y a* (rojo-verde), con valores altos en la coordenada b* (azul-amarillo). Sin embargo, su
proceso fue llevado a cabo durante 60 min, tiempo superior a los niveles evaluados en el presente
proyecto (15 y 30 min). En otro estudio reportado por Sibaja, (2015), evaluaron los pardmetros del jugo
de guayaba tratado por ultrasonido (20 KHz de frecuencia, 40% amplitud por tiempos de 5, 10 y 15 min),
y reportaron no observar diferencias significativas en el pH y °Brix, también indicaron que las
coordenadas L*, a* y b* del analisis de color se mantuvieron constantes. Por lo tanto, se puede inferir
que tratamientos de hasta 30 min de sonicacién podrian permitir conservar el color original del jugo

tratado.

En la Tabla 7.4, se observan los pardmetros fisicoquimicos (°Brix, solidos totales, pH y acidez titulable)
de las muestras de jugo tratadas por el ultrasonido. Los valores presentes muestran que no existen
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos con ultrasonido con respecto a los diferentes
controles. Esto concuerda con lo reportado por Starek et al., (2021), realizaron una evaluacién del efecto
de los tratamientos de ultrasonido (2, 5y 10 min:750 W, 20 KHz, 28 y 40 W-cm2 y temperatura de 37 a
52 °C) sobre los pardmetros fisicoquimicos (pH, color y vitamina C) del jugo de tomate, reportando que
no observaron diferencias estadisticamente significativas durante su primer dia de almacenamiento. Sin
embargo, al aumentar el tiempo de almacenamiento a 10 dias, se observd un aumento en el pH y una
degradacion del contenido de acido ascorbico en los jugos tratados con 10 min de sonicacién a una
intensidad de 40 W-cm2 con temperatura de 37 a 52 °C. Debido a lo informado, el tiempo de
almacenamiento es una variable importante para determinar el efecto de las condiciones del ultrasonido
en las propiedades fisicoquimicas del jugo de pifia tratado, por lo que es posible que debido a las
muestras realizadas en el dia uno, no se observen en ese momento cambios en los parametros . O de
igual manera, puede ser posible que las condiciones de sonicacion no sean tan agresivas para alterar

los parametros de las muestras tratadas.
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Tabla 7.4 Efecto del tiempo y amplitud del ultrasonido con una potencia de 130 W sobre los parametros

fisicoquimicos (°Brix, sélidos totales, pH y acidez titulable) de los jugos tratados.

Tratamientos ° Brix Soélidos totales (%) Acidez titulable
(%)

US-15-40 11.5+0.5° 4.70 £ 0.01b¢ 3.94 £ 0.00580¢ 60.8 £ 3.2°
US-30-40 11.5+0.52 4.69 £ 0.00bc 3.96 + 0.002b 60.8 + 3.2°
US-15-60 11 £ 0.002 4.71 £ 0.03bc 3.93 + 0.00bcd 57.6 £ 0.0°
US-30-60 11 £ 0.002 4.73 £0.01b¢ 3.90 £ 0.005¢9% 57.6 £ 0.0°
US-15-80 11 £ 0.002 4.78 £ 0.03b¢ 3.92 £ 0.01cde 57.6 £ 6.4°
US-30-80 11 £ 0.002 4.78 £ 0.07°c 3.89+£0.01¢ 64 + 6.4

Jugo de pina 11 £ 0.002 4.67 £ 0.04¢ 3.94 £ 0.005820¢ 89.6 + 6.42

pasteurizado

Jugo de pina 12 £ 0.002 4.99 £ 0.002 3.97 £ 0.0052 60.8 £ 3.2°

esterilizado

Jugo de pina 11 £ 0.002 4.84 £0.0120 3.93 £ 0.005bcd 57.6 £ 6.4°

Los valores reportados son la media + error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

Otro parametro que se evaluo fue el contenido de vitamina C, un compuesto termolabil y altamente
sensible ala luz, el cual se utiliza como indicador de calidad nutricional en los jugos, pues es susceptible
a la degradacion durante el procesamiento y almacenamiento. En la Tabla 7.5 se observa que la
amplitud y el tiempo del ultrasonido son condiciones que generan un cambio significativo (p < 0.05) en
los valores del contenido de la vitamina C. Los tratamientos US-15-40 y US-30-40 presentaron un
contenido de vitamina C similar al jugo no tratado. Mientras que los tratamientos US-15-60, US-15-80 y
US-30-80 presentaron una concentracion similar a la pasteurizacién de 20 mg de &cido ascorbico/g. Los
tratamientos que presentaron menor concentracion de vitamina C fueron: la esterilizacién con 15 mg de
acido ascorbico/g y el tratamiento US-30-60 que present6 en la lectura 17.69 mg de acido ascérbico/g.
La variacion que existe por parte de los diferentes tratamientos en el contenido de vitamina C se puede
deber a factores fisicos y quimicos que degradan los compuestos al aplicar el ultrasonido. Ya que, en
el interior de las burbujas generadas por la cavitacion, se generan reacciones de termdlisis y de
pardeamiento no enzimético que generan la pérdida de vitamina C por oxidacion, favoreciendo la

generacion de radicales libres como el hidroxilo. Estos radicales reaccionan con la vitamina C en la
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superficie de las burbujas, formandose productos oxidativos. Los factores fisicos por parte del
ultrasonido que degradan la vitamina C son el aumento de temperatura y presién, asi como el esfuerzo
de cizalla, ondas de choque y turbulencia (Sibaja, 2015). Esto concuerda con el estudio reportado por
Starek et al., (2021), quienes al aumentar la intensidad de 28 a 40 W-cm2y el tiempo de sonicacion de
2,5y 10 min, obtienen contenidos menores de vitamina C que van de 12.27 a 9.97 mg/100 g al aumentar
las condiciones de sonicacion en las muestras de jugo de tomate tratadas por ultrasonido. Por otra parte,
en el estudio reportado por Sibaja, (2015), evaluaron el jugo de guayaba, reportando que no se
generaron efectos significativos en el contenido de vitamina C en las diferentes muestras tratadas con
una frecuencia de 20 KHz, 40% de amplitud y tiempo de 5,10 y 15 min. Sin embargo, de acuerdo con
Bhat et al., (2011), el contenido de acido ascorbico del jugo de lima, tratado por ultrasonido, presenta
un aumento significativo. Mencionando que este efecto se debe a la eliminacién del oxigeno disuelto,
que es esencial para la degradacioén del acido ascorbico durante las cavitaciones, producida durante los
tratamientos de sonicacion. Por todos estos resultados tan contrastantes es importante la comparacion
contra procesos convencionales de conservacién de jugos, por ello en este proyecto se pasteurizé y

esterilizé el jugo de pifia.

Tabla 7.5 Efecto del tiempo y amplitud del ultrasonido con una potencia de 130 W sobre el contenido

de vitamina C de los jugos tratados.

. Vitamina C
Tratamientos . _ .
mg a. ascoérbico/g seco de jugo

US-15-40 21.88 £ 0.03°
US-30-40 21.84 £ 0.03°
US-15-60 20.76 £ 0.02¢
US-30-60 17.69 + 0.01°
US-15-80 20.26 + 0.03¢
US-30-80 20.09 £ 0.02¢
Jugo de pifa pasteurizado 20.13 £ 0.02¢e
Jugo de pina esterilizado 15.09 £ 0.02¢
Jugo de pifia 22.22 £ 0.032

Los valores reportados son la media + error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05).
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7.3.2 Anadlisis microbioldgico

Las pruebas microbiol6gicas se llevaron a cabo siguiendo los protocolos propuestos en la seccién 6.4.
En la Tabla 7.6 se presentan los datos obtenidos del analisis microbiolégico, de los tratamientos de
ultrasonido evaluados, y de los testigos (jugo de pifia pasteurizado, jugo de pifia esterilizado, jugo de
pifia sin tratar).

Tabla 7.6 Efecto del tiempo y amplitud del ultrasonido con una potencia de 130 W sobre la carga
microbiana de bacterias aerobias, hongos y levaduras del jugo de pifia.

Reduccion de
bacterias aerobias

Energia

Levaduras
(Log UFC/mL)

Hongos

suministrada (Log UFC/mL)

Tratamientos

(kJ) (%)
US-15-40 7.91 + 0.00° 8.45 + 6.10° 4.84 +0.012 5.28 + 0.00?
US-30-40 15.81 + 0.02¢ 58.22 + 5.16 4.62 +0.01P 5.21 + 0.072
US-15-60 14.62 + 0.28¢ 95.87 + 1.692 4.88 + 0.002 5.24 + 0.012
US-30-60 29.65 + 0.36° 96.38 + 2.022 4.87 +0.042 5.11 + 0.03?
US-15-80 22.83 + 0.39° 98.31 + 6.572 4.87 +0.032 4.92 +0.082
US-30-80 45.89 + 0.132 98.50 + 0.142 457 + 0.01° 5.03 + 0.092
Jugo de pifia 99.53 + 0.022 ND 2.52 £ 0.41°
pasteurizado
Jugo de pifia 100.00 + 0.00° ND ND
esterilizado
Jugo de pifia NA NA 4.60 + 0.00P 5.05 + 0.212

Los valores reportados son la media * error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05). ND: No detectado. NA: no aplica.

Como se muestra en la Tabla 7.6, para el caso del jugo de pifia esterilizado, como se esperaba, esta
muestra alcanzé la esterilidad comercial (valor de tiempo de reduccion decimal en 12 D) en bacterias
aerobias, hongos y levaduras. Por otra parte, el jugo de pifia pasteurizado, mostré un valor de 3
reducciones logaritmicas con respecto al jugo de pifia sin tratamiento térmico, lo cual equivale a 3D,
esto para el caso de bacterias aerobias y levaduras, mientras que para hongos no se detectaron colonias
viables después de la pasteurizaciéon. Se observa que los diferentes tratamientos con ultrasonido
redujeron la carga de bacterias aerobias hasta un valor de 98.5% de reduccién, sin embargo, no
alcanzan una sola reduccién logaritmica en la carga de hongos y levaduras; por ello, no se estimaron
los porcentajes de reduccion correspondientes. De acuerdo a Starek et al., (2021), este comportamiento
se puede deber a que el ultrasonido de baja intensidad puede aumentar la permeabilidad de las
membranas celulares de ciertas levaduras como S. cerevisiae, o que da como resultado un mayor

contenido de Ca?* en el citoplasma y una mayor proliferacion celular.
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Existen investigaciones como la reportada por Ruiz, et al., (2018), donde aplicaron el ultrasonido en jugo
de naranja y apio a diferentes tiempos (0, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 min) con una potencia de 120 W y
frecuencia de 20 kHz, sin reportar amplitud utilizada. Reportaron que la aplicaciéon del ultrasonido
produce una disminucion significativa (p < 0.05) en la cuenta total de microorganismos. Mostraron que,
a un tiempo de sonicacion de 90 min se presentaba una carga microbiolégica de hongos y levaduras
menor de 2.20 Log UFC/mL. Este tiempo es superior a lo evaluado en el presente proyecto de
investigacién. En el caso del jugo de pifia, se procesaron las muestras hasta 30 min, por lo tanto, podria
ser necesario mas tiempo de proceso para conseguir una reduccién en la carga de hongos y levaduras.
Es importante mencionar que la inactivacién de microorganismos por ultrasonidos depende de
caracteristicas intrinsecas de las células microbianas (Bermudez-Aguirre, 2017). Especialmente entre
levaduras y bacterias. Autores como Nevarez et al., (2020), reportan que el proceso de ultrasonido para
inactivar microorganismos no depende del tamafio, tipo de Gram o hidrofobicidad bacteriana, sino de la
estructura celular. La pared celular, aunque esté presente en levaduras y bacterias, su composicion es
diferente: en las levaduras esta formada basicamente por betaglucanos, manoproteina y quitina.
Mientras que en las bacterias es el peptidoglicano el componente mayoritario (Mufioz et al., 2021).
Bermudez-Aguirre (2017) reporta que las bacterias son mas sensibles a la cavitacion generada por el
ultrasonido, debido a la falta de una pared celular fuerte. Sin embargo, se sabe que las bacterias
grampositivas son mas resistentes que las gramnegativas, debido a su pared celular mas gruesa, que
les proporciona una mejor proteccion contra los efectos del ultrasonido (Chemat y Khan, 2011). Esto
explica el comportamiento observado en la presente investigacion. Las condiciones de ultrasonido
evaluadas no afectaron la carga de hongos y levaduras, pero si se consiguié una reduccién significativa
en bacterias por parte de algunos tratamientos de ultrasonido. Por ejemplo, el tratamiento US-15-80
genera porcentajes de reduccién de bacterias aerobias de 98% (Tabla 7.4), lo cual se aproxima a 3
reducciones logaritmicas (valor de 3D), que se consiguen convencionalmente con pasteurizacion a 65
°C, durante 30 min (99.9 % de reduccion o muerte microbiana). Bajo estas condiciones de ultrasonido
se suministraron 22.83 — 45.89 kJ de energia sobre las muestras. Estos resultados nos muestran que
el tiempo, la amplitud y la energia suministrada, son factores importantes que actlan en la inactivacién

microbiolégica.

En un estudio realizado por Bhat et al., (2011), reportaron que la carga microbiol6égica depende de las
condiciones del ultrasonido, siendo la variable del tiempo la mas importante, pero sus condiciones
superan los 30 min de procesamiento. Elaboraron un jugo de lima con una carga microbiolégica de
bacterias aerobias de 3.8 Log UFC/mL y 2.9 Log UFC /mL de hongos y levaduras. Aplicaron una
frecuencia de 25 kHz, potencia establecida al 70%, temperatura de 20 °C y un tiempo de sonicacion de
30 y 60 min. Observaron en la carga aerobia una disminucion significativa de 1.9 Log UFC/mL durante
60 min y la muestra de 30 min obtuvo una disminucién de carga de 3.7 Log UFC/mL. Asi también

obtuvieron una reduccién significativa de 2.5 Log UFC/mL en 30 min y 2.4 Log UFC/mL en 60 min de
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hongos y levaduras. En otro estudio reportado por Abid et al., (2013), elaboraron un jugo de manzanay
evaluaron diversas condiciones de ultrasonido con una frecuencia de 25 kHz, potencia establecida al
70%, temperatura de 20 °C y un tiempo de sonicacion de 30, 60 y 90 min. Su jugo presentaba una carga
inicial de bacterias aerobias de 3.75 Log UFC/mL y 3.21 Log UFC/mL de hongos y levaduras, donde
observaron que al aplicar un tiempo de 90 min se presentaba una reduccion en la carga de aerobias de
2.63 Log UFC/mL y 1.99 Log UFC/mL de hongos y levaduras. En el tratamiento de 30 min se presento
una carga de 3.7 y 2.71 Log UFC/mL en aerobias y hongos/levaduras. En una investigaciéon reportada
por Ruiz et al., (2018), elaboraron un jugo a base de naranja y apio, donde presenté una carga aerobia
inicial de 4.48 Log UFC/mL y 2.55 Log UFC/mL de hongos y levaduras. Reportaron que con un
tratamiento de 20 KHz, 120 W y 90 min de sonicacion obtuvieron una carga aerobia de 4.10 Log UFC/mL

y en un tratamiento de 30 min 4.35 Log UFC/mL.

Es importante mencionar que los diferentes estudios mencionados elaboraron sus propios jugos y
utilizaron tiempos de sonicacion y potencia mas elevados que en el presente proyecto, ademés de no
presentar mas condiciones que ayuden en la comparacion de los diferentes tratamientos, faltando
variables como la intensidad de las ondas de ultrasonido y la amplitud. En esta investigacion se utilizé
de muestra un jugo comercial artesanal obtenido por prensado en frio, sin supervisar las medidas
sanitarias, obteniendo un jugo de pifia con una carga microbioldgica elevada. Los tratamientos US-15-
80 y US-30-80 de esta investigacion generaron una reduccion de carga microbiolégica que concuerda
con los resultados ya reportados por los autores mencionados. A excepcién de la carga microbioldgica
de hongos y levaduras. Los tratamientos US-15-60 y US-30-60 también generaron una reduccion >90%
en la carga de bacterias aerobias. En la Tabla 7.6 podemos observar que de los cuatro tratamientos
que presentaron una reduccion significativa en la carga de bacterias, el tratamiento que requiere de
menor energia al ser aplicado es el US-15-60, utilizando una energia de 14.62 KJ, ademas de utilizar

un tiempo de sonicacién de 15 min con una amplitud de 60%.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, los tratamientos con ultrasonido
aplicados al jugo de pifia, ho generaron cambios en el contenido de las propiedades fisicoquimicas del
jugo. De los seis tratamientos aplicados, los tratamientos que no generaron cambios en el contenido de
vitamina C fueron US-15-40, US-30-40 y US-15-60. Sin embargo, la finalidad de aplicar el ultrasonido
es realmente lograr la inactivacién microbiana presente en el jugo de pifia, por ello, se realizo el andlisis
microbiolégico, con el fin de poder identificar el tratamiento con mayor potencial para inactivar los
microorganismos, sin alterar las propiedades fisicoquimicas del alimento. De acuerdo con los resultados
microbiolégicos, el tratamiento US-15-60 es el que presenta mayor ventaja en ser aplicado, de acuerdo
a la energia suministrada, tiempo de proceso, amplitud y reduccion microbiolégica en bacterias
aerobias. Ademas, es uno de los tratamientos que no genera cambios en el contenido de vitamina C en

el jugo de pifia y en sus parametros fisicoquimicos.
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Segun lo que hasta aqui se ha discutido de acuerdo con los resultados obtenidos por el andlisis
fisicoquimico y microbiol6gico, se podria sugerir el incremento del tiempo de procesamiento; sin
embargo, con ello los requerimientos de energia aumentarian, arriesgando la factibilidad econémica del
proceso y quizas se afecten las propiedades fisicoquimicas del jugo al exponerse por tanto tiempo a las
ondas de ultrasonido. Por todo lo expuesto y de acuerdo con los resultados que se observaron en la
inactivacion microbiana limitada en hongos y levaduras al aplicar el ultrasonido con bafio de hielo
(temperatura de -5 °C) sobre el jugo de pifia, se implementé el uso del tratamiento US-15-60 como base,
ya que brind6 una reduccién de bacterias aerobias del 95.87%. Sin embargo, se decidié no controlar la
temperatura durante el proceso de ultrasonido, ya que de acuerdo con investigaciones recientes
aportadas por Starek et al., (2021), argumentan que, al no aplicarse un proceso de enfriamiento, el calor
generado por el proceso de sonicacion ayuda en la reduccion de la carga microbiana de hongos y
levaduras. También se implement6 la adiciobn de benzoato de sodio para retardar el desarrollo de
microorganismos en el jugo, sin alterar las caracteristicas fisicoquimicas del mismo. Este conservador
es el mas utilizado en la industria alimentaria, porque previene la presencia de bacterias, levaduras y
hongos. Generalmente, son mas efectivos contra levaduras y mohos en concentraciones menores de
0.2% (Abiola et al., 2018). Por lo que se adicioné una concentracion de 0.1% de benzoato de sodio en

el jugo de pifia, de acuerdo a investigaciones recientes (Cedefio 2017; Leén 2017; Rani et al., 2018).

7.3.3 Sonicacion sin bafio de hielo y con conservador

De acuerdo a la informacién reportada anteriormente sobre los tratamientos con ultrasonido, se opté
por seleccionar el tratamiento US-15-60 como el tratamiento mas eficiente respecto a la reduccion del
95.87% en bacterias aerobias, la energia suministrada de 14.62 KJ, tiempo de sonicacién, amplitud y
por no generar cambios en las caracteristicas fisicoquimicas del jugo de pifia y en su contenido de
vitamina C. Sin embargo, debido a la falta de reduccién en la carga de hongos y levaduras, se llevé a
cabo una estrategia para generar esa reduccion, mediante la aplicacion de 0.1% del benzoato de sodio,
un conservador efectivo contra levaduras y mohos en el area de alimentos. Al mismo tiempo, se opt6
por retirar el bafio de hielo (-5 °C) que controlaba la temperatura de la muestra en el proceso de
sonicacién, generando asi un aumento de temperatura de hasta 50 °C. En el jugo de pifia comercial se
aplicé 0.1% de benzoato de sodio antes del tratamiento con ultrasonido. El proceso de sonicacion se
llevé en un tiempo de 15 min a una amplitud del 60 % (72 um) con un equipo de 130 W de potencia y
una frecuencia de 20 kHz, utilizando una sonda de 120 um de amplitud (al 100%) y sin un bafio de hielo.
Se optd por cuatro controles: US-SB15-60-SC (Ultrasonido sin bafio a 15 min y 60 % amplitud sin
conservador), pasteurizacion, esterilizaciéon y jugo de pifia sin tratamiento. Los estudios que se
evaluaron en este tratamiento fueron los andlisis fisicoquimicos y microbioldgicos de la seccion 6.1y

6.4 respectivamente.
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7.3.4 Andlisis fisicoquimico del tratamiento US-SB-15-60-CC

En la Tabla 7.7 se muestran los resultados de los parametros fisicoquimicos (°Brix, solidos totales, pH
y acidez titulable) de los tratamientos y testigos. Se observa que no se presenté una diferencia
significativa en los valores de °Brix. Los porcentajes de soélidos totales en los jugos de pifia tratados,
presentaron diferencia significativa entre los tratamientos y testigos, debido a que los testigos y los
tratamientos US-SB-15-60-SC y US-SB-15-60-CC presentaron porcentajes de sélidos totales mayores
en comparacioén con el jugo de pifia sin tratar. Este comportamiento se podria deber a diferentes factores
aplicados en el jugo de pifia tratado; el primero es que el jugo de pifia, aparte de presentar solidos como
los azlicares (sacarosa), contiene otros constituyentes como los acidos organicos y la vitamina C, siendo
estos los solidos totales presentes en el jugo (Bravo 2005). El siguiente factor es que, al no utilizar un
bafio de hielo que regule la temperatura, se puede crear la hidrélisis de los azucares y formar acidos
orgénicos, aumentando el contenido de soélidos totales (Mohamad et al., 2022). Otro factor que puede
actuar en la variacién del porcentaje de sélidos totales de los tratamientos es la adicion del benzoato de
sodio en el jugo de pifia, generando un aumento en su contenido. En la Tabla 7.7 se observa que el
tratamiento US-SB-15-60-SC presentd un porcentaje del 4.80% de sdlidos totales en comparacién con
el tratamiento US-SB-15-60-CC de 3.62%. Esto podria deberse a un error en la experimentacion, ya
que el tratamiento US-SB-15-60-SC no fue adicionado con benzoato de sodio, como para presentar un

aumento en el porcentaje de sdlidos totales.

Tabla 7.7 Efecto del tratamiento de ultrasonido (60% amplitud por 15 min), sin bafio de hielo sobre las
caracteristicas fisicoquimicas (°Brix, sélidos totales, pH y acidez titulable) de un jugo de pifia con 0.1%
de conservador (benzoato de sodio).

Tratamientos Sélidos totales (%) pH Acidez titulable (%)

US-SB15-60-SC 12.00 + 0.00° 4.80 + 2.79° 3.97 0.0 60.80 + 3.20°

US-SB15-60-CC 12.00 + 0.00° 3.62 + 3.39" 4.12 + 0.00° 57.60 + 6.40°
Jugo de pifia a ¢ d a
pasteurizado 11.5 + 0.50 3.59 + 2.56 3.95 + 0.00 89.60 + 6.40
Jugo de pifia a d e b
esterilizado 12.50 + 0.50 4.00 +2.83 3.91 + 0.00 54.40 + 3.20
Jugo de pifa 12.00 + 0.00° 3.32 +2.35° 3.96 + 0.00° 57.60 + 0.00"

Los valores reportados son la media + error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

En cuanto al pH de los diferentes tratamientos de la Tabla 7.7, se observa que estos presentaron
cambios significativos con respecto al jugo de pifia sin tratar. Se observa que los testigos presentaron

valores semejantes al jugo sin tratar, por lo que la temperatura aplicada por parte de la pasteurizacion
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y esterilizacién no modificé significativamente el pH del jugo. Entre los tratamientos con ultrasonido, el
US-SB-15-60 SC present6 un pH de 3.97, encontrandose en un rango semejante al presentado por los
testigos y jugo sin tratar. Mientras que el tratamiento US-SB-15-60-CC presenta un pH mayor al resto
de los tratamientos. La variacion observada en los valores de los diferentes tratamientos podria
explicarse debido a la presencia de sustancias que tengan una capacidad amortiguadora, ya que el jugo
de pifia posee minerales y acidos organicos. Estas sustancias tienen la capacidad de aceptar o donar
protones en funcién de los cambios que existen en el medio en el que se encuentran. Debido a la
presencia de estas sustancias en el jugo de pifia, el producto puede neutralizar los efectos que podrian
tener pequefas variaciones de concentracién de sustancias acidas o alcalinas presentes en la matriz

generadas por las ondas del ultrasonido (Sibaja, 2015).

El parametro de acidez titulable de los diferentes tratamientos no muestra un cambio significativo entre
los valores, a excepcion del jugo pasteurizado, presentando un porcentaje de acidez del 89.60%. Estos
cambios pueden deberse al manejo de la muestra o a la formacién de compuestos quimicos (peréxido
de hidrégeno, nitratos, nitritos) formados por la aplicacion del ultrasonido. Los compuestos fendlicos
presentes en los alimentos también pueden presentar alteraciones al aplicarse el ultrasonido, siendo
convertidos a quininas o antioxidantes, provocando alteraciones en los valores del pH o acidez. En un
estudio reportado por Baba et al., (2016), se evaludé el comportamiento de acidez del jugo de pifia y
naranja adicionado con benzoato de sodio, reportando que el conservador modificé minimamente la

acidez del jugo.

En la Tabla 7.8 se observan las coordenadas cromaticas de los jugos tratados, donde no se aprecian
cambios significativos. Esto se podria atribuir a la inactivacién de la enzima polifenol oxidasa por
sonicacién y calor. Esta enzima participa en el pardeamiento de frutas y verduras, ocasionando
disminucién en las propiedades sensoriales del alimento, como en el color (Starek et al., 2021). Ruiz et
al., 2018 y Bhat et al., (2011), reportan que la energia acustica, ocasionada por el ultrasonido, genera
una isomerizacion acelerada de los carotenoides presentes en el jugo. También podria ocasionarse la
oxidacién por la presencia de radicales libres generados por la sonicacién. Sin embargo, Luna, (2015),
reporta que el jugo de pomelo, carambola y pifia tratado por ultrasonido presenté un ligero aumento en
sus coordenadas colorimétricas, mencionando que eso podria deberse al ultrasonido, ya que puede
generar una ligera degradacion de la pared celular de la pulpa del jugo y liberar pigmentos que no se
encontraban en el medio, potencializando la tonalidad del producto. En cuanto a la adicién del benzoato
de sodio en el tratamiento, no generd ningtn cambio en el color del jugo tratado, lo cual concuerda con
Zeb et al., (2009), reportando que el benzoato de sodio es el mejor conservador para mantener el color
del jugo de uva, evitando que los microorganismos generen alteraciones en los parametros

fisicogquimicos del producto.
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Tabla 7.8 Efecto del tratamiento de ultrasonido (60% amplitud por 15 min), sin bafio de hielo sobre las
coordenadas cromaticas del jugo de pifia con 0.1% de conservador (benzoato de sodio).

Tratamientos

Atributos de color

L a B C H
US-SB15-60-SC 5425+ 295" -3.48+1.36° 20.17+3.81° 20.60+3.69% 280.99 + 4.332
US-SB15-60-CC 5559+ 0.32° -495+0.27° 14.69+0.45° 15.51+0.49% 288.62+0.71?
Jugo de pifia a a a a a
pasteurizado 57.81 +£1.33 -2.00 £0.19 16.09 + 2.97 16.23 + 2.93 277.70 £ 1.76
Jugo de pifia a a a a a
esterilizado 54.34 +0.72 -5.29 + 0.68 19.80 + 1.89 20.56 £ 1.60 285.50 + 3.50
Jugo de pifia  53.44 +0.29"° -3.98+0.29° 21.87+1.51° 22.25+1.44* 280.48 +1.35°

Los valores reportados son la media + error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

En la Tabla 7.9 se observa una diferencia significativa en los valores del contenido de vitamina C de los
diferentes tratamientos con respecto al jugo de pifia sin tratamiento. Se aprecia que los testigos de
pasteurizacion y esterilizacién presentaron valores menores en el contenido de vitamina C con respecto
al jugo de pifia sin tratar. Este comportamiento se debe al calor que generan estos procesos, ya que
afectan la vitamina C, debido a que es un compuesto bioactivo sensible al calor (Rabie et al., 2014). En
los tratamientos con ultrasonido, sin bafio de hielo se presentd un contenido menor de vitamina C con
respecto del jugo sin tratamiento y a los testigos; este comportamiento se debe a la cavitacién generada
por el equipo de ultrasonido, debido a que dentro de las burbujas se dan reacciones de termdlisis y de
pardeamiento no enzimatico. La sonicacion favorece la formacion de radicales libres como el hidroxilo.
Estos radicales reaccionan con la vitamina C en la superficie de las burbujas, formandose productos
oxidativos. Otros factores que pueden actuar en la degradacion de la vitamina C pueden ser los efectos
térmicos y mecanicos ocasionados por la cavitacion. Este fendmeno genera condiciones fisicas
extremas, como aumentos localizados de temperatura y presion. De igual manera, produce fuerzas de
cizalla, ondas de choque y turbulencia (Sibaja, 2015). En otro estudio reportado por Starek et al., 2021,
realizaron una evaluacién del contenido de vitamina C en un jugo de tomate tratado por un ultrasonido
de alta potencia y frecuencia 20 kHz con tres parAmetros operativos: intensidad de ultrasonido (28 y 40
W cm), tiempo de tratamiento (2, 5y 10 min), y tiempo de almacenamiento del producto (1, 4, 7y 10
dias), con temperatura del jugo durante la sonicacion de 37 a 52 °C. Los autores observaron pérdidas
mayores del contenido de vitamina C con el tratamiento de 40 W en un tiempo de 10 min. Mientras que
el tratamiento con una intensidad de ultrasonido de 28 W cm y tiempo de sonicacién de 5y 10 min
presentaron pérdidas menores. Sibaja, (2015), reportd el contenido de vitamina C en un jugo de guayaba
aplicado el tratamiento de una frecuencia de 20 KHz, con una amplitud de 40% por 5, 10 y 15 min.
Mencionando que el contenido de vitamina C disminuia conforme, se aplicaba mayor tiempo de
sonicacion teniendo un contenido que iba de 600 a 450 mg/kg de vitamina C. Luna (2015), realiz6 un

estudio en el contenido de vitamina C en una mezcla de jugo (pifia, carambola y pomelo) tratado con

52



Resultados y discusion

ultrasonido con una frecuencia de 24 KHz, amplitud del 20% y potencia de 80 % con pulsaciones de

50/100, mencionando que el contenido de vitamina fue menor al jugo no tratado.

Tabla 7.9 Efecto del tratamiento de ultrasonido (60% amplitud por 15 min), sin bafio de hielo sobre el
contenido de vitamina C del jugo de pifia con 0.1% de conservador (benzoato de sodio).

Tratamientos Vitamina C
mg &. ascorbico/g
US-SB15-60-SC 12.34 + 0.03d
US-SB15-60-CC 11.21 + 0.12d
Jugo de pifia pasteurizado 16.23 + 0.01°
Jugo de pifia esterilizado 14.87 + 0.29°
Jugo de pifia 18.23 +0.27°

Los valores reportados son la media * error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

De acuerdo a los resultados obtenidos del andlisis fisicoquimico en el jugo de pifia tratado por US-SB-
15-60-CC y US-SB-15-60-CC con respecto a los testigos (jugo de pifia sin tratar, jugo pasteurizado y
jugo esterilizado), se observaron minimas variaciones entre los valores de cada parametro evaluado
con respecto a los diferentes tratamientos, presentandose el contenido de vitamina C como el parametro
con mayor variacion, debido a que el jugo sin tratamiento presenté un contenido de vitamina C de 18.23
mg/100g Y los tratamientos US-SB-15-60-CC y US-SB-15-60-CC presentaron contenidos menores, de
11.21y 12.34 mg/100 g, respectivamente. Mientras que los testigos presentaron contenidos de 14.87 y
16.23 mg/100 g. Se podria pensar que, de acuerdo a ello, lo mas factible seria optar por la aplicacién
de un método convencional, sin embargo, los andlisis fisicoquimicos no son los Unicos andlisis que se
realizan para evaluar un tratamiento de conservacion alimentaria, también se requiere de un analisis

microbiolégico, los cuales se discutirdn en la siguiente seccion.

7.3.5 Anadlisis microbiolégicos US-SB-15-60-CC

Los resultados del andlisis microbiolégico del jugo de pifia tratado por ultrasonido US-SB-15-60-CC/SC
con respecto a los testigos (jugo de pifia sin tratamiento, jugo pasteurizado y jugo esterilizado) se
muestran en la Tabla 7.10. Se observa que los tratamientos evaluados y los testigos presentaron una
reduccién de los microorganismos por arriba del 95%, sin tener diferencias significativas entre ellos. Los
tratamientos US-SB-15-60-SC y US-SB-15-60-CC presentaron reducciones del 99.84 y 99.93% en la
carga de bacterias y en hongos se presenté una ausencia de su crecimiento, de igual manera en la
carga de levaduras. Esto se debe al mecanismo de inactivacion ultrasénica de los microorganismos

como resultado de la accién fisica que es generada por la cavitacion, efectos mecanicos (cargas
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mecanicas) y térmicos, esta accién a su vez es generada por efectos quimicos relacionados con la
generacion de radicales libres (H y OH a través de reacciones sonoquimicas) a través de la
descomposicion del agua dentro de burbujas oscilantes. Las cargas mecanicas generadas por el
ultrasonido actian en los microorganismos perforando sus membranas celulares (adelgazamiento de
las membranas celulares) y producen radicales libres, y la extrusion de la matriz intracelular elimina a
los microorganismos debido a que la rapida formacion y el colapso de las burbujas son capaces de
romper los enlaces de hidrégeno, asi como las interacciones de van der Waals en las cadenas

polipeptidicas (Starek et al., 2021).

Tabla 7.10 Efecto del ultrasonido US-SB-15-60 con conservador y sin conservador, con una potencia
de 130 W sobre la carga microbiana de bacterias aerobias, hongos y levaduras del jugo de pifia.

i Energia Reduccion de Reduccion de Reduccién de
Tratamientos suministrada bacterias aerobias hongos (%)  levaduras (%)
() (%) 905 %0 °

US-SB15-60-SC 13.15 + 0_01b 99.84 + 0.00° 98.34 +0.29 99.90 + 0.00
US-SB15-60-CC  13.25 + 0.00° 99.93 + 2.00° ND ND

Jugo de pifia a

pasteurizado NA 99.98 £0.00 ND ND

Jugo de pifia NA ND ND ND

esterilizado

Jugo de pifia NA NA NA NA

Los valores reportados son la media + error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05). ND: No detectado. NA: no aplica.

En general, la inactivacion de microorganismos por ultrasonido depende de muchos factores que
incluyen la potencia ultrasénica y la amplitud de la onda, la temperatura, el volumen de la muestra, la
composicién y las propiedades fisicas de los alimentos, el tipo (microbios probioticos, de
descomposicién o patdgenos) y las caracteristicas del microorganismo (forma, gramnegatividad o
positividad y etapa de crecimiento). Ademas de la inactivacién de microorganismos, el tratamiento con
ultrasonido también inactiva las enzimas, especialmente la pectina metilesterasa y la poligalacturonasa,
que son responsables de descomponer algunas de las pectinas y reducir la viscosidad del jugo, debido
a que el ultrasonido altera la estructura secundaria y terciaria de las enzimas y conduce a la pérdida de
su actividad biologica (Ruiz et al., 2018; Starek et al., 2021). Para la pasteurizacion y esterilizacion se
una ausencia del crecimiento de microorganismos. Es importante recordar que los resultados
microbiolégicos que se obtuvieron en la Tabla 7.6 de los diferentes tratamientos con ultrasonido (40, 60
y 80 amplitud; 15 y 30 min de sonicacion) con bafio de hielo no pudieron generar una reduccién en la
carga de hongos y levaduras, sin embargo, si generaron reduccion en la carga de bacterias. Se ha
mencionado, por parte de Starek et al., (2021), que los tratamientos con ultrasonido estan limitados en

el procesamiento de alimentos por la generacién de calor durante este proceso, que puede provocar
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cambios fisicos, quimicos y bioquimicos en las materias primas procesadas. Sin embargo, también
menciona que el ultrasonido presenta una baja eficiencia para inactivar esporas y levaduras.
Comentando que para aumentar la eficacia de inactivacion de estos microorganismos se utilizan
técnicas combinadas; por ejemplo, la combinacién de ultrasonicacion con tratamiento térmico suave y
el uso de ultrasonidos de alta intensidad. Ellos optaron por no regular la temperatura generada por parte
del equipo en la muestra tratada para obtener mayor efectividad en la reduccion microbiana. Por ello,
se optd en nuestra investigacion por seleccionar el tratamiento que presentara una reduccion eficiente,
al igual que los demas tratamientos, pero que requiriera de menor gasto de energia suministrada y
menor tiempo de sonicacidn, seleccionando asi el tratamiento US-15-60. Para brindar una reduccién en
hongos y levaduras con este tratamiento, se opt6 por afiadir un conservador como el benzoato de sodio
a una concentracion de 0.1% y también se retir el bafio de hielo que ayudaba a regular la temperatura
que genera el ultrasonido en la muestra de jugo de pifia. Gracias a estas modificaciones en el
tratamiento US-SB-15-60-SC y US-SB-15-60-CC registraron temperaturas de 50 °C y energias
suministradas de 13.15y 13.25 KJ y un tiempo de sonicacion de 15 min, logrando una reduccién del 98
al 100%, mientras que los testigos como la pasteurizacion presentaron una temperatura de 65 °C y un
tiempo de calentamiento de 30 min, y la esterilizacion a una temperatura de 120 °C y tiempo de 15 min,
estos testigos presentan condiciones de procesamiento mayores a las aplicadas en los tratamientos
con ultrasonido. La carga de microorganismos en Log UFC/mL presentes en el jugo de pifia sin tratar
fue de 6.38 Log UFC/mL de bacterias aerobias, 4.31 Log UFC/mL y 5.71 Log UFC/mL hongos y
levaduras. Al aplicar los tratamientos US-SB-15-60-SC y US-SB-15-60-CC estos presentaron cargas de
3.59y 3.23 Log UFC/mL en bacterias. De hongos, presentaron 2.52 Log UFC/mL a 0 Log UFC/mL y en
levaduras de 2.71 Log UFC/mL y 0 Log UFC/mL. Estudios sobre el efecto del ultrasonido en la reduccion
microbiana de jugos de frutas, han reportado que a mayor tiempo de sonicacion se presentan cargas
de microorganismos menores, aplicando tratamientos como el propuesto por Ruiz et al., (2018), donde
evaluaron la carga de microorganismos presentes en un jugo de naranjay apio, aplicando el ultrasonido
con las condiciones de potencia de 120 W de un ultrasonido con una frecuencia de 20 KHz, en tres
tiempos de sonicacién (30, 60 y 90 min), reportando que en un tiempo de 90 min se encuentran cargas
de bacterias de 4.10 Log UFC/mL y una carga de hongos y levaduras de 2.15 Log UFC/mL. Sus
resultados concuerdan con los obtenidos en nuestra investigacion, sin embargo, ellos mantuvieron
regulada la temperatura generada por el equipo en la muestra a 20 °C. Mientras que en nuestro
tratamiento no regulamos la temperatura, llegando a un valor de 50 °C, generado por el equipo en la
muestra y utilizando un tiempo de sonicacion de 15 min, ya que al utilizar tiempos de sonicacion mayores
se requiere de mayor gasto de energia suministrada, obteniendo asi una carga de bacterias de 3.23

Log UFC/mL. En hongos y levaduras no se observo crecimiento de estos microorganismos.

En otro estudio reportado por Bhat et al., (2011), se menciona que los tratamientos con frecuencia de

25 KHz, 70% de potencia y tiempo de sonicacién de 30 y 60 min con temperatura de 20 °C aplicados
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en un jugo de lima, si generan reduccién en la carga microbiana. Sin embargo, en sus resultados se
observa que, en la reduccion de bacterias, el tratamiento de 60 min fue el que presenté una mayor
reduccion. En la carga de hongos y levaduras no se observaron diferencias significativas en la aplicacién
de los dos tratamientos. Mencionando que este resultado se debe a que no se pudo lograr una
descontaminacién completa del jugo de lima en los dos tiempos de tratamiento empleados, sefialando
gue la sonicacion por si sola es ineficaz para la descontaminacion de los productos; por lo tanto, es
necesario emplear la sonicacién combinada con otros tratamientos fisicos, como la aplicacion de

presion, calor suave o tratamientos no térmicos.

Jingfei y Vasantha, (2012), informan que, al aplicar una potencia mayor en las muestras tratadas por
ultrasonido, no se requiere de aplicar tiempos prolongados de sonicacidon para reducir la carga
microbiana. Ellos evaluaron el recuento aerdbico total en mezclas de jugos de manzana y zanahoria
tratadas con ultrasonido a una potencia de 1000 W con una frecuencia de 20 Khz y tiempo de sonicacion
de 10 min, manteniendo una temperatura de 25 °C y almacenadas por 30 dias, reportando que en el
dia inicial se presenté una carga de 102 UFC/mL; sin embargo, al pasar el tiempo de almacenamiento
incrementd la carga de microorganismos de 10* a 10° UFC/mL. Sus datos fueron semejantes a la
pasteurizacién convencional que realizaron como comparacién, presentando en el dia inicial una carga
de 10! hasta llegar al dia 30 con una carga de 10 a 10> UFC/mL.

En un estudio realizado por Starek et al., (2021), reportan que la reduccién microbiana que genera el
ultrasonido se asocia con la duracion del tratamiento y la intensidad del ultrasonido. Ya que, al probar
un tiempo de sonicacién de 2, 5 y 10 min, asi como intensidades de 28 y 40 W cm2 sin regular la
temperatura generada por el equipo, presenta temperaturas de 35 a 52 °C de acuerdo al aumento del
tiempo de sonicacion. Ellos observaron que al aplicar 10 min se generaba una reduccién en la carga de
mesofilos aerobios de 2.8 y 2.5 Log UFC/mL con ambas intensidades en el primer dia de
almacenamiento, sin embargo, conforme avanzaban los dias de almacenamiento, la muestra tratada
con una intensidad de 28 W cm2 aumentaba la carga de bacterias a 3.8 UFC/mL. Mientras que con el
tratamiento de 40 W cm2 de intensidad al aumentar los dias de almacenamiento se presentaba una
carga de bacterias menor de 1.5 UFC/mL. Ellos mencionan que este efecto en la proliferacion
microbiana depende de la intensidad y tiempo del procesamiento. Ya que el tratamiento de ultrasonido
con alta intensidad provoca dafio celular, mientras que el de baja intensidad provoca una cavitacion
constante, estimulando la proliferacién celular, asi como aumento de la actividad metabdlica o incluso
la produccion del producto deseado. Mientras que, en la carga de levaduras, ellos observaron que a los
10 min de los tratamientos con intensidades de 28 y 40 W cm se generd una reduccion mayor que
permanecié constante al aumentar los dias de almacenamiento, obteniendo cargas de 0.2 y 0.5 Log
UFC/mL desde el primer dia. Sin embargo, el tratamiento de 40 W cm-2con 5 min de sonicacién presento

una reduccién similar al de 10 min, manteniéndose constante al transcurrir los dias de almacenamiento
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de 0.5 Log UFC/mL. Sibaja, (2015), menciona que entre mayor sea el tiempo de sonicacién mayor sera
el nimero de microorganismos inactivados; sin embargo, en su investigacién utilizé6 un equipo de
ultrasonido con una potencia de 750 W, donde la potencia que utilizaron fue de 50 W con una frecuencia

de 20 KHz, tiempos de sonicacion de 5, 10 y 15 min y una temperatura de 20 °C.

Mientras que en nuestro tratamiento de seleccién se utilizé un equipo con una potencia de 130 W donde
solo utilizamos una potencia de 15 W, un tiempo de sonicacion de 15 miny sin bafio de hielo, obteniendo
como resultado que el jugo sin tratar presentd con una carga de 6.38 Log UFC/mL de bacterias, al
aplicar el tratamiento se presenté una carga de 3.23 Log UFC/mL, teniendo una reduccion de 3.15 Log
UFC/mL menos que en la carga inicial del jugo. En el caso de la carga de hongos presentes en el jugo
sin tratar fue de 4.31 Log UFC/mL y con el tratamiento no se observaron UFC. En la investigacion de
Luna, (2015), reporté que al aplicar un tratamiento en una mezcla de jugo (pifia, carambola y pomelo)
con una potencia final de 96 Wy una frecuencia de 24 KHz, asi como una amplitud de 20% y pulsaciones
de 50/60 se generd una reduccién total en la carga de microorganismos como aerobios, hongos y
levadura, en su investigacién menciona que antes de aplicar el tratamiento, el jugo se lleva previamente
a un bafo de hielo, sin monitorear la temperatura de la muestra, pudiendo afectar sus resultados de
ultrasonido, ya que en el equipo de ultrasonido gran parte de la energia acustica que genera se convierte

en energia térmica, por lo que se genera un aumento de la temperatura del medio sonicado.

De acuerdo a la informacion discutida, la utilizacion de equipos con una potencia, tiempos de sonicacion,
intensidades y potencias finales mas elevadas aplicadas a las muestras, se obtienen reducciones méas
efectivas en las cargas microbianas del producto, Sin embargo, los resultados que obtuvieron los
autores se encuentran en un intervalo por debajo de nuestros resultados, sin bien nosotros no
controlamos la temperatura que genera el equipo para el tratamiento US-SB-15-60 con conservador, la
monitoreamos para saber el aumento que generaba en la muestra, llegando a una temperatura de 50
°C, esta temperatura ayudo en la reduccion de hongos y levaduras que no pudo reducir el tratamiento
de US-15-60 con bafio de hielo que regulaba la temperatura a -5 °C, y que s6lo generdé reduccion en la
carga de bacterias, sin embargo, es importante mencionar que al no utilizar potencias tan elevadas y
tiempos tan prolongados de sonicacién, se utiliza menor consumo de energia suministrada y un proceso

mas rapido de conservacion.

Es importante mencionar que el tratamiento US-15-60 brindé una reduccion de bacterias del 95.87%;
sin embargo, el tratamiento US-SB-15-60-SC brindé una reduccién del 99.84 %, mientras que el
tratamiento US-SB-15-60-CC present6 una reduccion de carga de bacterias del 99.93%. Como
podemos observar, los tratamientos presentaron valores similares en la reduccion de bacterias. Estos
diferentes tratamientos generaron cambios significativos en la reduccién de hongos y levaduras
presentes en el jugo de pifia. Al aplicar el tratamiento US-15-60 se detecté una carga de hongos de 4.88

Log UFC/mL y de 5.24 Log UFC/mL de levaduras, por esta razén no se presenté el porcentaje de
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reduccion, pero al aplicar el tratamiento US-SB-15-60 SC se obtuvieron reducciones de 98.34 (2.54 Log
UFC/mL) y 99.90 % (2. 71 Log UFC/mL). Sin embargo, al adicionar benzoato de sodio al 0.1% en el
tratamiento US-SB-15-60-CC se obtuvo un porcentaje de reduccion del 100% en la carga de hongos y
levaduras en comparacion con el tratamiento US-SB-15-60 SC. Este comportamiento por parte del
benzoato de sodio es porque se ha utilizado como un conservador para retardar el crecimiento de
microorganismos patégenos en los alimentos. El benzoato de sodio es un acido débil y su accién
antimicrobiana se debe a la acumulacién de protones y aniones dentro de la célula microbiana que
altera el metabolismo normal, estando permitido en los productos alimenticios en niveles del 0.1 %
(Musyoka et al., 2018).

De acuerdo con lo mencionado, el tratamiento US-SB-15-60-CC genera una reduccién del 100% en la
carga microbiana del jugo de pifia comercial de la Cuenca del Papaloapan. Sin afectar las caracteristicas
fisicoquimicas del jugo (°Brix, sélidos totales, pH, acidez, color), a excepcion del contenido de vitamina
C. Eltratamiento sin bafio de hielo lleva a la muestra a una temperatura de 50 °C, utilizando una potencia
final de 15 W, amplitud de 60% (72 um) y un tiempo de 15 min, requiriendo asi una energia suministrada
de 15 KJ. Estas condiciones son minimas a las aplicadas en las investigaciones mencionadas; sin

embargo, nuestro tratamiento brinda una reduccion microbiana aceptable.

7.3.6 Eficiencia de las cipsulas adicionadas al jugo de pifia tratado por US-SB-15-60-CC

Después de evaluar el tratamiento US-SB-15-60-CC, se llevé a cabo la adicion de las cdpsulas (30 %
de AHB, en agua con 1 % de alginato, y 1 % de Tween 20) al jugo de pifia previamente tratado por el
tratamiento US-SB-15-60-CC establecido. El jugo tratado por ultrasonido y adicionado con capsulas de
alginato al 1% fue almacenado por un mes a una temperatura de 4 °C. Posteriormente, se evalué la
eficiencia de encapsulacion de las capsulas adicionadas al jugo. En la Tabla 7.11 se aprecia un cambio
significativo en la evaluacién de la eficiencia de encapsulacion de las capsulas almacenadas por un mes
en jugo de pifia tratado por ultrasonido con respecto al testigo (capsulas de alginato al 1% almacenadas

en agua destilada).

Tabla 7.11 Eficiencia de encapsulacién en capsulas almacenadas en jugo de pifia tratado por US-SB-
15-60-CC.

Férmulacién Eficiencia de encapsulacién %
A 1 % almacenado en agua 96.17+0.65°
A 1 % almacenado en Jugo tratado 99.66+0.052

Los valores reportados son la media + error estandar (n = 2). En la misma columna, las medias que no

comparten una letra son significativamente diferentes (p < 0.05).
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Esto es por la conformacion del alginato, debido a que este compuesto esta conformado por monémeros
de acido gulorénico y acido manurénico, y al momento de presentarse la reticulacién, sus grupos
carboxilos de diferentes cadenas se unen selectivamente a través de una interaccion iénica con cationes
divalentes como el Ca*?, formando regiones tridimensionales ordenadas (Letocha et al., 2022). Se ha
mencionado que los bloques de acido gulorénico tienden a tener mayor afinidad por los cationes
divalentes, por lo que los alginatos con un alto nivel de este &cido son los mejores para formar geles
mas rigidos y menos propensos a la erosion. En la Tabla 7.11 podemos observar la variacién entre las
muestras, esta variacion podria corresponder a factores como el manejo de las muestras o debido a
que los alginatos pueden presentar propiedades de hinchamiento, debido a su sensibilidad al pH y la
fuerza ionica. Ya que las capsulas tienden a ser estables en medios acidos con pH por debajo de 4.5,
pero se comienzan a hinchar en medios alcalinos con pH de 7 a 7.5 y luego se rompen. De acuerdo con
Acarturk y Takka, (1999), quienes realizaron un estudio sobre la liberacién de un farmaco encapsulado
en alginato, reportaron que al poner las capsulas en soluciones tampén de fosfato a pH de 7.5 se
generaba la ruptura de las capsulas, debido a la repulsion electrostatica entre los iones carboxilatos o
bien debido al secuestro de los iones de calcio reticulantes por grupos fosfatos. Esto sugiere que las
capsulas de alginato de calcio no se desintegran en el estdmago, pero si en flujos intestinales simulados
(Acarturk y Takka, 1999; Lee et al., 2023).

En la literatura existen estudios sobre la adicién de cépsulas en algunos alimentos. Sin embargo, la
evaluacion por parte de estos estudios va mas a observar las caracteristicas sensoriales de la matriz
alimentaria y no con respecto a la estabilidad de las cépsulas, por lo que hacen falta mas datos
experimentales para predecir su estabilidad en condiciones de procesamiento industrial. En los estudios
de investigacion se encuentra el realizado por Kaur et al., (2020), donde estudiaron la vida util de una
galleta adicionada con a-tocoferol y aceite de germen de trigo encapsulado en alginato al 1.5%.
Reportando que obtuvieron una eficiencia de encapsulacion de 55.97% antes de adicionar las capsulas
a la matriz alimentaria, pero no se evalué después de obtener el producto final, debido a que su objetivo
fue evaluar la humedad, desarrollo de acidos grasos libres, actividad antioxidante, recuento total en
placa, retencién de vitamina E en la galleta, valor de peréxido y aceptabilidad general. En otro estudio
realizado por Heck et al., (2018), evaluaron la estabilidad oxidativa de hamburguesas con aceite de chia
y extracto de romero encapsulados en alginato, reportando que el aceite de chia y el extracto
encapsulados fueron utilizados para sustituir el 50% de grasa en las hamburguesas. Mencionando que,
gracias a la adicion de las capsulas, la matriz alimentaria mostré mayor estabilidad oxidativa después

de la coccion.

Con nuestra investigacion se pudo reafirmar que el ultrasonido si es una tecnologia que se puede aplicar
como un método de conservacién y al actuar en conjunto con un conservador como el benzoato de

sodio, se puede generar una reduccién microbiana del 100% en alimentos como el jugo de pifia, sin
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generar cambios elevados en los parametros fisicoquimicos y que al adicionar en la matriz alimentaria
tratada por ultrasonido encapsulados de AHB, la matriz no afectd la eficiencia de encapsulacién en un

almacenamiento de un mes.
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8 CONCLUSIONES

Las diferentes formulaciones de emulsiones no presentan diferencias significativas en la mayoria de las
caracteristicas descritas y presentaron una eficiencia por arriba del 90%. Sin embargo, las capsulas
obtenidas de las emulsiones con jugo de pifia presentaron degradacion debido a la inestabilidad del
alginato a pH acido con respecto a su formacién. Las capsulas obtenidas de las emulsiones con agua
presentaron estabilidad en su forma posterior a su proceso de GIE. Sin embargo, el comportamiento
reolégico de las emulsiones al 2% ocasiond obstrucciones en el sistema, alterando el proceso de
encapsulacion (principalmente en el flujo masico de la alimentacién de las emulsiones) y en el
rendimiento del proceso. Por lo tanto, se decidio seleccionar la emulsion A 1% (alginato al 1% en agua)
para la elaboracion de las cdpsulas, debido a que esta formulacién permite obtener mayor contenido de
cépsulas en g/min. Al seleccionar esta formulacion, nos permitié obtener cipsulas estables, las cuales

se afadieron al jugo de pifia para su enriquecimiento.

Los tratamientos de ultrasonido con bafio de hielo aplicados al jugo de pifia, no generaron cambios en
las propiedades fisicoquimicas (°Brix, sélidos totales, pH, acidez y color) del jugo. De los seis
tratamientos aplicados, los tratamientos que no generaron cambios en el contenido de vitamina C fueron
US-15-40, US-30-40 y US-15-60. En cuanto a los andlisis microbiolédgicos, los tratamientos no afectaron
la carga de hongos y levaduras del jugo de pifia, pero si lograron reducir la carga de bacterias aerobias,
a excepcién de los tratamientos US-15-40 y US-30-40. Los demas tratamientos se comportaron de
manera similar a un proceso de pasteurizacion convencional (65 °C, 30 min). Esto esta asociado al
efecto que genera la cavitacion en las diferencias estructurales de los microorganismos evaluados
(bacterias aerobias, hongos, levaduras). De acuerdo con los resultados microbioldgicos, se seleccioné
el tratamiento US-15-60 debido a sus ventajas: la energia suministrada, tiempo de proceso, amplitud y
reduccién microbioldgica en bacterias aerobias. Sin embargo, al no afectar la carga de hongos y
levaduras del jugo de pifia, se implementé la aplicacién del tratamiento US-15-60 sin bafio de hielo y la
adicion de benzoato de sodio (US-SB-15-60-CC) al jugo de pifia. El tratamiento US-SB-15-60-CC no
generd cambios en los pardmetros fisicoquimicos, pero si una disminucién en el contenido de vitamina
C. Mientras que en la carga microbiana el tratamiento US-SB-15-60-CC presenté una reduccién de

bacterias del 99.93%, mientras que en la carga de hongos y levaduras generd una reduccién del 100%.

Al tener un tratamiento de ultrasonido ya establecido, se adicionaron las capsulas de AHB al 1% de
alginato al jugo de pifia previamente tratado y se almacend por un mes para evaluar el efecto generado
por parte de la matriz alimentaria en la eficiencia de encapsulacion de las capsulas. Se observé que
durante el tiempo de almacenamiento de un mes, la matriz alimentaria acida (jugo de pifia tratado por
US-SB-15-60-CC) no generd un efecto en la eficiencia de encapsulacién, ya que las capsulas tienden

a ser estables en medios acidos con pH por debajo de 4.5, pero se comienzan a hinchar en medios
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alcalinos con pH de 7 a 7.5 y luego se rompen, esto debido a la repulsion electrostatica entre los iones

carboxilatos o bien debido al secuestro de los iones de calcio reticulados.

De acuerdo con la investigacion realizada por parte del grupo de investigacion, el tratamiento US-SB-
15-60-CC es apto para ser aplicado en el jugo de pifia, sin generar cambios en sus parametros
fisicoquimicos y generando la reduccion de microorganismos presentes en el jugo de pifia. Ademas, el
jugo de pifia tratado por US-SB-15-60-CC es apto para ser enriquecido por medio de la adicion de
capsulas con aceite de higado de bacalao en alginato al 1%, sin afectar la eficiencia de encapsulacion
de las céapsulas almacenadas por un mes en la matriz alimentaria. Sin embargo, es importante
mencionar que hacen falta mas datos experimentales para predecir la estabilidad en condiciones de
procesamiento industrial del jugo de pifia tratado por US-SB-15-60-CC, asi como la estabilidad de las

cépsulas adicionadas a la matriz alimentaria.
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9 Perspectivas

Evaluar la vida de anaquel del jugo de pifia tratado por el tratamiento US-SB-15-60-CC en un
tiempo de almacenamiento de un mes (5, 10, 15, 20, 25 y 30 dias) a una temperatura de 4 °C,
sobre las propiedades fisicoquimicas (pH, solidos solubles, color, acidez titulable, contenido de
acido ascorbico) del jugo de pifia. De igual manera, evaluar las caracteristicas microbioldgicas

del jugo de pifia tratado.

Determinar el contenido de AHB en las capsulas almacenadas en el jugo de pifia tratado por
US-SB-15-60-CC. A si mismo, determinar el tamafio de particula y el perfil de acidos grasos

después del almacenamiento.

Estudiar la liberacion del AHB en un sistema de digestioén simulado.
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Anexos

ANEXO 1

Ingredientes Cantidades

Peptona 1.0g

Solucién pectonada

Cloruro de sodio 85¢g

Agua 10L

Preparacion de soluciéon concentrada:

Disolver los componentes en 1 L de agua. Ajustar el pH a 7 £ 0.1 con hidréxido de sodio 1.0 N. Distribuir
en porciones de 99, 90 y 9 mL o en cualquier volumen multiplo de nueve segun se requiera. Esterilizar
a 121+ 1.0 °C durante 15 min. Después de la esterilizacion, el pH y los volimenes finales de la solucién
de trabajo deberan ser iguales a los iniciales. Si el diluyente no es usado al momento, almacenar en
lugar oscuro a una temperatura entre 0 a 5° C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales

que no alteren su volumen o compaosicion.
Preparacion de solucién de trabajo:

Tomar 1.25 mL de la solucién concentrada y llevar a un litro con agua (solucién de trabajo). Distribuir
en porciones de 99, 90 y 9 mL segUn se requiera. Esterilizar a 121° + 1.0 °C durante 15 min. Después
de la esterilizacion, el pH y los volumenes finales de la solucion de trabajo deberan ser iguales a los

iniciales.
Preparaciéon del medio estandar

Suspender 22.5 g del medio agar estandar/L. Poner en autoclave (15 min a 121 °C) con un pH: 7.0 =
0.2a25°C.

Preparacion del medio agar papa-dextrosa

El medio de cultivo con instrucciones del fabricante se preparara y se esterilizara (15 min a 121 °C),
posteriormente se enfriard en bafio de agua a 45 + 1 °C, acidificar a un pH de 3.5 = 0.1 con &cido
tartarico estéril al 10% (aproximadamente 1.4 mL de acido tartarico por 100 mL de medio). Después se
dejara solidificar una porcion del medio. Es importante saber que no se debe calentar después de

agregar el 4cido tartérico.
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Solucién estéril de acido tartarico al 10%.

Ingredientes Cantidades

Acido tartarico 10.0¢g
Agua destilada 100.0 mL

Preparacion del acido tartarico

Disolver el a&cido en el agua y esterilizar a 121 £ 1.0 °C por 15 min o por filtracion a través de membrana
de 0.45 ym.
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