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RESUMEN

La generacién de residuos agroindustriales actualmente es una problematica a nivel mundial,
debido a que en la mayoria de los casos estos no son procesados o dispuestos adecuadamente,
situacidn que contribuye a la contaminacién ambiental. Los residuos agroindustriales derivados
de la pifia (Ananas comosus) tienen usos potenciales como materia prima para obtener productos
de valor agregado, al presentar alto contenido de materia organica constituida principalmente
por celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina. La hidrdlisis enzimatica y el ultrasonido han sido las
técnicas mds empleadas en el aprovechamiento y la modificacién de residuos agroindustriales,
debido a los cambios fisicoquimicos, estructurales y organolépticos que producen. En este
trabajo, se evalud el efecto del ultrasonido y de la hidrélisis enzimdtica sobre las propiedades
estructurales y reoldgicas del residuo agroindustrial de la pifia variedad MD-2. Para ello, el residuo
de pifia se deshidrato, trituré y tamizé para la obtenciéon de harina. La harina obtenida fue
pretratada aplicando ultrasonido siguiendo un disefio Box Behnken 33: ciclo (0.2, 0.6 y 1 s),
potencia (40, 70 y 100 W) y tiempo (2, 6 y 10 min). Posterior al pretratamiento, se realizé la
hidrdlisis enzimatica empleando la enzima celulasa a una concentracién de 1 U/g de fibra dietética
por 30 min de hidrdlisis. Finalmente, las soluciones resultantes fueron liofilizadas. La harina del
residuo de pifa presentd 52.40 % de fibra dietética total. Asimismo, la harina nativa exhibié un
patron de difraccion de rayos X de celulosa tipo I. Los pretratamientos con ultrasonido mejoraron
la eficiencia de hidrélisis enzimatica al remover moléculas de hemicelulosa y lignina y eliminar
zonas amorfas en la molécula de celulosa, evaluado por DRX y espectroscopia FTIR. Ademas, la
hidrdlisis enzimatica y el ultrasonido influyeron en las propiedades reoldgicas de la harina del
residuo agroindustrial de pifia, generando geles con caracteristicas viscoeldsticas. Las muestras
pretratadas con ultrasonido (US) presentaron una predominancia del médulo viscoso (G” > G'),
relacionado con la formacién de geles débiles; mientras que en las muestras modificadas
enzimaticamente con pretratamiento ultrasénico (UE) predomind el médulo eldstico (G' > G”),
congruente con la formacion de geles fuertes. El estudio realizado brinda un aporte al
conocimiento para el posible desarrollo de un ingrediente funcional a partir de la fibra dietética

del residuo agroindustrial de pifia.
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ABSTRACT

The generation of agroindustrial waste is currently a problem worldwide, because in most cases
these are not processed or disposed of properly, a situation that contributes to environmental
pollution. Agroindustrial residues derived from pineapple (Ananas comosus) have potential uses
as raw material to obtain value-added products, as they present a high content of organic matter
consisting mainly of cellulose, lignin, hemicellulose and pectin. Enzymatic hydrolysis and
ultrasound have been the most widely used techniques in the use and modification of agro-
industrial waste, due to the physicochemical, structural and organoleptic changes that they
produce. In this work, the effect of enzymatic hydrolysis and ultrasound on the structural and
rheological properties of the agro-industrial residue of pineapple variety MD-2 was evaluated. For
this, the pineapple residue was dehydrated, crushed and sifted to obtain flour. The flour obtained
was pretreated by applying ultrasound following a Box Behnken 32 design: cycle (0.2, 0.6 and 1's),
power (40, 70 and 100 W) and time (2, 6 and 10 min). After pretreatment, enzymatic hydrolysis
was performed using the cellulase enzyme at a concentration of 1 U/g of dietary fiber for 30 min
of hydrolysis. Finally, the resulting solutions were lyophilized. The pineapple residue flour
presented 52.40 % of total dietary fiber. Likewise, the native flour exhibited a type I cellulose X-
ray diffraction pattern. Ultrasound pretreatments improved the efficiency of enzymatic hydrolysis
by removing hemicellulose and lignin molecules and eliminating amorphous areas in the cellulose
molecule, evaluated by X-ray diffraction and spectroscopy FTIR. In addition, enzymatic hydrolysis
and ultrasound influenced the rheological properties of the pineapple agroindustrial residue
flour, generating gels with viscoelastic characteristics. The samples pretreated with ultrasound
(US) showed a predominance of the viscous modulus (G” > G’), related to the formation of weak
gels; while in the samples enzymatically modified with ultrasonic pretreatment (UE) the elastic
modulus (G’ > G”’) prevailed, consistent with the formation of strong gels. The study carried out
provides a contribution to the knowledge for the possible development of a functional ingredient

from the dietary fiber of the pineapple agroindustrial residue.
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INTRODUCCION

La pifla (Ananas comosus) es una planta perenne de la familia Bromeliaceae, cuya fruta se
comercializa en todo el mundo. En los ultimos afios esta fruta ha adquirido una relevancia
significativa por su dindmica econdmica y por ser una fuente importante de empleo, tanto en la
produccién y comercializacion de la fruta fresca, como en el proceso de industrializacidn. Entre
los subproductos que mayor participacién tienen se encuentran la pifa preparada o conservada
y el jugo de pifia, lo cual provoca que, durante el proceso de preparacion, se generen una gran
cantidad de residuos. Este residuo, llamado bagazo, esta constituido por el corazén y sélidos
centrifugados de la pina que comprenden el 20 % del peso del fruto. Rivera-Cruz (2018) reportd
que el 53.54 % del bagazo de pifia de la variedad MD-2 es fibra dietética, de la cual 53.44 %

pertenece a la fraccion insoluble y el 0.1 % a la fraccién soluble.

Una alternativa al problema en la disposicion final del bagazo de pifia es encontrar una tecnologia
apropiada para su tratamiento y valoracién indirecta, aprovechando su contenido de fibra
dietética. Por tal motivo, es importante buscar e investigar vias de valorizacién que puedan
transformarlo en productos Utiles para su comercializacion. En los Ultimos afos, la importancia
de la fibra dietética se ha incrementado significativamente debido a los beneficios a la salud que
proporciona, siendo la fraccidn soluble la de mayor importancia ya que influye en el metabolismo
de glucosa y colesterol, asi como en la fermentacién coldnica y el crecimiento de la microbiota
intestinal (efecto prebidtico). Aunado a esto, investigaciones recientes se han centrado en la
obtencidn y caracterizacién de materiales fibrosos a partir de subproductos de frutas y vegetales.
Ademas, el uso de estos subproductos contribuye a la reduccién de residuos y desechos, que

representan un grave problema ambiental en todo el mundo.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del ultrasonido y de la hidrdlisis
enzimatica sobre las propiedades estructurales y reoldgicas de la fibra dietética de pifia (Ananas
comosus). Este trabajo espera aportar conocimiento y contribuir al desarrollo de un método
nuevo y eficaz para la modificacion y aplicacion de la fibra dietética contenida en el residuo

agroindustrial de pina variedad MD-2.



1 ANTECEDENTES

1.1 PINA

La pifia (Ananas comosus) es una planta perenne de la familia Bromeliaceae, es un fruto no
climatérico, es decir, no continia madurando después de la cosecha, sin embargo, su color verde
puede cambiar a un color mds claro o amarillento debido a que la clorofila continda
degradandose. Dependiendo de la variedad, su pulpa puede ser amarilla, anaranjada o blanca,
tiene un sabor agridulce cuando esta madura y un poco acido al inicio de su madurez comercial.
La acidez disminuye después de ser cosechada lo que en ocasiones mejora su sabor cuando su

contenido de azlcares es apropiado (Arias y Toledo, 2000).

La planta de pifia es monocotileddnea, herbacea y perenne de 1 a 1.5 m de extensidn, tanto a lo
alto como en lo que a su circunferencia se refiere, es originaria de América del Sur de la region de
Mattogroso, entre Uruguay y Brasil. La inflorescencia contiene entre cien y doscientas flores
colocadas en forma espiral, fusionadas al eje central. La floracién se prolonga entre 30 y 70 dias
aproximadamente; el fruto maduro se obtiene 135 dias después de haber emergido la flor. Segun
la variedad, el fruto asume forma cilindrica o piramidal y su peso varia de acuerdo con la variedad,

la densidad de siembra, el clima y el manejo brindado a la plantacién (Uriza-Avila et al., 2018).

Las principales variedades se clasifican en cinco grupos de acuerdo con las caracteristicas de fruto
y hojas: Cayenne, Queen, Spanish, Pernambuco y Perolera (Py et al., 1984). La Cayena Lisa
abarcaba la mayor parte de la produccién mundial en la segunda mitad del siglo XX. Sin embargo,
el programa de mejoramiento de pifia mas exitoso en el mundo fue implementado por el
Pineapple Research Institute (PRI), ubicado en Hawai, cuyo objetivo era obtener cultivares
alternativos a Cayena Lisa para usar como fruta fresca y para procesamiento. De este programa
de mejoramiento resultaron dos hibridos: el 73-50 llamado CO-2 y el 73-114 conocido como MD-
2. La variedad MD-2, o mejor conocida como pifia miel, fue cultivada a principios de los afios 1990
por la empresa Del Monte® Foods, y revoluciond el sector de la pifia transformandolo de forma
considerable y duradera. Esta variedad medio espinosa se impuso gracias a su buen rendimiento,
su poca sensibilidad a la mancha negra y a los parasitos tellricos y su estupendo potencial de
conservacion. Su sabor dulce y azucarado, muy apreciado por el consumidor, la propulsé a la cima
de las variedades producidas con fines comerciales (Uriza-Avila et al., 2018).
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1.1.1 Produccion

En 2019, la pifia ocupd el segundo lugar en la produccion de frutas tropicales con
aproximadamente 25 millones de t, solo superada por el mango (54 millones de t) (FAO, 2020).
Los principales paises productores son Costa Rica, Brasil, Filipinas y Tailandia. A nivel
internacional, México ocupa entre el séptimo y décimo lugar en produccidon de pifia, con
alrededor de 20 mil hectdreas sembradas por afo, correspondientes a un millén de t de fruta

cosechada, y un rendimiento promedio de entre 45 y 55 t/ha (FAO, 2020).

La produccion de piia en el pais se ha concentrado en una region especifica, conocida como el
Bajo Papaloapan o Cuenca del Papaloapan, la cual se ubica entre el centro-sur del estado de
Veracruz y el norte de Oaxaca. En dicha zona se encuentran los principales municipios pifieros,
que si bien politicamente pertenecen a estados diferentes, muestran gran similitud de factores
climatolégicos, topograficos e hidrolégicos y, sobre todo, una relativa homogeneidad en aspectos
relacionados con las modalidades de cultivo, produccién y comercializaciéon. Entre los principales
municipios piferos de esta region se encuentran: Isla, Juan Rodriguez Clara, José Azueta,
Chacaltianguis, Medellin, Alvarado y Tlalixcoyan, todos en el estado de Veracruz, mientras que en

Oaxaca son los municipios Loma Bonita y Tuxtepec (SIAP, 2014).

1.1.2 Comercializacion

La comercializacion y los precios de la pifia estan estrechamente vinculados a la temporalidad de
las cosechas, las cuales se concentran de mayo a agosto, como resultado de las floraciones
naturales. Los volimenes y fechas de brotacidn son impredecibles, por tanto, es en estos meses

donde la fruta alcanza los menores precios (CEFP, 2002).

La pifia producida en México se destina para el consumo en fresco (nacional y de exportacién) o
para la industrializacién como jugo o en conservas. En 2018, la produccion de pifia fue de un
millén de t de fruta, de las cuales alrededor de 700 mil t (70 %) fueron destinadas al mercado
fresco nacional, 200 mil t (20 %) a la industria procesadora y 100 mil t (10 %) al mercado fresco
de exportacion (Uriza-Avila et al., 2018). En 2019, México ocupd el sexto lugar entre los
principales paises exportadores de pifia a nivel mundial, cuyo destino principal es EUA (FAO,

2020).



La pina MD2 tiene como propdsito principal abastecer mercados de exportacion, principalmente
de EUA vy, después, a mercados especializados como son las tiendas de autoservicio nacionales
(Sam'’s Club, Aurrera, Walmart, Chedraui, Soriana, entre otras). Es importante sefialar que el 100
% de la fruta destinada para exportacién es la variedad MD2. Con respecto a las tiendas de
autoservicio, en el mercado nacional, la mayoria de la fruta solicitada es el hibrido MD2; sin
embargo, en algunos casos se llega a solicitar pifia Cayena Lisa en un porcentaje no mayor al 5 %
del total. Este canal de comercializacion es abastecido por grandes y medianos agricultores,
quienes en su mayoria poseen plantaciones con pifia MD2. Por su parte, la pifa Cayena Lisa es
producida principalmente por pequefios agricultores, y comercializada a través de un sistema
tradicional en el que no hay un vinculo formal entre éstos y los compradores, por lo que la relacién

se establece a través de intermediarios (Uriza-Avila et al., 2018).

1.1.3 Composicion quimica

La pifia se ha considerado una buena fuente de macro y micronutrientes, lo que la convierte en
un producto nutritivo y valioso. Los nutrientes y fitoquimicos de la pifia varian segun el clon
cultivado y las condiciones ambientales (Valderrain-Rodriguez et al., 2017). A continuacidn, se

destacara el valor nutricional del contenido de macro y micronutrientes de la pifia (Tabla 1).

Los macronutrientes son aquellos nutrientes que el organismo humano necesita en mayores
cantidades para el crecimiento, reparacion y desarrollo de nuevos tejidos, conduccién de
impulsos nerviosos y regulacion de procesos corporales. Generalmente, en esta categoria se

incluyen el agua, los carbohidratos, las grasas y las proteinas (FAO, 2015).

El componente principal de la pulpa de la pifia es el agua, que comprende el 80 % de esta
composicion de fruta, seguida de los carbohidratos. Segun el Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (United States Department of Agriculture USDA), las variedades tradicionales y
extradulces de pina tienen 11.82 % y 13.5 % de contenido de carbohidratos, respectivamente
(USDA, 2016). La mayoria de estos carbohidratos corresponden a azucares y fibra dietética,
mientras que no hay informes de que se encuentre almidén en la pifia madura. Por su parte, la

pifia hace una contribucién minima de lipidos y proteinas a la dieta.



Tabla 1. Composicion nutrimental de la pifia (Ananas comosus).

Nutriente Cantidad (/100 g)
Agua 86¢g
Energia 50 kcal
Proteina 0.54¢g
Lipidos totales 0.12¢g
Carbohidratos 13.12 ¢
Fibra dietética total l4g
Azucares totales 9.85
Minerales
Calcio (Ca) 13 mg
Hierro (Fe) 0.29 mg
Magnesio (Mg) 12 mg
Fosforo (P) 8 mg
Potasio (K) 109 mg
Sodio (Na) 1mg
Zinc (Zn) 0.12 mg
Vitaminas
Vitamina C (acido ascorbico) 47.8 mg
Vitamina B1 (Tiamina) 0.079 mg
Vitamina B2 (Riboflavina) 0.032 mg
Vitamina B3 (Niacina) 0.5 mg
Vitamina B6 0.112 mg
Acido félico 18 pg
Vitamina A 3ug
Vitamina E (a-tocoferol) 0.02 mg
Vitamina K (Filoquinona) 0.7 ug

Adaptado de United States Department of Agriculture Agricultural Research Service-National. Nutrient Database for
Standard Reference Legacy Release (2016).

El término "micronutrientes" se refiere a aquellos nutrientes que se requieren en cantidades
bajas en la dieta humana. Este término generalmente comprende vitaminas y minerales, y los
describe como un grupo completo de nutrientes. Las vitaminas son compuestos que deben estar

presentes en los alimentos para permitir el crecimiento, la salud y la vida humana; mientras que
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los minerales son sustancias inorganicas requeridas por el organismo en cantidades muy
pequefias para el mantenimiento de procesos vitales esenciales para la vida (Paul y Shaha, 2004).
La FDA define una 'buena fuente' de macro o micronutrientes como una porcidn de alimento que
contiene entre el 10 % y el 19 % de la dosis diaria recomendada o una ingesta adecuada (lA) de
cada nutriente. Usando ese estdndar, la pifia se considera como una buena fuente de vitaminas
(vitamina C, tiamina y riboflavina) y minerales (potasio y sodio) (Valderrain-Rodriguez et al.,

2017).

Por otro lado, otros de los componentes que contiene la pifia son los compuestos bioactivos, los
cuales, son componentes nutricionales adicionales que normalmente se encuentran en pequefias
cantidades en los alimentos y son asociados con efectos positivos sobre la salud humana,
particularmente sobre las enfermedades cardiovasculares, cancer y el retraso del proceso de
envejecimiento (Valderrain-Rodriguez et al., 2017). Los principales compuestos bioactivos
reportados en la pulpa de pifia son compuestos antioxidantes como dcido ascérbico, compuestos
fendlicos y carotenoides (Kongsuwan et al., 2009). Ademas, la pifia es una fuente rica en
bromelina, un complejo de compuestos que incluyen proteinasas y otros compuestos bioactivos

(Maurer, 2001).

1.1.4 Residuos agroindustriales derivados de la pifia y su uso

Los residuos agroindustriales son materiales en estado sdlido o liquido que se generan a partir
del consumo directo de productos primarios o de su industrializacion, que ya no son de utilidad
para el proceso que los generd, pero que son susceptibles de aprovechamiento o transformacién
para generar otro producto con valor econdmico, ya que cuando los residuos no son reutilizados
y se abandonan en el lugar que se generaron, se convierten en contaminantes de suelo y agua; la
acumulacién de biomasa en grandes cantidades provoca deterioro ambiental y genera pérdidas
de materiales con alto potencial biotecnoldgico (Khalil, 2002). Ramirez (2012) resalta que el
aprovechamiento de residuos es una alternativa que impulsa el desarrollo de tecnologias
orientadas hacia una transformacion sustentable de los recursos naturales. Por consiguiente, el
aprovechamiento de residuos agroindustriales se enfoca como una estrategia base para el
manejo de estos, con una diversidad de alternativas, gracias a la composicion tan variada que

presentan estos residuos o subproductos.



De manera particular, durante el procesamiento de la pifia se producen grandes cantidades de
residuos solidos compuestos por cdscaras, corona y solidos centrifugados. Este residuo, llamado
bagazo, puede pesar alrededor del 10 % del peso total del fruto, compuesto por
aproximadamente 96 % de materia orgdnica y 4 % de materia inorganica (Abdullah, 2007). De
acuerdo con Conesa et al. (2015), en la elaboracién de productos alimenticios a base de pifia, este
valor puede ser del 50 %. Otros autores informaron una produccién de residuos en el intervalo
de 20-35 % del peso total de la fruta (Seleni et al., 2014). Esta diferencia puede deberse a la

variedad de pifia y al tipo de procesamiento utilizado.

Aunado a esto, el bagazo de pifia tiene usos potenciales como materia prima para obtener
productos de valor agregado y generar beneficios econdmicos sustanciales a la regién, ya que,
contienen componentes valiosos como sacarosa, glucosa, fructosa, celulosa, fibra, bromelina y
otros nutrientes (Hemalatha y Anbuselvi, 2013). Estos nutrientes se pueden transformar en
productos Utiles de mayor valor como acido lactico, antioxidantes, etanol, biodiesel y biometano

(Abdullah, 2007; Hemalatha y Anbuselvi, 2013).

La cdscara es el principal residuo bioldgico generado durante el procesamiento de la piiia
(Ketnawa et al., 2012). Los azucares estan presentes en grandes cantidades en la cascara de pifia
gue se pueden utilizar como nutrientes en los procesos de fermentaciéon. La cascara se puede
utilizar como sustrato potencial para la generacién de metano, etanol e hidrégeno (Diaz-Vela et
al., 2013; Choonut et al., 2014). El segundo residuo biolégico importante es el corazén que se
utiliza para la produccién de concentrados de jugo de pifia, bebidas alcohdlicas o vinagre
(Ketnawa et al., 2012). El tallo y la corona de la pifia son componentes de desecho menores que
son de naturaleza fibrosa con una cantidad insignificante de azlcares. Las coronas se pueden

utilizar como material de plantacién.

El contenido total de azucar y acido citrico de los desechos liquidos de pifia es de 7.3 % y 0.22 %,
respectivamente (Abdullah y Mat, 2008). Los desechos sélidos contienen 8.2 % de glucosay 12.2
% de fructosa, pero una cantidad insignificante de sacarosa debido a la accién de la invertasa
durante el procesamiento. Este residuo puede actuar como sustrato de fermentacién para
producir productos de alto valor agregado como acidos organicos, etanol, proteinas unicelulares,

enzimas y metano.



Por otro lado, durante el procesamiento del jugo de pifia, se producen importantes desechos
sélidos que consisten en la cascara y sdlidos centrifugados de la fruta. Estos residuos bioldgicos
de pifia han sido material de investigacidn para el desarrollo de nuevos productos como barras
de cereales, galletas y jaleas, extraccidon de acido citrico y bromelina (Dortay Sogi, 2017). Ademas,
pueden actuar como fuente de fibras dietéticas que pueden complementarse con productos
alimenticios bajos en fibra. Rivera-Cruz (2018) reporté que el 53.54 % de la composicion de harina
de bagazo de pifa, para la variedad MD-2, es fibra dietética total (FDT), de la cual el 53.44 %

representa la fraccidn insoluble y el 0.1 % la fraccién soluble (Tabla 2).

Tabla 2. Composicidon quimica proximal de harina de bagazo de pifia variedad MD-2.

Componente Porcentaje (%)
Humedad 7.07
Cenizas 2.15
Carbohidratos 81.47
Grasa cruda 0.87
Proteina?l 8.43
Fibra dietética total 53.54
Fibra dietética insoluble 53.44
Fibra dietética soluble 0.10

Adaptada de Rivera-Cruz (2018).

Es importante considerar que a medida que aumenta la produccion de pifia, sus desechos
también aumentaran proporcionalmente. Serd necesario buscar alternativas para la utilizacién
de estos residuos. Los usos y hallazgos anteriores han demostrado que los desechos de la pifia

tienen potencial para convertirse en productos de valor agregado.
1.2 MODIFICACION DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES DERIVADOS DE LA PINA

Los residuos agroindustriales difieren debido a la materia prima y proceso por el cual fueron
generados, aunque comparten la principal caracteristica al presentar alto contenido de materia
organica constituida principalmente por celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina; esta fuente
renovable de materia organica puede ser transformada por métodos fisicos (calor, molienda,
prensado, entre otros), quimicos (hidrdlisis con acidos y bases) y bioldgicos (fermentacién
aerobia, anaerobia, sélida o liquida, hidrdlisis enzimatica, cultivo de microorganismos) en

productos de interés pecuario o industrial como biocombustibles, enzimas, azlcares simples,



metabolitos secundarios y proteinas (Oliveira et al., 2018; Garcia-Amezquita et al., 2018; Nazzaro

et al., 2018).

En los ultimos afios, la modificacidon de residuos agroindustriales derivados de la pifia se ha
centrado principalmente en la obtencion de bioetanol, bebidas fermentadas y almiddén, asi como

para la extraccién de compuestos bioactivos y glucdsidos.

Cruz et al. (2011) estudiaron el proceso para obtener celulosa y bioetanol a partir de bagazo de
pifia, mediante hidrdlisis acida (utilizando H,SO4) y fermentacién en un medio anaerdbico,
utilizando el microorganismo Saccharomyces cerevisiae, variando tiempos de fermentacion (36,
40, 48 y 72 h) y manteniendo la temperatura a 30 °C. La celulosa obtenida presentd una
conversién del 60 % y mediante FTIR se corrobord que la celulosa fue tipo Il. Por su parte, el
bioetanol obtenido mediante destilacién presenté un rendimiento del 35 % con bagazo de pifiay

del 57 % con celulosa con un tiempo de fermentacion de 48 y 72 h, respectivamente.

Cunha et al. (2018) evaluaron el potencial probidtico de levaduras aisladas de cascara de pifia
fermentada espontdneamente y su uso en la elaboracion de bebidas fermentadas
potencialmente funcionales. Las levaduras aisladas (50) fueron evaluadas por su resistencia a 6
antibidticos, actividad antimicrobiana contra 6 bacterias patégenas y propiedades de
autoagregacion e hidrofobicidad. Del total de los aislamientos, cinco de ellos sobrevivieron a
condiciones gastrointestinales simuladas, mostraron resistencia a los antibiéticos y propiedades
de autoagregacion. Dichos aislamientos fueron identificados por MALDI-TOF MS y secuenciacion
de la regidn ITS como Candida lusitaniae (3) y Meyerozyma caribbica (2). Entre estos aislados, se
evalué M. caribbica en la produccién de una bebida fermentada de pifia, la cual, mostré
concentraciones mas altas de glucosa residual (24.19 g/L) y fructosa (8.67 g/L), menor
concentracion de acido acético (0.22 g/L) y mayor concentracidén de compuestos fendlicos totales

(196.93 mg/L).

Por su parte, Sepulveda et al. (2018) evaluaron el proceso de autohidrdlisis para la extraccién de
glucésidos y polifenoles de los desechos de la pifia (corona y cascara). Para ello, se llevé a cabo
un disefio de Box-Behnken utilizando diferentes temperaturas (150 - 200 °C), relacién sdlido-
liquido (1:40 - 1:10 p/v) y tiempos de reaccion (15 - 45 min). Las condiciones que permitieron la

mayor produccién de glucosa (27.6 g/L) y fructosa (33.8 g/L) fueron 150 °C, 30 min y 1:10 p/v,
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mientras que la mayor cantidad de polifenoles totales extraidos (1.75 g/L) se obtuvo a 200 °C, 30
min y una relacién sélido-liquido 1:10 p/v. En todos los tratamientos se detectaron acido galico,

acido hidroxibenzoico, acido clorogénico, epicatequina, acido cumarico y acido cafeico.

Por otro lado, Rahma et al. (2019) realizaron el aislamiento verde y la modificacién fisica de
almiddn de desechos de tallo de pifia para su aplicacién como excipiente farmacéutico. El almiddén
aislado (AAP) se modificé fisicamente mediante gelatinizacidon y secado por pulverizacion para
mejorar sus propiedades fisicas. La imagen obtenida por microscopia electrénica de barrido
(MEB) mostré un cambio morfolégico con una rugosidad superficial reducida debido a la
modificacion fisica del almidén. Los resultados de difraccion de rayos X confirmaron la
disminucion de la cristalinidad en el almidén modificado (APM). Ademas, el analisis
termogravimétrico mostré que los eventos de degradacién de APM ocurrieron a temperaturas
mas bajas. En resumen, los estudios demostraron que el almidén de pifia modificado mostré
mejores caracteristicas fisicas y bastante prometedoras como aglutinante y desintegrante de

tabletas.

1.2.1 Hidroélisis enzimatica

Por lo que se refiere a otras tecnologias empleadas en la modificacion de residuos
agroindustriales, la hidrélisis enzimatica es la mas utilizada debido a los cambios fisicoquimicos,
estructurales y organolépticos que produce, la cual se enfoca principalmente en el
aprovechamiento y modificacion de la fibra dietética (FD) y su aplicacion en la industria

alimentaria.

Wen et al. (2017) utilizaron celulasa y xilanasa en la investigacion sobre las propiedades
estructurales y funcionales de la fibra dietética de salvado de arroz (FDSA). Debido a la
degradacion de la fibra dietética insoluble (FDI), los tratamientos de celulasa y xilanasa,
aumentaron el contenido de fibra dietética soluble (FDS) en 3 y 8 veces, respectivamente. El
analisis por MEB indicd que los tratamientos enzimaticos causaron la ruptura de la estructura
FDSA. La celulasa y la xilanasa aumentaron la cristalinidad de FDSA debido a la hidrdlisis de
hemicelulosa y la porcién amorfa en celulosa. Ademas, las enzimas redujeron la capacidad de
retencién de agua y aceite, pero aumentaron la capacidad de hinchamiento y la capacidad de

absorcion de taurocolato sédico de FDSA.
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Yu et al. (2018) realizaron la modificacidon enzimatica de la FDI de residuo de zanahoria empleando
celulasa + xilanasa, donde los resultados mostraron que el método enzimatico complejo aumento
el contenido de FDS a 15.07 %, y la capacidad de adsorcién de colesterol alcanzé su punto
maximo. Los resultados obtenidos permitieron aplicar el residuo de zanahoria como ingrediente

funcional en diversos productos alimenticios.

Zheng y Li (2018) estudiaron los efectos de la hidrdlisis con celulasa en la estructura, las
propiedades fisicoquimicas y funcionales de la fibra dietética de pastel de coco (FDTC). Los
resultados mostraron que la hidrdlisis contribuyd a la modificacién estructural de la FDTC, segun
el andlisis de resultados de DRX, FTIR y MEB. Ademas, incrementé el contenido de hidratos de
carbono solubles, la capacidad de retencidn de agua y la capacidad de hinchamiento, la inhibicion
de la a-amilasa, el indice de retraso de didlisis de la glucosa y la capacidad de intercambio
catiénico de la FDTC; pero tuvo efectos indeseables sobre el color, la capacidad de retencion de

aceite y la capacidad de emulsion.

Rivera-Cruz (2018) realiz6 la modificacién de la FD contenida en la harina de bagazo de pifia (HBP)
por hidrélisis enzimatica, empleando la enzima celulasa a tres diferentes concentraciones (0.5, 1
y 1.5 U/g) y tres tiempos de hidrdlisis (30, 60 y 90 min). Los resultados mostraron que la
modificacidon enzimatica empleando una concentracion enzima de 1 U/g por 30 min de hidrdlisis
y 1.5 U/g por 90 min de hidrdlisis, incrementaron el contenido de FDS 59.3 y 34 veces,
respectivamente, con respecto a la harina nativa. Por otro lado, debido a la hidrdlisis de la porcidn
amorfa en celulosa, los tratamientos enzimaticos influyeron en las propiedades viscoelasticas, la
cristalinidad y en la estructura de la FD del bagazo de pifia, lo cual se reflejé en los analisis
reoldgicos, DRX y FTIR-ART, respectivamente. Ademas, la capacidad de retencidn de agua y aceite
de la HBP incrementaron con los tratamientos enzimaticos. Los efectos en la difusidn de glucosa
e inhibicién de la actividad de a-amilasa se vieron favorecidos por la modificaciéon enzimatica a
diferentes concentraciones de enzima y tiempos de hidrélisis, lo que esta relacionado con el

incremento en el contenido de FDS.

1.2.2 Ultrasonido

Como se menciond en la seccion anterior, la hidrélisis enzimatica ha sido ampliamente utilizada

para modificar los contenidos o relaciones FDI:FDS en diversos residuos agroindustriales, esto
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debido a las caracteristicas sensoriales indeseables que otorga la FDI y a la mayor funcionalidad
por parte de la FDS. Aunado a esto, la hidrélisis enzimatica ha dado buenos resultados en la
modificacidon de fuentes de fibra dietética, sin embargo, se ha visto la necesidad de mejorarlos
mediante la aplicaciéon de pretratamientos. El objetivo de un pretratamiento es ocasionar la
ruptura de la lignina y la hemicelulosa, al igual que de las regiones cristalinas y amorfas en la
estructura de la celulosa, de modo que las enzimas puedan acceder e hidrolizar facilmente (ver

Figura 1) (Karimi et al., 2014).

La irradiacidn con ultrasonido o sonicacidn se considera una posibilidad, y se refiere a ondas de
sonido con frecuencias entre 20 kHz y 1 MHz, las cuales viajan de forma secuencial en un medio
particular (Zumar y Mohee, 2018). A medida que las ondas se mueven a través del medio, se
forman burbujas de gas y vapor, las cuales aumentan de tamafio hasta alcanzar un diametro
critico e implosionan, creando un fenédmeno conocido como cavitaciéon (Zumar y Mohee, 2018).
El colapso de las burbujas de gas libera energia y da lugar a condiciones de alta temperatura y

presién, lo que ocasiona alteraciones de la estructura lignocelulésica (Zumar y Mohee, 2018).

Figura 1. Cadenas de celulosa rodeadas de hemicelulosa y lignina (Ghaffar y Fan, 2013).

A nivel laboratorio, la combinacion ultrasonido - hidrélisis enzimatica ha sido utilizada para
intensificar el proceso de deslignificacion de materiales lignoceluldsicos y en la obtencidn de

biocombustibles a partir de la produccién de azlcares fermentables. Subhedar et al. (2015)
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incrementaron 2.4 veces la liberacidén de azucares reductores de residuos de periddico mediante
hidrélisis enzimatica asistida por ultrasonido, las condiciones éptimas obtenidas fueron: carga de
sustrato de 3 % (p/v), carga de enzima de 0.8 % (p/v), potencia de sonicacion de 60 W, ciclo de
trabajo del 70 % y tiempo de hidrélisis de 6.5 h. Ademas, se informd que los pretratamientos con
ultrasonido y la posterior hidrélisis enzimatica redujeron la lignina y aumentaron los compuestos
solubles en detergentes neutros de mazorcas de maiz y brotes de vid, lo que los hizo mas
accesibles para la conversién de biogds (Pérez-Rodriguez et al., 2016). Asimismo, el tratamiento
combinado de ultrasonido - lacasa degradd un 75 % la lignina presente en césped Napier y redujo
un 50 % el tiempo de tratamiento en comparacion con el tratamiento convencional con alcali, las
condiciones dptimas para la deslignificacidn se obtuvieron a una frecuencia de 24 kHz, 100 W de

potenciay 6 h de sonicacion (Narsappa y Pandit, 2016).

Por otro lado, en la industria alimentaria, el ultrasonido es aplicado para complementar las
operaciones unitarias o en el procesamiento de productos alimenticios, ya sea mediante
exposicién directa o utilizando como instrumento un sonotrodo o bafio de agua ultrasénico

(Figura 2).

Figura 2. Métodos de aplicacion de ultrasonidos (Bhargava et al., 2021).

Un sonotrodo es la herramienta de un soldador vy, por lo tanto, en el caso del procesamiento de
alimentos, se emplea principalmente en acciones de corte y rebanado. El rebanado ultrasdnico
de queso, galletas, frutas y verduras, etc. da como resultado productos perfectamente cortados

y rebanados. Ademas, contrariamente a las técnicas de corte convencionales, la tecnologia
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ultrasdnica minimiza la pérdida de producto y aumenta la productividad (Lucas et al., 2005). Por
su parte, los baflos de agua ultrasénicos han sido métodos ampliamente aceptados para la
limpieza y el saneamiento en las operaciones de procesamiento de alimentos y bebidas. Las ondas
ultrasénicas producidas por el equipo en el liquido de limpieza hacen que el alimento sea seguro

para el consumo, generalmente empleado en procesos de desengrasado (Bhargava et al., 2021).

La aplicacion del tratamiento con ultrasonidos es eficaz en el procesamiento de diversos

productos alimenticios:

En la industria carnica, el ultrasonido se ha utilizado con éxito para mejorar procesos como la
transferencia de masa y el marinado, el ablandamiento de la carne y la inactivaciéon de

microorganismos (Alarcon-Rojo et al., 2019).

En frutas y verduras, la firmeza se ha visto influenciada por la aplicacion de ultrasonido. Asimismo,
se han observado cambios de color que podrian atribuirse a la probable inactivacién de las
enzimas fenolperoxidasa y polifenol oxidasa. Ademas, la sonicacién también imparte un efecto
antimicrobiano que podria deberse a la formacién de radicales libres y la cavitacién (Nicolau-

Lapefa et al., 2019).

En la industria lactea, ha sido beneficioso en la inactivacion microbiana. El ultrasonido de alta
intensidad es capaz de mejorar la viabilidad de la cepa probidtica para cultivos iniciadores
utilizados para la fabricacién de leches de cultivo y sus productos. El tratamiento con ultrasonido
mejora las propiedades sensoriales de los productos lacteos fermentados junto con sus
cualidades nutricionales debido a un aumento de péptidos bioactivos y oligosacaridos,
reduciendo el contenido de lactosa. Ademas, el ultrasonido reduce el tiempo necesario para la
maduracion del queso, al liberar enzimas intracelulares, acelerar la degradacidn de la estructura
de las proteinas y mejorar las propiedades texturales, sensoriales y nutricionales (Bhargava et al.,
2021). Asimismo, la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad disminuye el tamafio de los
glébulos de grasa en la produccidn de yogur, mejora la viscosidad, disminuye la sinéresis,

aumenta la fuerza del gel y acelera la fermentacién (Akdeniz y Akalin, 2019).
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1.3 FIBRA DIETETICA

La fibra dietética es uno de los componentes reconocidos como ingrediente funcional, ésta se
define como hidratos de carbono con tres o mas unidades monoméricas que no se digieren ni se
absorben en el intestino delgado humano, incluye los carbohidratos comestibles que se producen
de forma natural, los obtenidos a partir de materias primas alimentarias mediante tratamientos
fisicos, quimicos o enzimaticos y los sintetizados artificialmente pero que demuestran beneficios

para la salud (CODEX, 2009).

La razén por la que el organismo humano no puede procesarla se debe a que el aparato digestivo
no dispone de las enzimas que pueden hidrolizarla. Esto no significa que la FD pase intacta a través
del aparato digestivo, ya que, aunque el intestino no dispone de enzimas para digerirla, las
enzimas de la microbiota intestinal la fermentan parcial o totalmente y la descomponen en
diversos compuestos quimicos: gases (hidrogeno, diéxido de carbono y metano) y acidos grasos

de cadena corta (AGCC) (acético, propidnico y butirico) (Saura-Calixto et al., 2000).

La FD esta formada por una mezcla heterogénea de sustancias que por sus propiedades fisicas y
el efecto que cumplen en el organismo se clasifican como fibra dietética soluble (FDS) y fibra
dietética insoluble (FDI), referida dicha solubilidad a las fibras que se dispersan en el agua (Rodney

etal. 2017).

1.3.1 Fibra dietética soluble

La FDS estd formada por componentes que captan mucha agua (inulina, pectinas, B-glucanos,
gomas, mucilagos y fructooligosacaridos) los cuales son capaces de formar geles viscosos en el
tracto intestinal retardando la evacuacidn gastrica y con ello generando una mayor sensacion de
saciedad, ademas, ayuda a reducir la respuesta glucémica y el colesterol plasmatico, disminuir el
riesgo de enfermedades cardiovasculares y proteger contra el cancer colorrectal (Rodney et al.,
2017; Vega-Lopez et al., 2018). Este tipo de fibra predomina en las leguminosas, cereales (avena

y cebada) y frutas (Zambrano et al., 1998).

1.3.2 Fibra dietética insoluble

La FDI no se disuelve en agua (celulosa, hemicelulosa y lignina), pasa a través del tracto intestinal

sin sufrir cambios, suaviza la consistencia de las heces y aumenta la frecuencia del peso de
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defecacion acelerando el transito intestinal (Rodney et al., 2017), pero tiene un impacto negativo
en el color, textura y sabor cuando se afade a un producto alimenticio. De manera natural, se

encuentra en todos los granos integrales, salvado de trigo y algunos vegetales (Dreher, 1999).

Las frutas y verduras (cualquier producto vegetal) contienen fibras solubles e insolubles, pero la
proporcion de éstas varia de acuerdo con el tipo y grado de madurez de la verdura o fruta. Cerca

del 75 % de la fibra dietética en los alimentos estd presente en la forma de FDI (Dreher, 1999).

1.3.2.1 Celulosa

La celulosa consiste en una cadena lineal de mondémeros de glucosa con enlaces B-(1 - 4) y es el
componente estructural de las paredes celulares en plantas y vegetales (Figura 3a). Es insoluble
en agua e inerte a las enzimas digestivas en el intestino delgado. Sin embargo, puede pasar por
una fermentaciéon microbiana hasta cierto punto en el intestino grueso y producir AGCC (James y

Mark, 2010).

Figura 3. Esquemas de (a) unidad de repeticiéon de la cadena de celulosa, que muestra la
direccionalidad del enlace 1-4 y el enlace de hidrégeno intramolecular (linea de puntos) vy, (b)
microfibrilla de celulosa idealizada que muestra una de las configuraciones sugeridas de las
regiones cristalina y amorfa (Moon et al., 2011).

Las moléculas de celulosa tienen regiones amorfas desordenadas y cristalinas altamente
ordenadas a lo largo de su cadena (Figura 3b). Las unidades individuales de B-D-glucosa unidas
por un enlace glicosidico (1-4), asi como los enlaces de hidrégeno intermoleculares e
intramoleculares y las interacciones hidréfobas dan lugar a una estructura de celulosa rigida e

insoluble en agua (Lindman et al., 2010). Sin embargo, se han desarrollado muchas celulosas
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modificadas, como celulosa en polvo, celulosa microcristalina e hidroxipropilmetilcelulosa, que
se utilizan como ingredientes alimentarios. La diferencia entre celulosas naturales y modificadas
es el grado de cristalizacion y enlaces de hidrégeno. Cuando estos enlaces de hidrogeno se
rompen y la cristalinidad se pierde, el derivado de celulosa se vuelve soluble en agua (Lindman et

al., 2010).

1.3.2.2 Hemicelulosas

Las hemicelulosas son polisacdridos de estructura compleja y diferente composicién quimica.
Aunque su clasificacion es dificil, el criterio mas generalizado es la denominacién dependiendo
del residuo monomérico predominante (Lineback, 1999). Incluyen moléculas lineales y
ramificadas. Cabe destacar que la hemicelulosa tiene un grado de polimerizacién mucho menor
(100-200 U) en comparacion con el de la celulosa y la lignina. La hemicelulosa es mas inestable
que la celulosa y, por lo tanto, se degrada mas facilmente cuando se le somete a un tratamiento
térmico (Tekin et al., 2014). Dentro de este grupo tan heterogéneo se presentan, las
hemicelulosas neutras que incluyen pentosas de arabinosa y xilosa, y hexosas de galactosa,
manosa y glucosa, y las hemicelulosas acidas, donde aparecen los acidos galacturdnico vy
glucurénico. Las diferencias en la composicion quimica hacen que presenten diferentes
propiedades fisicas y quimicas, de manera que en este grupo existen componentes solubles y
otros insolubles (Mataix y Gassull, 2002; Gray, 2006). Entre la diversidad de polimeros
hemicelulésicos, los mas abundantes y ampliamente extendidos son los xilanos, los B-glucanos y

los xiloglucanos (Lineback, 1999).

1.3.2.3 Lignina

La lignina no es un carbohidrato, sin embargo, se encuentra quimicamente unida a las
hemicelulosas en la pared de la célula vegetal y, como tiene influencia sobre algunos aspectos de
la fisiologia gastrointestinal, se le incluye dentro de la categoria de fibra dietética insoluble
(Mataix y Gassull, 2002). Las moléculas de lignina son polimeros altamente complejos y variables
y estdan compuestas de tres alcoholes aromaticos principales: cumarilo, coniferilo, sinapilo (Figura
4). Es un polimero de alto peso molecular, que se forma por deshidrogenacién enzimatica y
posterior polimerizacidn de los alcoholes antes nombrados. En las plantas, la lignina proporciona
estructura e integridad, lo que permite a la planta mantener su forma, ademas, les proporciona

sus caracteristicas “lefiosas” (Jalili et al., 2015).
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Figura 4. Mondmeros que conforman la molécula de lignina: a) trans-coniferil, b) trans-p-cumaril
y ¢) trans-sinapil (Jalili et al., 2015).

1.3.3 Beneficios a la salud

La microbiota colénica fermenta parcial o completamente los carbohidratos que resisten la
digestion y la absorcién en el intestino delgado. De manera general, se conoce que la
fermentacion coldnica tiene como productos finales AGCC: acético, propidnico y butirico, en una
proporciéon molar 60:20:20, respectivamente (Boets et al., 2017). Estos AGCC disminuyen el pH
intestinal y ejercen un efecto vasodilatador local, por lo que se incrementa la absorcién de agua
y sales en el intestino grueso, haciendo que esta mayor reabsorcién de agua proteja frente a la
diarrea (Musch et al., 2001). El acetato producido en la fermentacion microbiana en el intestino
escapa en gran medida al metabolismo de primer paso en el higado. Puede aportar unidades de
acetilo a la lipogénesis en el citosol de los hepatocitos y adipocitos, pero su principal sitio de
oxidacién es el musculo periférico. También puede regular la lipdlisis del tejido adiposo y puede
actuar sobre la regulacion del apetito central (den Besten et al., 2013). El propionato actua
localmente en el intestino sobre las células L enteroendocrinas para estimular la liberacién de las
hormonas intestinales anorexigénicas PYY y GLP-1. El propionato se absorbe en gran parte a
través del intestino y se secuestra principalmente en el higado, donde se puede oxidar o usar en
la gluconeogénesis (Wilson et al., 2017). Ademas, el propionato tiene un efecto inhibidor sobre
enzimas involucradas en la sintesis enddgena de colesterol como la acetil-CoA reductasa,
responsable de la sintesis de acetil-CoA a partir de acetato, y sobre todo la 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA reductasa (Al-Lahham et al., 2010). Por su parte, el acido butirico tiene efectos
importantes sobre las células epiteliales coldnicas, tanto in vitro como in vivo, por lo que
actualmente se le reconoce como el principal componente protector en las dietas ricas en FD
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frente al cancer colorrectal (CCR). El butirato puede disminuir la expresién de NRP-1 mediante la
inhibicién de la transactivacion de Spl para suprimir la angiogénesis, la metastasis y la
supervivencia de las células de CCR, y puede promover la apoptosis de las células de CCR al
hiperactivar la via de sefializacion Wnt. Aunado a esto, el butirato puede restringir la proliferacion
celular, la formacidn de colonias, la invasidn celular e inducir la apoptosis celular en células de
CCR a través de la regulacion positiva de la expresion de miR-203, P21wafl y Bax, y promover la
expresion de endocan. Asi mismo, el butirato puede aumentar los niveles de mRNA de las
proteinas p57 al inhibir la expresién de C-Myc, lo que reduce la transcripcion del grupo de miR-
17-92ay el nivel de miR-92a (Figura 5) (Wu et al., 2018). Los tres AGCC potencialmente juegan un
papel en la regulacion de la presidn arterial; acetato y propionato a través de una interaccién
compleja que involucra la produccién de renina mediada por Olfr78 y la contrarregulacién a través
de FFAR3 y butirato a través de la atenuacién de la expresién inducida por angiotensina Il de los
receptores de prorenina renales y la renina (Chambers et al., 2018) El mecanismo general de

accion de los AGCC en la salud metabdlica se muestra en la Figura 6.

Figura 5. Mecanismos por el que el butirato suprime el desarrollo de cancer colorrectal (Wu et
al., 2018).
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Figura 6. El mecanismo general de accién de los AGCC en la salud metabdlica (Adaptado de
Chambers et al., 2018).

Ademas, los carbohidratos no digeridos que alcanzan el intestino grueso suavizan la consistencia
de las heces y aumentan la frecuencia del peso de defecacion. Con una mayor ingesta de FD, el
peso de las heces tiende a ser mayor y el tiempo de transito disminuye, lo que puede contribuir
a la prevencion de trastornos del intestino grueso, como estrefiimiento, diverticulitis y cancer
(Elleuch et al., 2011). La mayoria de los carbohidratos no absorbidos tienen efectos laxantes,
tanto por el aumento de la masa bacteriana o los efectos osmaéticos, como por la unién del agua

a la fibra no fermentada restante (Mudgil y Barak, 2013).

Estudios recientes muestran una asociacidn inversa entre la ingesta de FD y el riesgo de
enfermedades coronarias. En general, se considera que los niveles adecuados de ingesta de FD
disminuyen el riesgo de enfermedades coronarias. Los mecanismos postulados para niveles bajos
de colesterol de lipoproteinas totales y de baja densidad (LDL) incluyen alteraciones en la
absorcién de colesterol y la reabsorcién de acidos biliares, y alteraciones en el metabolismo
hepatico y la depuracidn plasmatica de las lipoproteinas. Las fibras altamente viscosas (como los

B-glucanos de avena, las pectinas y la goma guar) influyen en los niveles de lipidos en la sangre,
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mientras que las fibras no viscosas, como la fibra de trigo y la celulosa, generalmente no lo hacen.
En algunos paises, la evidencia de las propiedades reductoras del colesterol de ciertas fibras
viscosas, especialmente B-glucanos de la avena, se consideran suficientes para los reclamos sobre

la reduccion del riesgo de enfermedades coronarias (Theuwissen y Mensink, 2008).

Por otro lado, en paises desarrollados y en vias de desarrollo, la diabetes tipo 2 es reconocida
como un problema importante para la salud; fisiopatologia que ocasiona la disminucién de la
sensibilidad de insulina y la alteracién de la funcién de las células B del pancreas que conduce a
la hiperglicemia (Kim et al., 2016). En la actualidad, la ingesta de alimentos ricos en FD ya sea en
forma natural (cereales y leguminosas integrales), enriquecidos o como fibras purificadas; es
considerada como una terapia médica y es una buena estrategia para reducir la hiperglucemia
postprandial en pacientes con diabetes tipo 2. Los mecanismos estan basados en la reduccién de
la densidad en calorias de los alimentos, tiempo prolongado de masticacion, aumento de la
saciedad, retraso en el vaciamiento gdstrico y atenuacion de la velocidad de absorcién de glucosa
en el intestino delgado debido a que la fibra tiene la capacidad de adsorber y retener moléculas
organicas como la glucosa y grasas (Kim et al., 2016; Bae et al., 2016). Estudios en humanos, han
demostrado que el consumo de 15 g/dia de fibra reduce significativamente la diabetes (Slavin,
2013). Por otro lado, la Asociacion Americana de Diabetes (sigla en inglés: ADA) recomienda el
consumo de fibra entre 20 y 25 g/dia (soluble e insoluble) en personas saludables para mantener
un mejor control glucémico e insulinico, y en pacientes con diabetes tipo 2 hasta 50 g/dia de fibra;
aunque esta cantidad puede presentar limitaciones en la palatabilidad y problemas
gastrointestinales secundarios (distensién abdominal, meteorismo y dolor abdominal) (Miller,

2014).

1.3.4 Ingesta de fibra dietética

La fibra es un carbohidrato que no se digiere ni se absorbe, por lo que aporta pocas calorias, o
ninguna. El Instituto de Medicina (The Institute of Medicine, Washington, DC) recomienda que
los adultos sanos consuman: 25 g de fibra diaria para mujeres y 38 g de fibra diaria para hombres.
Las recomendaciones de fibra para nifios y ancianos son 14 g de fibra por cada 1000 calorias

consumidas (Rodney et al., 2017).
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En México, el consumo de FD es de 13.6 g/dia, valor muy por debajo al recomendado por la OMS,
esto es debido a que la mayoria de la poblacién, especialmente en la zona urbana, se lleva una
dieta rica en carnes rojas y azucares y un consumo menor de frutas y verduras, aunado a que
actualmente las personas llevan un ritmo de vida acelerado. Otra de las limitantes en el consumo
de FD son las caracteristicas sensoriales que ésta le confieren a un producto, ya que suele afectar
su apariencia e imparten una sensacion fibrosa dificultando su masticacion y deglucién (Glicerina
etal., 2017). Algunos de los productos disponibles comercialmente con alto contenido en fibra se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Productos comerciales adicionados con fibra dietética.

Producto comercial Contenido de FD (g/100g)
Galleta de Avena 0 % azucar (almendrada) ® 15
Thins 100 % integral ® 12
Multigrano linaza ® 9.38
Stila® 9.38
Bran Frut fresa ® 6.25

BIMBO, 2020; QUAKER, 2020.

1.4 CARACTERIZACION DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

Los residuos agroindustriales presentan una caracteristica comun, la fraccion organica
(constituida principalmente por celulosa), ideal para su aprovechamiento en un sinfin de procesos
dentro del mismo sector y/o en el flujo econdmico del pais. Sin embargo, es necesaria la
caracterizacién de estos para conocer la cantidad generada, composicién quimica y cantidad y
calidad de sus componentes, con el objetivo de seleccionar el proceso o sector donde puede ser
aprovechado para su transformacién y con ello lograr productos con alto valor anadido, o bien,
su disposicién como residuo orgdnico por no tener un valor comercial. Aunado a esto, y como se
sefiald en la seccién anterior, diversas investigaciones se han encargado de caracterizar los
residuos agroindustriales (modificados o no) en términos de sus propiedades funcionales,
estructurales, reoldgicas y térmicas, siendo conveniente entender los principios basicos de las

técnicas que permitiran explicar los cambios observados.
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1.4.1 Caracterizacion estructural

La difraccién por rayos X y la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), han
llegado a ser técnicas bien establecidas para analizar la cristalinidad de los polimeros y el

comportamiento de varios enlaces quimicos, especialmente en celulosa y almidén.

1.4.1.1 Difraccién de rayos X

En materiales lignocelulésicos, como son los residuos agroindustriales, el patrén de difraccién de
rayos X es usado para identificar los polimorfos de celulosa cristalina (1, II, 1ll, IV) y para detectar
cambios en el grado cristalino de la celulosa, causados por tratamientos fisicos, quimicos y

bioldgicos. Por lo tanto, el patréon de DRX permite calcular la cristalinidad de los materiales.

Cuando los rayos X inciden sobre atomos de sélidos, los electrones de los d&tomos los dispersan.
La interferencia de ondas constructivas o destructivas se produce en diferentes direcciones a
medida que las ondas dispersas (patron de difraccion) son emitidas por atomos en diferentes
posiciones (Fultzy Howe, 2013). Sin embargo, la interferencia constructiva ocurre si el sélido tiene
una disposicion ordenada de estructura atdomica. Existe una fuerte relacion entre los patrones de
difraccion y la estructura atémica periddica de los cristales en los materiales. La disposicidon
atdmica (periodicidad) con largas distancias repetidas causa difraccién en angulos pequefios,
mientras que distancias cortas repetidas conducen a difraccién en dngulos altos (Fultz y Howe,
2013). La posicién del pico de difraccion se utiliza para determinar la forma y el tamafio de la
celda unitaria, mientras que la intensidad del pico de difraccion determina la posicion atémica
dentro de la celda y el nimero atémico (Zhang et al., 2002). Bragg proporcioné una explicacién y
medicidn alternativa simple para la difraccion de rayos X monocromaticos de un solo cristal. El
analisis de Bragg (Figura 7) asumié que los cristales estdn en capas o planos atdémicos (plano de
celosia - hkl/) con una distancia de separacion, d, y producen reflexién cuando la luz incidente o
los rayos X inciden en los planos de los atomos. Posteriormente, el haz incidente forma un angulo
0 igual con el haz difractado correspondiente en el plano de la red. Para la interferencia
constructiva, la condicion de difraccion de Bragg se satisface si la diferencia de la longitud de
trayectoria es igual a nA. De acuerdo con la ley de Bragg, la interferencia constructiva ocurre solo

si (Ameh, 2019):
AB + BC = nl (1)
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Figura 7. Esquema del patrén de difraccion de rayos X (Ameh, 2019).

La longitud de onda tipica de los rayos X es entre 0.1 y 1.0 nm, que es comparable al espacio
molecular en un cristal. Cuando el destello del rayo X choca con un cristal colocado en una
superficie especial, permite que el cristal sea rotado con respecto al destello incidente y sucede
la difraccion. El destello difractado es una medida para obtener informacién de la estructura del

cristal y las moléculas que lo forman (Bello-Pérez, 1995).

1.4.1.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Por otro lado, la espectroscopia FTIR analiza los enlaces quimicos representativos cuando la
radiacion infrarroja pasa a través de una muestra. Generalmente, la espectroscopia IR es aplicable
a una amplia gama de materiales y condiciones y podria utilizarse para analisis cualitativos y

cuantitativos.

El instrumento que determina el espectro de absorcidn de un compuesto se llama
espectrofotémetro. El espectrofotdmetro de transformada de Fourier proporciona el espectro IR
mucho mds rapidamente en comparacién con el espectrofotémetro tradicional. La Figura 8 ilustra
esquematicamente los componentes principales de un espectrofotémetro FTIR simple. El
instrumento produce un haz de irradiaciéon IR, que se emite desde una fuente de cuerpo negro
brillante. Posteriormente, el haz pasa a través del interferémetro donde tiene lugar la codificaciéon

espectral. La recombinacion de haces con diferentes longitudes de trayectoria en el
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interferémetro crea una interferencia constructiva y destructiva llamada interferograma. El haz
entra ahora en el compartimento de muestras y la muestra absorbe frecuencias especificas de
energia, que son caracteristicas Unicas de la muestra del interferograma. Luego, el detector mide
la sefial de interferograma especial en energia vs tiempo para todas las frecuencias
simultdneamente. Mientras tanto, se superpone un rayo para proporcionar una referencia
(fondo) para el funcionamiento del instrumento. Finalmente, el espectro deseable se obtuvo
después de que el interferograma sustrajo automaticamente el espectro del fondo del espectro
de la muestra mediante el software informatico de transformacion de Fourier (Mohamed et al.,

2017).

Figura 8. Componente bdsico del espectrémetro infrarrojo por transformada de Fourier
(Mohamed et al., 2017).

Basicamente, el espectro IR obtenido del espectrometro FTIR se encuentra en la regién de IR
medio de 2.5 - 15 um entre 4000 y 666 cm. Las energias de transicion correspondientes a los
cambios en el estado de energia vibratoria para muchos grupos funcionales se encuentran en la
regién del IR medio (4000 - 400 cm™?) y, por lo tanto, la aparicidn de una banda de absorcién en
esta regidén se puede usar para determinar si existen grupos funcionales especificos dentro de la
molécula. Normalmente, hay cuatro regiones de tipos de enlaces que pueden analizarse a partir
de los espectros FTIR. Como se muestra en la Figura 9, el enlace simple (O-H, C-H y N-H) es
detectable en un nimero de onda mas alto (2500 - 4000 cm™). Ademas, el triple enlace y el doble
enlace son detectables en la region media del nimero de onda 2000 - 2500 cm™ y 1500 - 2000

cm, respectivamente. Asimismo, la vibracién de la molécula en conjunto da lugar a un patrdn
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complejo de vibraciones en la region de bajo nimero de onda de 650 - 1500 cm™ que son
caracteristicos de la molécula en su conjunto y, por lo tanto, pueden usarse para la identificacion

(Mohamed et al., 2017).

Figura 9. Espectros infrarrojos tipicos de la transformada de Fourier. El recuadro corresponde a
la estructura molecular de la celulosa (Mohamed et al., 2017).

1.4.2 Evaluacion reoldgica

La reologia es la ciencia que estudia la relacion entre el esfuerzo y la deformacion a través de
relaciones matemdticas constitutivas reoldgicas de estado (Muller, 1973). Esta describe las

propiedades mecanicas de los materiales bajo diferentes condiciones de esfuerzo y deformacion.

La importancia o razones fundamentales para justificar el estudio del comportamiento reoldgico

de los materiales son las siguientes:

1. Contribuye al conocimiento de su estructura, por ejemplo: existe cierta relacién entre el
tamafio y forma molecular de las sustancias en disolucién y su viscosidad, asi como entre

el grado de entrecruzamiento de los polimeros y su elasticidad.
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2. Enlaindustria se efectian con frecuencia medidas reoldgicas sobre las materias primas y
los productos en elaboracién que son de gran utilidad para el control de los procesos.
3. Ayuda al disefo de las maquinas; es preciso que tolvas, tuberias y bombas se adecuen a

las caracteristicas de los productos con los que van a ser utilizadas.

La reologia se puede clasificar en viscosidad o flujo viscoso, elasticidad o deformacion eldstica y

viscoelasticidad (Steffe, 1992; Macosko, 1994).

1.4.2.1 Viscoelasticidad

La mayoria de los materiales manifiestan simultaneamente flujo viscoso y elasticidad, fendmeno
denominado viscoelasticidad. Estos materiales se caracterizan por la presencia de una estructura
tridimensional incompleta que se destruye por aplicacién de un esfuerzo y sélo se recupera
parcialmente cuando el esfuerzo es removido. Mientras mas completa y resistente a la ruptura
es la estructura, mds pronunciada es su elasticidad, y mientras mas facil se rompa su estructura,

mayor es su comportamiento viscoso (Borwankar y Shoemaker, 1992; Steffe, 1992).

En el caso de materiales viscoeldsticos, una de sus caracteristicas mas importantes es la
dependencia del tiempo de la respuesta a ciertos esfuerzos (tensiones) y deformaciones
aplicados. Consecuentemente, es necesaria la inclusion del tiempo como una variable
independiente para definir adecuadamente sus propiedades viscoelasticas. De hecho, cuando se
mide el comportamiento reolégico de estos materiales en un intervalo de esfuerzos o
deformaciones se pueden encontrar dos grupos: aquellos considerados como viscoeldsticos
lineales, en los cuales las propiedades viscoelasticas son una funcién del tiempo y no de la
magnitud de la deformacién ni de la velocidad de deformacién. Otra clase de materiales
viscoelasticos son los no lineales. Estos exhiben propiedades mecanicas que son una funcién no

s6lo del tiempo, sino de la magnitud del esfuerzo aplicado.

Un gran numero de materiales presenta tanto comportamiento viscoso como elastico, como
ejemplos se pueden mencionar los polimeros orgdnicos, materiales de construccién, plasticos,
etc. En el campo de los alimentos se puede listar infinidad de ejemplos, donde ademas del aroma,
el sabor y la apariencia, la viscoelasticidad influye en la aceptacién por parte del consumidor,

como son los emulsificantes, agentes estabilizantes, hidrocoloides, polimeros biolégicos como el
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agar-agar, alginatos, carragenina, gelatina, goma arabiga, pectinas, mayonesas, gomas de mascar,

etc., (Borwankar y Shoemaker, 1992).

Los redmetros rotacionales con los utilizados para medir la viscoelasticidad de materiales, y se

pueden clasificar en dos grupos:

a) Control de deformacidn. En estos, la muestra se coloca entre dos placas, una de las cuales
gira a una velocidad constante y se mide la fuerza de torsion (esfuerzo) producida en la
otra placa. En este caso, la velocidad de rotacién es la variable independiente y el torque
(esfuerzo) es la variable dependiente.

b) Control de esfuerzo. Se aplica cierto esfuerzo (torque) a una de las placas y se mide el

desplazamiento o la velocidad de rotacién de la misma placa.

Asi mismo, existen tres tipos de geometrias utilizadas para la medicién de la viscoelasticidad: los

sistemas de placas paralelas, cono y placa y cilindros concéntricos.

En el sistema de placas paralelas, la velocidad de deformacién varia de cero en el centro de la
placa hasta un valor mdximo en la periferia. Sin embargo, tiene la ventaja de que el espacio entre
placas se puede ajustar para acomodar particulas gruesas, lo cual no se logra con otras

geometrias.

En el caso de la geometria cono y placa, cuando el angulo que ambos forman es menor a 37, la
velocidad de deformacion se puede considerar constante; ademas, la inercia del fluido es
despreciable, sobre todo cuando se usan bajas velocidades de deformacidon, se utiliza
adecuadamente con muestras cuyo didmetro de particula sea menor de 10 micrémetros de

diametro.

La geometria de cilindros concéntricos se utiliza mas cominmente para determinaciones de

curvas de flujo y de esfuerzo constante de muestras de baja y mediana viscosidad.

1.4.2.2 Métodos de determinacidn de viscoelasticidad
En reologia, los métodos para determinar las funciones viscoelasticas lineales de materiales se

caracterizan por ser de baja deformacién o de bajo esfuerzo, se dividen en:

a) Meétodos estaticos. Entre los que se pueden mencionar la prueba de relajacién de esfuerzo

(stress-relaxation) y la de esfuerzo (tensién) constante (creep).
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b) Métodos oscilatorios o dinamicos. Involucran la aplicacion ya sea de un esfuerzo o de una

deformacion oscilatoria (Steffe, 1992).

Las pruebas dinamicas se han convertido en el método mas comun de estudio del
comportamiento viscoeldstico de un gran niumero de materiales, incluyendo a los alimentos,
debido a que aportan resultados rapidos con minimos cambios fisicos y quimicos. Estas pruebas
tienen gran variedad de aplicaciones, por ejemplo: en la evaluacion de la fuerza de geles,
monitoreo de la gelatinizacion del almidén, observacién de la coagulacidon o desnaturalizacidn
proteinica, evaluacién de la formacion de la cuajada de quesos, y la correlacion de las propiedades
reoldgicas con la evaluacidon sensorial, asi como la estabilidad de productos en el almacenamiento

(Borwankar, 1992; Steffe, 1992).

El desarrollo de las ecuaciones para describir las pruebas dindmicas se basa en ciertas

suposiciones:

a) La deformacion es la misma en todos los puntos de la muestra.
b) Lainercia de la muestra es despreciable.

c) El material se comporta como una sustancia viscoelastica lineal.

En las pruebas dinamicas, las muestras se someten a un movimiento que varia armoénicamente

con el tiempo (movimiento oscilatorio), utilizando geometrias especificas.

El gel es sometido a un periodo de torque de baja amplitud sinusoidal (esfuerzo), la aplicacién del
esfuerzo es alterada en una frecuencia dada (ciclos s o w radianes s). Si el comportamiento de
un material viscoelastico es lineal, la deformacidn sera también sinusoidal con el esfuerzo, pero
no estaran en fase. En la Figura 10 se presenta la caracterizacidn de los materiales en funcién a la
respuesta obtenida al aplicar un esfuerzo o una deformacién oscilatoria. Para un sélido ideal, el
esfuerzo esta en fase con la deformacién, mientras que para un liquido ideal se presentara un
desfasamiento de 90° entre el esfuerzo y la deformacidn. Si el material es viscoelastico, el angulo

de desfasamiento se encontrara entre 0 y 90° (Mitchell, 1980).

Estas pruebas consisten en obtener un barrido de deformacion (o esfuerzo, segun sea el caso),
para determinar los limites del comportamiento viscoeldstico lineal de la muestra, dado que en

laregidn lineal, las propiedades reoldgicas no son dependientes de la deformacion ni del esfuerzo.
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Figura 10. Prueba dindmica oscilatoria de baja amplitud.

Posteriormente, se procede a obtener un barrido de frecuencia, el cual sefala los cambios en el
comportamiento eldstico y viscoso del material, con el tiempo de aplicacion de la deformacion o
del esfuerzo (Ferry, 1980; Macosko, 1994). Los resultados de los experimentos dindmicos son
representados por los parametros G’, G” y tan 6. La viscoelasticidad lineal de los mddulos
dindmicos es funcién de la frecuencia y de la sensibilidad de las pruebas de la estructura de los

biopolimeros en solucién y de los geles.

El mddulo de almacenamiento (G’), es una medida de la energia almacenada en el material en
una deformacidn sinusoidal y recuperada por ciclo. En una base molecular, la magnitud de G’ es
dependiente de los rearreglos que tiene lugar en un periodo de oscilacion (Biliaderis, 1992) y es
tomado como un indicador del caracter sélido o elastico del material. Es una funcién de la

frecuencia y se puede expresar como:
G' = (t0/¥0) os(8) (2)
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Donde

To= Amplitud del esfuerzo de corte

Yo = Amplitud de la deformacion

& = Angulo de desfasamiento

El médulo de pérdida (G”), es una medida de la energia disipada o pérdida (como calor) por ciclo
de deformacion, este comportamiento es generalmente mostrado por una red entrecruzada no
permanente la cual resulta de una cadena entrelazada y va de altos niveles de reordenamiento
molecular en la deformacién. Una fuerte interaccidon entre las cadenas (teniendo mayores
tiempos de relajacidn) contribuye al valor de G’, mientras que si es débil, enlaces con relajacién

rapida, contribuye sélo a G”.

Otro pardmetro importante en la caracterizacién del estado fisico de un material viscoelastico es
la tangente de pérdida o tan §, o tangente del angulo de desfasamiento. Este parametro
adimensional es la relacion entre la energia pérdida y la energia almacenada para cada ciclo de

deformacion:

(3)
tan(6) = G" /G’

La tan & es un parametro mas sensible que G’ y G”, mostrando los cambios en el caracter
viscoelastico de la red del polimero. Basandose en el valor de tan §, los materiales se pueden

clasificar de manera muy general en cuatro categorias (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacién de materiales segun los valores de tan 6.

Clasificacion tano
Soluciones diluidas >3.0
Todos los polimeros amorfos con o sin enlaces cruzados 0.2-3.0
Polimeros vitreos y cristalinos = 0.1
Polimeros con pocos enlaces entrecruzados =0.01

Ferry, 1980.
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2 JUSTIFICACION

La generacién de residuos agroindustriales actualmente es una problematica a nivel mundial,
debido a que en la mayoria de los casos éstos no son procesados o dispuestos adecuadamente,
situacién que contribuye a la contaminacién ambiental. Los residuos agroindustriales derivados
de la pifia tienen usos potenciales como materia prima para obtener productos de valor agregado,
al presentar alto contenido de materia orgdnica constituida principalmente por celulosa, lignina,
hemicelulosa y pectina. Actualmente, los estudios de este residuo se enfocan en el
aprovechamiento de la cascara, tallos y corona, utilizados para la produccion de bioetanol,
bebidas fermentadas y almiddn, asi como para la extraccién de compuestos bioactivos vy
glucdésidos. Sin embargo, una fraccién importante de este residuo, conformada por el corazén y
solidos centrifugados, no es aprovechada adecuadamente ya que es simplemente desechado

contribuyendo al problema de generacién de residuos sélidos.

Una alternativa en la disposicion final del residuo de pifia es encontrar una tecnologia apropiada
para su tratamiento y valoracién indirecta, aprovechando su contenido de fibra dietética
insoluble. En este sentido, la hidrdlisis enzimdtica y el ultrasonido han sido las técnicas mas
empleadas en la modificacién de residuos agroindustriales, debido a los cambios fisicoquimicos,
estructurales y sensoriales que producen. Es por ello por lo que en este trabajo se propone
evaluar el efecto del ultrasonido y de la hidrdlisis enzimatica sobre las propiedades estructurales
y reoldgicas del residuo agroindustrial de la pifia variedad MD-2. Con la gran cantidad de residuos
de pifia que se desechan cada afio, la utilizacién efectiva de este residuo agroindustrial podria

fortalecer la cadena productiva de la pifia en la region.
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3  HIPOTESIS

El ultrasonido y la hidrdlisis enzimatica ocasionardn cambios en las propiedades estructurales y

reoldgicas del residuo agroindustrial de pifia (Ananas comosus).
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4 OBIJETIVOS

4.1 OBIJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del ultrasonido y de la hidrélisis enzimatica sobre las propiedades estructurales

y reoldgicas del residuo agroindustrial de pifia (Ananas comosus) variedad MD-2.
4.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer las condiciones de ultrasonido para el pretratamiento del residuo
agroindustrial de pifa.

2. Evaluar los cambios estructurales mediante difraccion de rayos X y espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier del residuo agroindustrial de pifia modificado.

3. Evaluar el perfil reoldgico del residuo agroindustrial de pifia modificado.
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5 MATERIALES Y METODOS

En esta investigacidn se efectud la caracterizacién estructural y reoldgica del bagazo de pifia
(residuo agroindustrial del fruto) pretratado con ultrasonido y modificado enzimaticamente con

pretratamiento ultrasénico.
5.1 MATERIALES

5.1.1 Materia prima

El bagazo de pifia (Ananas comosus) de la variedad MD2, fue donado por un productor de jugo
de pifia que comercializa este producto en la ciudad de Tuxtepec, Oaxaca. La celulasa (actividad
enzimatica: 25,000 U/g) se adquirié de Sigma-Aldrich (Louis, EE. UU.). El resto de los reactivos y
disolventes fueron de grado analitico (Sigma-Aldrich, Louis, EE. UU.; Meyer, Quimica Suastes,

CDMX, México).
5.2 METODOS

En la Figura 11 se presenta la estrategia experimental que se utilizé en este trabajo.

Composicion quimica proximal
* Humedad

Cenizas

Proteina

Grasa cruda

Carbohidratos

[ Obtencién de la
harina

. . . .

v
Pretratamiento de la harina con
ultrasonido

A 4
Pretratamiento de la harina con
ultrasonido

v
[ Modificacion por hidrélisis ]
enzimatica.

{ Secado por Liofilizacion ]f-
C cterizacién Reoldgi Caracterizacion
aracrerizacion heologica estructural

[ [
| v | ¥

Difraccion de rayos X Espectroscopia de
(DRX) infrarrojo (FTIR)

[ Barridos de deformacion ] [ Barridos de frecuencia ]

Figura 11. Estrategia experimental del proyecto.
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5.2.1 Preparacion de la harina de bagazo de pifia

Una vez recolectado el bagazo de pifia, se lavd tres veces con agua, se escurrid el agua en exceso
y se separo la pulpa y el corazén, ademas se eliminaron residuos de cascara. La materia prima se
sometid a un proceso térmico (15 min a 15 psi de presién en autoclave) (Felisa, Modelo FE-397,
Jalisco, México). Posteriormente se deshidratd en un secador de charolas (SUSESA, México)
ajustado a una temperatura de 60 °C empleando una velocidad de 1.5 m/s durante 18 h. El
producto seco recolectado se trituré en una licuadora (Oster, Modelo 6832, CDMX, México) a
velocidad mdxima y se tamizd (tamiz de malla No. 40) para tener un tamano de particula

homogéneo. La harina obtenida se almacend a 25 °C en un recipiente herméticamente cerrado.

5.2.2 Analisis quimico proximal de la harina de bagazo de piia

La composicidn quimica proximal de la harina de bagazo de pifia se determiné mediante los

métodos oficiales descritos por la AOAC (2000), comprendiendo los analisis siguientes:

e Humedad (925.09). Se realizd por pérdida de masa al calentar una muestra de harina a
110 °C en una estufa (Binder, Modelo FD 23, Tuttlingen, Alemania) hasta alcanzar peso
constante (aproximadamente 4 h) a presién atmosférica.

e Cenizas (923.03). Se obtuvo por incineracién de una muestra de harina en una mufla
(Prendo, Modelo PCA-1500, Puebla, México) a 550 °C durante 4 h.

e Proteinas (954.01). Este analisis se basé en el método Kjeldahl (Prendo, Modelo DIK-40,
Puebla, México) para la cuantificacion del nitrégeno total presente en la muestra,
utilizando el coeficiente 6.25 como factor de conversion a proteinas.

e Grasa cruda (920.39). Se cuantificd después de una extraccién de la muestra durante 4 h

con éter de petréleo en un sistema Soxhlet (Prendo Modelo PC-1000x6, Puebla, México).

5.2.3 Pretratamiento con ultrasonido e hidrélisis enzimatica

El sistema consistid en una sonda de 0.5 in de didmetro acoplada a un generador de baja
frecuencia (20 kHz) y un microprocesador para el control (Bandelin, SONOPULS HD 3200, Berlin,
Alemania). La cantidad de sustrato tratado en cada prueba fue de 8 g de muestra (base seca). Las
muestras se sonicaron en vasos de precipitado con 96 mL de tampdn fosfato de sodio (0.2 M a
pH 5) a 35 °C. Los experimentos del pretratamiento ultrasdnico se realizaron siguiendo un disefo
Box Behnken 33: ciclo (0.2, 0.6 y 1 s), potencia (40, 70 y 100 W) y tiempo (2, 6 y 10 min).
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Posterior al pretratamiento ultrasénico, se realizo la hidrdlisis enzimatica, en donde, se prepard
una mezcla de fibra dietética con tampdn fosfato de sodio (0.2 M a pH 5) en una relacién 1:15
p/v. Para ello, se completd un volumen de 120 mL adicionando a la solucidn sonicada 24 mL de
tampon fosfato de sodio. La enzima (celulasa) se adiciond a la mezcla y se incubd a 40 °C. Se utilizé
una concentracién de enzima de 1 U/g de fibra por 30 min de hidrdlisis. Una vez pasado el tiempo
de hidrdlisis, se detuvo la actividad enzimatica con etanol al 96 %. Las soluciones resultantes

fueron liofilizadas (VirTis, benchtop K, PA, EE. UU.).

Finalmente, se obtuvieron 30 muestras modificadas (por duplicado) a partir de 15 tratamientos.
Los tratamientos evaluados se presentan en la Tabla 5. Para la identificacidn de las muestras, se
utilizé la denotacion “US” para hacer referencia a aquellas muestras que solo tienen el
pretratamiento con ultrasonido, “UE” para las muestras modificadas enzimaticamente con
pretratamiento ultrasénico, y “HE” para la muestra modificada por hidrdlisis enzimatica a la

concentracion de enzima y tiempo establecido.

Tabla 5. Tratamientos evaluados en la modificacidn de la harina del residuo agroindustrial de
pina (Ananas comosus) variedad MD-2.

Tratamiento Ciclo (s) Potencia (W) Tiempo (min)
1 0.2 40 6
2 0.2 100 6
3 1 40 6
4 1 100 6
5 0.2 70 2
6 0.2 70 10
7 1 70 2
8 1 70 10
9 0.6 40 2
10 0.6 40 10
11 0.6 100 2
12 0.6 100 10
13 0.6 70 6
14 0.6 70 6
15 0.6 70 6
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5.2.4 Caracterizacion estructural por difraccion de rayos X (DRX)

Los patrones de DRX de las muestras modificadas y de la harina sin modificar se analizaron a
temperatura ambiente en un difractémetro (Bruker Axs, Modelo D8 Advance, Massachusetts, EE.
UU.), con un generador de radiacion de Cu-Ka con filtro de Ni y rejilla de 2 mm, que funciona a
40 kV y 30 mA. Los difractogramas se midieron en 20 en un rango de 5 a 60°, usando una velocidad
de exploracién de 1°/min. El grado de cristalinidad (Crl) de las muestras se calculd utilizando la
siguiente ecuacion:

_ ooz = lam) (4)

Crl x 100

Iooz
donde I, es la intensidad maxima del pico de difraccidn reticular (0 0 2), que se encuentra en
un angulo de difraccion alrededor de 26 =22 °y [,,, es la intensidad de la parte amorfa, que es
la intensidad mads baja en un angulo de difraccion alrededor de 26 = 18 ° (Segal et al., 1959).

5.2.5 Caracterizacion estructural por espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FTIR)

Los analisis de FTIR se llevaron a cabo en un espectrémetro (Perkin Elmer, DYNASCAN Spectrum
100, Shelton, EE. UU.) utilizando un interferometro de reflectancia total atenuada (ATR). Los

espectros fueron obtenidos a una resolucion de 4 cm™, en un rango de 4000-550 cm™.

5.2.6 Evaluacion de las propiedades reoldgicas

La evaluacion de las propiedades reoldgicas se efectué empleando un redémetro hibrido (TA
Instruments, Discovery HR-2 Hybrid, New Castle, EE. UU.), utilizando una geometria de placa
plana (placa SST ST 40 mm sandblast) a 25 °C. Se realizé una mezcla de harina de bagazo de pifia
con agua destilada en una relacion 1:10 p/v. Las muestras se cargaron y se dejaron equilibrar
durante 5 min. Los experimentos se realizaron utilizando dos pasos de mediciones reoldgicas: (1)
barridos de deformacion y (2) barridos de frecuencia. Los barridos de deformacién (0.1 y 100 %)
de las muestras se evaluaron a 25 °C, y una frecuencia constante de 0.1 Hz. Estos experimentos
se realizaron para determinar la maxima deformacién alcanzable por todas las muestras en la
region viscoelastica lineal (RVL). Los barridos de frecuencia de las muestras se evaluaron a 25 °C.
Los resultados obtenidos se caracterizaron por G'y G" en funcidn de la frecuencia en el rango de

0.01 a 100 Hz, a una deformacion constante (0.2 %).
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5.2.7 Disefio experimental y analisis estadistico

La variable de respuesta se ajusté al modelo expresado en la Ecuacién (5), que incluyd términos

lineales, cuadraticos y de interaccién lineal:

Vi = Bio+ B1x1+ Pa2x; + PBzxz + ﬁ11x112 + ,32295222 + 33335332 + Bi2x1X; (5)

+ Bi3x1X3 + PazXaX3z + P123X1X2X3 + €

Donde f; son los coeficientes de regresién; x;, x, y x3 son las variables independientes
codificadas (-1, O, 1). Las variables independientes fueron el ciclo (s, x;), la potencia (W, x,) y el
tiempo de sonicacidn (min, x3). La y; es la variable de respuesta i: grado de cristalinidad (%). f3; se
calcularon mediante regresién lineal multivariable. Los términos significativos (p < 0.05) en el
modelo para la variable de respuesta se determinaron mediante andlisis de varianza multivariado

(MANOVA).

El analisis estadistico se realizd con el software estadistico Minitab 16. Las diferencias entre las
muestras para la respuesta “grado de cristalinidad” se determinaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) seguido por la prueba de Tukey (valores p < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL DE LA HARINA DE BAGAZO DE PINA

La composicidn quimica proximal de la harina de bagazo de pifia se muestra en la Tabla 6. La
harina nativa presentd un contenido de humedad de 4.57 g/100 g s.s., valor que se encuentra
dentro del contenido de humedad caracteristico de las harinas en general (15.5 % m/m maximo)
(CODEX, 2007). Rivera-Cruz (2018) reportd un contenido de humedad para la harina de bagazo
de pifia de 7.07 g/100 g s.s., esta diferencia se debe al tipo de secador y a las condiciones de
operacion empleadas para la deshidratacién de la materia prima ya que para este caso se empled
un secador de charolas y en el caso anterior un horno convectivo. Muios et al. (2001) mencionan
que el contenido de humedad depende de la variedad de la materia prima, asi como del proceso
de secado al cual fue sometida.

Tabla 6. Composicion quimica proximal de la harina de bagazo de pifia (Ananas comosus)
variedad MD-2.

Componente Cantidad (g /100 g s.s.)
Humedad 4,57 +0.14
Cenizas 2.02 £0.03
Carbohidratos 84.08 + 0.60
Grasa cruda 1.01+0.11
Proteina? 8.32+0.12
Fibra dietética total 52.40+0.20

Los datos se presentan como media * EE (n = 3). Los carbohidratos se determinaron por diferencia. N x 6.25.

En cuanto a cenizas ésta se refiere al andlisis de residuos inorganicos (minerales) que quedan
después de la oxidacion completa de la materia organica de un alimento. En general, la pifia es
considerada una buena fuente de minerales, la cual contiene en mayor proporcién potasio y sodio
(228 mg/100 gy 2.9 mg/100 g, respectivamente) y en menor proporcion zinc y selenio, teniendo
en consideracion que estos contenidos pueden variar dependiendo del tipo y variedad de pifia
(Rickman y Barrett, 2007). En este caso, el contenido de cenizas fue de 2.02 g/100 g s.s., valor
similar al reportado por Rivera-Cruz (2018), el cual fue de 2.15 g/100 g s.s. Por otro lado, el
contenido de grasas fue de 1.01 g/100 g s.s. Valderrain-Rodriguez et al. (2017) mencionan que la
pina hace una contribucion baja de lipidos, lo cual indica un aporte bajo en grasas en la ingesta

diaria de los humanos. Por su parte, el contenido de proteina fue de 8.32 g/100 g s.s., en este
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contexto, la pifia es una fuente de bromelina, una enzima proteolitica, reconocida como el
ingrediente bioactivo mas valioso y estudiado de la fruta. Lépez et al. (2014), reportaron un
contenido de proteina de 8.7 g/100 g s.s. para el rastrojo de pifia de la variedad Cayena lisa, dato
similar al obtenido en este estudio. Finalmente, 84.08 g/100 g s.s. representaron el contenido de
carbohidratos totales, siendo la FDT el principal componente con un 52.40 %. En general, la fibra
de pifia incluye sustancias de celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina. Larrauri (1999) menciona
gue un ingrediente alimentario considerado alto en fibra dietética debe presentar mas del 50 %
de FDT, por lo que la harina de bagazo de pifia cumple con esta caracteristica. Con respecto a los
carbohidratos simples, la sacarosa, la fructosa y la glucosa son los azlcares presentes en la pifia,

sin embargo, la sacarosa es el azticar predominante (Cordenunsi et al., 2010).
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6.2 DIFRACCION DE RAYOS X

El andlisis de DRX se llevd a cabo para evaluar los cambios en el patrén de cristalinidad de la harina
de bagazo de pifia antes y después de los tratamientos. Ademads, se analizé celulosa comercial

para tomarla como referencia (Figura 12).

La muestra no modificada (HBP) presenté el patrén de difraccion de celulosa tipo | con dangulos
de difraccién 20 entornoa 14.9°(101), 16.3°(107),23°(002) y 34° (0 4 0), tal como lo reportan
Freire et al. (2006). Este tipo de polimorfo de celulosa presente en la muestra nativa coincide con
lo reportado por Moon et al. (2011), los cuales mencionan que la celulosa tipo | es la celulosa
cristalina que es producida naturalmente por una variedad de organismos (arboles, plantas, algas
y bacterias), su estructura es termodindmicamente metaestable y puede convertirse en celulosa

Mol

Figura 12. Diagramas de difraccion de rayos X de celulosa comercial (CEL) y de harina de bagazo
de piia sin modificar (HBP).
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Por su parte, en la Figura 13 se muestran los patrones de DRX de las harinas de bagazo de pina:
sin modificar (HBP), hidrolizada enzimaticamente (HE) y pretratadas con ultrasonido (US).
Asimismo, se calculd el grado de cristalinidad de las muestras para evaluar el efecto de los
factores definidos en el pretratamiento sobre la cristalinidad de la celulosa presente en la harina
de bagazo de pifa. Los resultados del grado de cristalinidad de las muestras US se presentan en

la Tabla 7.

Tabla 7. Grado de cristalinidad de harinas de bagazo de pifia pretratadas con ultrasonido (US).

Muestra Cristalinidad (%)

HBP 24.39+0.99°

HE 25.61+0.54°
us1 32.86+2.64°
us2 31.90+3.46°
us3 25.03+2.79°
us4 24.46 +3.41°
Us5 30.85+1.33°
use 28.57 £5.96°
us7 28.28 £ 0.07°
us8 23.89 +3.20°
us9 25.40+3.61°
Us10 33.41+1.75°
Us11 25.93+1.37°
Us12 38.57£6.99°
Us13 32.99+0.75°
usi4 35.02+2.45°
us15 3492 +1.66°

Donde HBP: harina de bagazo de pifia sin modificar; HE: harina modificada por hidrdlisis enzimatica.
Los datos se presentan como media * EE (n = 2). Diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa
de acuerdo con la prueba de comparacién de medias Tukey (p < 0.05).
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Figura 13. Diagramas de difraccién de rayos X de harinas de bagazo de pifia sin modificar (HBP),
hidrolizada enzimdaticamente (HE) y pretratadas con ultrasonido (US).
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El analisis estadistico mostro que los factores ciclo cuadrado y ciclo tuvieron un efecto significante
negativo (p < 0.05) sobre la cristalinidad de las muestras pretratadas con ultrasonido (Anexo 1),
esto indica que a mayores valores de ciclo cuadrado y ciclo, menor sera la cristalinidad de las
muestras US. Es importante mencionar que no existen reportes del efecto del ciclo de trabajo de
ultrasonido sobre la cristalinidad de los materiales. Sin embargo, se ha reportado el efecto del
ciclo de trabajo sobre la extraccion de compuestos bioactivos en subproductos de frutas y
vegetales (Kumar et al., 2020). La matriz celular de estos subproductos estd compuesta por
celulosa, hemicelulosa y lignina. Por tanto, una alteracién en la matriz celular provocara la
fragmentacién de la estructura celular que repercutira en la cristalinidad inicial del material
vegetal. Xu et al. (2014) reportaron un mayor rendimiento de extraccién de pectina de la cascara
de pomelo utilizando un ciclo de trabajo medio (0.5 s), ya que observaron que un ciclo de trabajo
corto es insuficiente para provocar la fragmentacion del tejido y a un ciclo de trabajo alto el efecto
de cavitacion disminuye debido a la saturacién y la colisién entre burbujas. Lo anterior coincide
con lo observado en este estudio, ya que la mayor cristalinidad obtenida fue la presentada por el

tratamiento US12 (ciclo: 0.6 s, potencia: 100 W y tiempo: 10 min) con un 38.57 %.

No obstante, el analisis de comparacién de medias (Tukey) mostré que las muestras US no
presentaron diferencias significativas (p < 0.05) en la cristalinidad con respecto a la harina sin
modificar (HBP) y a la muestra HE, esto sugiere que para ocasionar un incremento significativo en
la cristalinidad de la celulosa presente en el residuo de pifia es necesario establecer nuevos ciclos

de trabajo, tomando como maxima un valor de 0.6 s.

Por otro lado, se observé que la intensidad de los picos de difraccidn de las muestras modificadas
enzimaticamente con pretratamiento ultrasénico (UE) incrementaron considerablemente con
respecto a las muestra HBP y HE (Figura 14), lo cual sugiere que la combinacién pretratamiento
ultrasdnico — hidrdlisis enzimatica logra un incremento significativo en la cristalinidad. Para
confirmar esto, se calculé la cristalinidad de las muestras UE y se evalud el efecto de los factores
definidos en el pretratamiento sobre la variable de respuesta. El grado de cristalinidad de cada

una de las muestras UE se presenta en la Tabla 8.
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Tabla 8. Grado de cristalinidad de harinas de bagazo de pifia modificadas enzimaticamente con
pretratamiento ultrasonico (UE).

Muestra Cristalinidad (%)
HBP 24.39 £ 0.99 ¢
HE 25.61 +0.54 ¢
UE1l 25.55+3.70 ¢
UE2 30.36 £ 3.64 ¢
UE3 28.20+1.46 ¢
UE4 35.65+4.97
UES5 22.50+1.05 ¢
UE6 58.88 + 6.78
UE7 23.10+1.08 ¢
UE8 51.13 +2.75 k¢
UE9 31.00+0.52 «
UE10 42.55 + 1,33 abcd
UE11 30.43 +0.04 <
UE12 63.30+2.18°
UE13 32.30£5.55
UE14 39.90 + 7.82 b
UE15 36.84+4.13

Donde HBP: harina de bagazo de pifia sin modificar; HE: harina modificada por hidrdlisis enzimatica.
Los datos se presentan como media * EE (n = 2). Diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa

de acuerdo con la prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0.05).
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Figura 14. Diagramas de difraccidn de rayos X de harinas de bagazo de piia sin modificar (HBP),
hidrolizada enzimdaticamente (HE) y modificadas enzimdticamente con pretratamiento
ultrasonico (UE).
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El andlisis estadistico reveld que los factores tiempo, tiempo cuadrado, potencia, interaccidon
potencia —tiempo y ciclo cuadrado tuvieron un efecto significativo (p < 0.05) sobre la cristalinidad
de las muestras (Anexo 1), lo cual indica que el pretratamiento con ultrasonido favorecié la
hidrélisis enzimatica de la celulosa presente en el bagazo de pifia. Estos resultados coinciden con
lo reportado por Li et al. (2019), quienes mencionan que la eficiencia de hidrdlisis enzimatica
incrementa a medida que aumenta el tiempo de sonicacidn, a un nivel de potencia determinado.
El efecto observado, se debe a que la sonicacidon permite una mejor exposicion de la celulosa al
eliminar o remover la lignina y la hemicelulosa que la rodea y al incidir en cierto grado sobre la
region amorfa del polisacdrido, de modo que la enzima logré acceder e hidrolizar facilmente
(Karimi et al., 2014). Cabe mencionar que la celulasa utilizada consta de un mecanismo de
degradacion sinérgico, en el cual endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas actuan en
conjunto para llevar a cabo la degradacion de la celulosa. El modelo ‘inchworm model’ explica la
sinergia entre las enzimas (Figura 15): 1) las endoglucanasas escinden las regiones amorfas de la
celulosa, creando mas extremos reductores y no reductores y/o eliminando regiones amorfas, los
"obstaculos" en la molécula, 2) las exoglucanasas se dirigen a estos grupos expuestos, se unen a
ellos y degradan la celulosa a celobiosa, ademas, actlian en las regiones cristalinas del polimero,
3) finalmente, las B-glucosidasas hidrolizan la celobiosa produciendo glucosa (Wang et al., 2012).
Lo anterior, indica que a las condiciones de hidrdlisis enzimatica utilizadas, la enzima actud en
mayor medida sobre la regién amorfa de celulosa expuesta y la generada por el pretratamiento,
lo cual incrementd la regién cristalina y por tanto la intensidad de los picos de difraccién

caracteristicos del polisacarido.

Figura 15. Modelo de degradacion sinérgica de celulosa (Wang et al., 2012).
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Por otro lado, la superficie de respuesta (Figura 16) mostrd que a niveles bajos del factor tiempo,
ninguna de las potencias afecta la cristalinidad de las muestras. Por tal motivo, las muestras UE8
(ciclo: 1 s, potencia: 70 W, tiempo: 10 min), UE6 (ciclo: 0.2 s, potencia: 70 W, tiempo: 10 min) y
UE12 (ciclo: 0.6 s, potencia: 100 W, tiempo: 10 min), presentaron diferencias significativas (p <
0.05) en cuanto a cristalinidad con respecto a la harina sin modificar y a la muestra HE, esto
sugiere que para incrementar la cristalinidad se requiere la aplicacién de potencias mayores a 40
W y tiempos de sonicacién mayores a 6 min en muestras modificadas enzimaticamente con

pretratamiento ultrasénico.

60 |

Cristalinidad 50 |

40

30 |
/ 40
60
9 6 80 Potencia

Tiempo 3 100

Figura 16. Grafica de superficie de respuesta de Cristalinidad vs Potencia - Tiempo de sonicacién.

El incremento en la cristalinidad de las muestras UE6, UE8 y UE12 con respecto a las muestras
HBP y HE, indica que el pretratamiento ultrasénico escindié en mayor grado sobre la region
amorfa de celulosa, lo cual conlleva a una mayor exposicion de la region cristalina y favorece la

accion enzimatica de las exoglucanasas (ver Figura 13).

Finalmente, se observd que el pico de difraccidon a 23 ° en las muestras UE se retrasé al angulo
20 = 22°, el cual es atribuido a la presencia de celulosa tipo Il. Este efecto concuerda con lo
reportado por Ferreira et al. (2015), quienes sefialan que la presencia de celulosa tipo Il estd
asociada con la recristalizacidn y la reprecipitaciéon de moléculas de celulosa después de haber
sido despolimerizada. Aunado a esto, se sugiere que los fragmentos de moléculas de celulosa
generados en el pretratamiento ultrasdnico recristalizaron después de haber sido hidrolizados
enzimaticamente, ocasionando un incremento significativo en la cristalinidad utilizando el

tratamiento combinado (pretratamiento ultrasdnico — hidrdlisis enzimatica).
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6.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Por otro lado, la caracterizacién por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR) se realizd con la finalidad de identificar grupos funcionales y deducir los compuestos
presentes en las harinas de bagazo de pifia sin modificar y modificadas (HE, US y UE). Los

espectros obtenidos se muestran en las Figuras 17 y 18.

Figura 17. Espectros FTIR de harinas de bagazo de pifia sin modificar (HBP), hidrolizada
enzimaticamente (HE) y pretratadas con ultrasonido (US).
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Figura 18. Espectros FTIR de harinas de bagazo de pifia sin modificar (HBP), hidrolizada
enzimaticamente (HE) y modificadas enzimaticamente con pretratamiento ultrasénico (UE).
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En general, se observa que las bandas presentes en los tratamientos US y UE presentaron una
diferencia considerable en cuanto a intensidad con respecto a la muestra sin modificar y a la
muestra HE, lo que indica que la modificacidn dual y el tratamiento con ultrasonido ocasionaron

cambios estructurales significativos sobre los componentes que conforman el bagazo de piiia.

Los resultados revelan que todas las muestras presentaron una banda ancha entre 3200 y 3400
cm, atribuida a las vibraciones de tension del enlace O-H. Esta sefial disminuye en las muestras
UE6, UE8 — UE15 con respecto a la harina sin modificar y a la muestra HE, lo que sugiere la
formacion de nuevos enlaces O-H en la modificacion de estas muestras. Lo anterior, se relaciona
con la formacién de celulosa Il debido a la reorganizacién y recristalizacién de las moléculas de

celulosa (Wen et al., 2017), fenémeno observado en el estudio por difraccién de rayos X.

Por otro lado, la sefial presente a 1730 cm™ estd asignada principalmente a las vibraciones de los
grupos éster acetil y urénico de hemicelulosas y al enlace éster del grupo carboxilico de los acidos
ferulico y p-cumarico de lignina y/o hemicelulosas (Luo et al., 2018), lo que indica la presencia de
hemicelulosas y lignina en el bagazo de pifia, tal como lo reportan Valderrain-Rodriguez et al.
(2017). Dicha seiial, se encontré a la misma intensidad en todas las muestras, lo que sugiere que
el pretratamiento ultrasénico no tuvo un efecto significativo en la eliminaciéon de estos
componentes. Estos resultados concuerdan con la falta de incremento significativo en la
cristalinidad observado en las muestras US con relacidon a la harina sin modificar, ya que la
eliminacidon de hemicelulosa y lignina conlleva al aumento de la cristalinidad en materiales
lignocelulésicos. Xu et al. (2013) mencionan que la celulosa se considera el Unico contribuyente a
la parte cristalina, mientras que la hemicelulosa y la lignina son las partes amorfas en la biomasa

lighoceluldsica.

Sin embargo, la sefial presente a ~1240 cm?, que corresponde a la tension axial asimétrica del
enlace =C-O-C, que se observa cuando el grupo =C-O- estd presente en grupos éter, éster y fenol
(Martins et al., 2014), presenté mayor intensidad en las muestras modificadas con ultrasonido
(US), esto indica que el pretratamiento ultrasénico logré romper enlaces éster en la hemicelulosa
y el enlace entre la lignina y la celulosa, dejando asi los grupos funcionales libres. Ghaffar y Fan
(2013), mencionan que los enlaces covalentes entre la lignina y los carbohidratos consisten en

ésteres de bencilo, éteres de bencilo y glucdsidos de fenilo. Aunado a esto, los tratamientos UE
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exhiben una disminucion de esta sefial con respecto a las muestras US, lo cual sugiere que, al
momento de recristalizar, las moléculas de celulosa vuelven a formar enlaces con los fragmentos

de hemicelulosa y lignina.

Por otro lado, el pico mostrado a 1630 cm™ corresponde a los enlaces de hidrdogeno entre la
celulosa y las moléculas de agua, es decir, el agua absorbida (Wen et al., 2017), esta sefial fue

mayor en las muestras US, lo que indica un mayor contenido de humedad en estas muestras.

Por su parte, la intensidad del pico de absorcién a ~1030 cm™ , asociado con la deformacién
aromatica del enlace C-H en el plano de la lignina y el enlace B-(1-4) glucosidico en C-O-C de la
hemicelulosa y la celulosa, incrementé en los tratamientos UE y US con respecto a la harina sin
modificar y la muestra HE, lo cual se relaciona con la capacidad de hidrélisis de la celulasa y con
los efectos causados por el pretratamiento ultrasénico (ruptura de enlaces en hemicelulosas y

lignina) (Iskalieva et al., 2012; Wen et al., 2017).

Finalmente, el pico de absorcién a 940 cm™, que se muestra evidente sélo en las harinas
modificadas, corresponde a las vibraciones de flexion fuera del plano del enlace O-H, lo que
representa la generacién de grupos hidroxilos disponibles para interactuar con moléculas polares.
La presencia de esta sefial sugiere que el pretratamiento ultrasénico y la hidrdlisis enzimatica
ocasionaron la ruptura de enlaces de hidrdgeno intramoleculares en celulosa y hemicelulosa
(Wen et al., 2017). Cabe mencionar, que cuando los enlaces de hidrégeno se rompen vy la

cristalinidad se pierde, el derivado de celulosa se vuelve soluble en agua (Lindman et al., 2010).

Aunado a lo anterior, los resultados observados sugieren que el pretratamiento con ultrasonido
y la hidrdlisis enzimatica pueden contribuir en el incremento de fibra dietética soluble del residuo

agroindustrial de pifa.
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6.4 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES REOLOGICAS

6.4.1 Barridos de amplitud

En esta evaluacidn, los pardmetros reolégicos obtenidos fueron comparados con fibra dietética
comercial (FC), suplemento alimenticio compuesto por la fibra psyllium, derivada de la cascara de
semilla de Pldntago ovata y excipiente (maltodextrina, acido citrico anhidro, aroma a naranja,
aspartamo (E951) y amarillo naranja S (E110)). Los resultados obtenidos de las propiedades
reoldgicas se caracterizaron por G’ y G”. Donde, G’ corresponde al mddulo eldstico o de
almacenamiento, relacionado con la respuesta del material como un sdélido y G” corresponde al
maodulo viscoso o de pérdida, relacionado con la respuesta del material como un fluido (ver

seccion 2.4.2).

Los barridos de deformacién de la harina sin modificar (HBP) y de las harinas modificadas (HE, US
y UE) se muestran en la Figura 19. Para esta evaluacion, se graficé un tratamiento US y UE, ya que
todos los tratamientos tuvieron el mismo comportamiento, en donde prevalecié el mddulo

elastico (G’) sobre el viscoso (G”).

Figura 19. Barridos de deformacion del mdédulo de almacenamiento G'y del mdédulo de pérdida
G” de fibra dietética comercial (FC), harinas de bagazo de pifa sin modificar (HBP), hidrolizada
enzimaticamente (HE), pretratadas con ultrasonido (US) y modificadas enzimaticamente con
pretratamiento ultrasénico (UE).
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Se observd que a un porcentaje de deformacién mayor a 0.2 % el gel formado por las muestras
modificadas tiende a destruirse, por lo que se consideré 0.2 % de deformacidn para realizar los
barridos de frecuencia, ya que este valor se encuentra dentro de la RVL. Por su parte, la fibra
comercial (FC) presentd mayor estabilidad a la deformacién, ya que soporté deformaciones
mayores a las observadas por el bagazo de pifia (£ 2 %), esto se debe a las maltodextrinas
presentes en este producto, ya que generalmente se utilizan para mejorar la dureza de
comprimidos masticables u otorgar mayor firmeza en productos alimenticios (Hofman et al.,
2016). Ademas, se observé que el médulo G’ y G” de la fibra comercial (FC) fueron menores en
comparacion con el de las harinas de bagazo de pina (HBP, HE, US, UE), esto se debe a los
diferentes componentes que estos presentan, ya que la fibra comercial estd compuesta por
diferentes tipos de FDS y carbohidratos simples, mientras que la harina de bagazo de pifia cuenta

con FDI, la cual otorga al gel formado mayor resistencia a la deformacion.

6.4.2 Barridos de frecuencia

Por su parte, los barridos de frecuencia de las harinas con pretratamiento ultrasénico (US) se

muestran en la Figura 20.

Figura 20. Barridos de frecuencia del médulo de pérdida G” de fibra dietética comercial (FC),
harinas de bagazo de pifia sin modificar (HBP), hidrolizada enzimaticamente (HE) y pretratadas
con ultrasonido (US).
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Para todas las muestras US, el mddulo viscoso (G”’) domind sobre el mddulo elastico (G’),
relacionado con la respuesta del material como un fluido (Herranz et al., 2019). Debido a esto, se

graficé unicamente el modulo G” para el analisis de resultados.

Se observé que el mdédulo viscoso de las muestras US presentaron valores mas pequefios en
comparacion con la harina sin modificar (HBP) y la muestra HE, lo cual puede estar relacionado
con la generacion de azucares durante el proceso de sonicacién y a la presencia de azlcares
simples presentes en el bagazo de pifia, como sacarosa y glucosa. Feng et al. (2019), en un estudio
realizado, mencionan que la presencia excesiva de azlcares daiia la estructura del gel ya formada
al extraer agua de ella y hacerla mas fragil, lo cual explica los resultados observados en este
estudio, ya que la sonicacién puede fragmentar los componentes de la biomasa hasta azlcares
simples (Pérez-Rodriguez et al., 2016). Estos resultados concuerdan con lo observado por
difraccion de rayos X y FTIR, ya que las muestras US presentaron menor cristalinidad en
comparacion con las muestras UE y un incremento en las bandas caracteristicas de grupos
funcionales presentes en azlcares. Lo anterior, sugiere que las condiciones utilizadas para la
modificacion con ultrasonido no fueron suficiente para lograr la formacion de geles con mayor
resistencia y por lo tanto para incrementar el contenido de fibra dietética soluble en la harina

bagazo de pina.

Por otro lado, los barridos de frecuencia obtenidos para las muestras UE (modificadas
enzimaticamente con pretratamiento ultrasénico) presentaron un comportamiento distinto a las
muestras US, ya que el mddulo elastico (G’) predomind sobre el médulo viscoso (G”’) (Figura 21)

lo que indica el comportamiento sélido de las muestras (Herranz et al., 2019).

En general, el médulo G’ disminuyd hasta el intervalo de alta frecuencia (3-10 Hz), lo cual indica
la formacion de geles fuertes (Herranz et al., 2019). Asimismo, se observd que el médulo G’ de
las harinas modificadas (HE y todos los tratamiento UE) fue mayor que en la harina sin modificar,
lo que refleja el efecto significativo del tratamiento combinado sobre la estructura de los
componentes que constituyen la harina de bagazo de pifa. Estos resultados sugieren el aumento
de fibra dietética soluble en la harina de bagazo de pifia, ya que esta fraccién de fibra se

caracteriza por la formacion de geles.
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Figura 21. Barridos de frecuencia del mdédulo de almacenamiento G' de fibra dietética comercial
(FC), harinas de bagazo de pina sin modificar (HBP), hidrolizada enzimaticamente (HE) y
modificadas enzimaticamente con pretratamiento ultrasénico (UE).

Aunado a lo anterior, los tratamientos UE6, UE1, HE y UE4 presentaron los valores de G’ mas
altos, este comportamiento es debido a que la modificacién desorganizd la estructura de la
celulosa generando mayor nimero de grupos hidroxilos disponibles para interactuar con el agua,
favoreciendo la formacién de puentes de hidrégeno y en consecuencia geles de cierto grado de
rigidez (Wen et al., 2017; Zumar y Mohee, 2018). Sin embargo, cabe resaltar que el médulo G’ de
los tratamientos UE6 y UE1 se encontrd por encima del mddulo del tratamiento HE, esto indica
qgue el pretratamiento ultrasénico aplicado no solo favorecié la hidrdlisis enzimatica de la
celulosa, sino ademas contribuyd en la despolimerizacion del polisacédrido obteniendo cadenas
de un grado de polimerizacién menor, lo que pudo haber generado mayor contenido de fibra
dietética soluble en comparacién con la harina hidrolizada enzimaticamente (HE). Ademas, este
resultado se relaciona con el incremento en las sefiales presentes a 3200 — 3400 cm™ y 940 cm™!
(vibraciones de tension y flexién del enlace O-H, respectivamente) observado en las muestras

UE1, UE4 y UE6 por espectroscopia FTIR.

La mejora en la hidrdlisis enzimatica inducido por el pretratamiento ultrasdnico en materiales

lignocelulésicos, ha sido ampliamente atribuido a los efectos fisicos y quimicos de la cavitacién,
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como son, aumento de los compuestos solubles en detergentes neutros, reduccién del tamafio
de particula (aumento del area superficial), la ruptura de la lignina y la hemicelulosa y la hidrélisis
de las regiones cristalinas y amorfas en la estructura de la celulosa (Karimi et al., 2014; Pérez-

Rodriguez et al., 2016).

Finalmente, la fibra comercial presentd un comportamiento sélido y la formacién de geles fuertes
(G’ > G"”) (Figura 22), mismo caso que las muestras HBP, HE y UE (Figura 21). Sin embargo, ambos
modulos fueron menores en comparacion con las harinas de bagazo de pifa, lo cual estd
relacionado con los componentes que constituyen a cada una de las muestras, ya que la fibra
comercial consta solamente de FDS (responsable de la capacidad gelificante) y la harina de bagazo
de pifia de FDS y FDI, siendo esta ultima fraccidn la responsable de otorgar mayor resistencia y

elasticidad (Moon et al., 2011).

Figura 22. Barrido de frecuencia del médulo de almacenamiento G' y del médulo de pérdida G"
de fibra comercial.

58



7 CONCLUSIONES

El ultrasonido y la hidrdlisis enzimatica ocasionaron cambios significativos en la estructura
lignoceluldsica del residuo agroindustrial de pifia, evaluado por difraccién de rayos X y

espectroscopia FTIR.

El tratamiento combinado (pretratamiento ultrasénico - hidrélisis enzimatica) incrementd la

cristalinidad del residuo agroindustrial de pifia utilizando tiempos de sonicacidn mayores a 6 min.

El ultrasonido y la hidrélisis enzimatica influyeron en las propiedades reoldgicas de la harina del
residuo agroindustrial de pifia, generando geles con caracteristicas viscoelasticas. Las muestras
pretratadas con ultrasonido (US) presentaron una predominancia del médulo viscoso (G” > G’),
relacionado con la formacién de geles débiles; mientras que en las muestras modificadas
enzimaticamente con pretratamiento ultrasénico (UE) predominé el mdédulo elastico (G" > G”),

congruente con la formacion de geles fuertes.

Debido a las propiedades reoldgicas de las muestras UE, se sugiere su aplicacién como ingrediente

en yogures, aderezos, mermeladas y salsas.
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8 PERSPECTIVAS

Como perspectivas a este trabajo, se propone:

e Determinar el contenido de fibra dietética total, fibra dietética soluble y fibra dietética
insoluble de las muestras modificadas (US y UE).

e Desarrollar un alimento funcional con la harina del tratamiento con mayor contenido de
fibra dietética soluble.

e Evaluar la funcionalidad del alimento a través de pruebas in vitro e in vivo.

e Evaluar la aceptacidn del alimento mediante pruebas de evaluacién sensorial.
Como perspectivas para trabajos futuros, se propone:

e Utilizar como materia prima de investigacion otra fraccién del residuo agroindustrial de
pifia, ya sea la cascara o corona, o bien otra variedad de este fruto, para el desarrollo de

un alimento funcional.
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ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de varianza multifactorial de la respuesta “Grado de cristalinidad” para las

muestras US

El andlisis se realizd utilizando unidades codificadas.

Andlisis de varianza de Cristalinidad

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Regresidn 9 362.727 362.727 40.303 1.47 0.226
Lineal 3 183.108 183.108 61.036 2.23 0.117
Ciclo 1 129.373 129.373 129.373 4.72 0.042
Potencia 1 4.821 4.821 4.821 0.18 0.680
Tiempo 1 48.914 48.914 48.914 1.78 0.197
Cuadrado 3 166.663 166.663 55.554 2.03 0.143
Ciclo*Ciclo 1 122.978 136.995 136.995 4.99 0.037
Potencia*Potencia 1 11.021 14.060 14.060 0.51 0.482
Tiempo*Tiempo 1 32.664 32.664 32.664 1.19 0.288
Interaccidn 3 12.957 12.957 4.319 0.16 0.924
Ciclo*Potencia 1 0.013 0.013 0.013 0.00 0.983
Ciclo*Tiempo 1 2.211 2.211 2.211 0.08 0.779
Potencia*Tiempo 1 10.732 10.732 10.732 0.39 0.539
Error residual 20 548.588 548.588 27.429
Falta de ajuste 3 215.837 215.837 71.946 3.68 0.033
Error puro 17 332.751 332.751 19.574
Total 29 911.316

Coeficientes de regresién estimados de Cristalinidad

EE del

Término Coef coef. T P
Constante 34.3101 2.138 16.047 0.000
Ciclo -2.8436 1.309 =-2.172 0.042
Potencia 0.5489 1.309 0.419 0.680
Tiempo 1.7485 1.309 1.335 0.197
Ciclo*Ciclo -4.3071 1.927 -2.235 0.037
Potencia*Potencia -1.3798 1.927 -0.716 0.482
Tiempo*Tiempo -2.1031 1.927 -1.091 0.288
Ciclo*Potencia 0.0402 1.852 0.022 0.983
Ciclo*Tiempo -0.5258 1.852 -0.284 0.779
Potencia*Tiempo 1.1583 1.852 0.626 0.539
S = 5.23731 PRESS = 1377.65

R-cuad. = 39.80% R-cuad. (pred.) = 0.00% R-cuad. (ajustado) = 12.71%
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Anexo 2. Analisis de varianza multifactorial de la respuesta “Grado de cristalinidad” para las

muestras UE

El andlisis se realizd utilizando unidades codificadas.

An4dlisis de varianza de Cristalinidad

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F p
Regresidn 9 4104.43 4104.43 456.05 13.36 0.000
Lineal 3 3224.02 3224.02 1074.67 31.48 0.000
Ciclo 1 0.15 0.15 0.15 0.00 0.948
Potencia 1 263.08 263.08 263.08 7.71 0.012
Tiempo 1 2960.79 2960.79 2960.79 86.73 0.000
Cuadrado 3 614.83 614.83 204.94 6.00 0.004
Ciclo*Ciclo 1 190.62 160.48 160.48 4.70 0.042
Potencia*Potencia 1 39.33 22.50 22.50 0.66 0.426
Tiempo*Tiempo 1 384.87 384.87 384.87 11.27 0.003
Interaccidn 3 265.58 265.58 88.53 2.59 0.081
Ciclo*Potencia 1 3.48 3.48 3.48 0.10 0.753
Ciclo*Tiempo 1 34.80 34.80 34.80 1.02 0.325
Potencia*Tiempo 1 227.31 227.31 227.31 6.66 0.018
Error residual 20 682.77 682.77 34.14
Falta de ajuste 3 172.34 172.34 57.45 1.91 0.166
Error puro 17 510.42 510.42 30.02
Total 29 4787.20

Coeficientes de regresidén estimados de Cristalinidad

EE del

Término Coef coef. T P
Constante 36.3473 2.385 15.238 0.000
Ciclo 0.0973 1.461 0.067 0.948
Potencia 4.0549 1.461 2.776 0.012
Tiempo 13.6033 1.461 9.313 0.000
Ciclo*Ciclo -4.6617 2.150 -2.168 0.042
Potencia*Potencia -1.7456 2.150 -0.812 0.426
Tiempo*Tiempo 7.2193 2.150 3.358 0.003
Ciclo*Potencia 0.6594 2.066 0.319 0.753
Ciclo*Tiempo -2.0856 2.066 -1.010 0.325
Potencia*Tiempo 5.3304 2.066 2.580 0.018
S = 5.84280 PRESS = 1437.71

R-cuad. = 85.74% R-cuad. (pred.) = 69.97% R-cuad. (ajustado) = 79.32%
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