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RESUMEN

Guevara Mojica, Maria Fernanda

Efecto del tiempo de sonicacion sobre los principales carotenoides, actividad

antioxidante lipofilica y color de jugo de naranja

Tesis de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos — San José, Costa Rica.

Guevara Mojica, M., 2020.
86h.: 8 il. — 224 refs.

El objetivo de este proyecto consistié en evaluar el efecto del tiempo de sonicacién
en jugo de naranja de la variedad Valencia sobre el perfil y contenido de los principales
carotenoides, actividad antioxidante lipofilica y su color.

El jugo de naranja fue procesado en tres lotes a temperatura ambiente (25 + 2 °C) en
porciones de 300 mL para cada tiempo. Se mantuvo la temperatura constante haciendo uso
de un bafio de agua e hielo. El ultrasonido fue aplicado de manera continua a un flujo de 106
mL/min, frecuencia de 20 kHz, amplitud de 40% y una potencia de 50,0 £ 0,2 W durante 0,
20, 40, 60, 80 y 105 min para tiempo de tratamiento total y 0, 4, 8, 16 y 21 min de tratamiento
efectivo.

Los lotes de muestras sonicadas y de jugo fresco fueron analizados por la técnica
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC-DAD) para identificar y cuantificar los
principales carotenoides, se evalué el contenido total de carotenoides, la diferencia
colorimétrica (AE*) por medio de analisis colorimétrico y la determinacion de la actividad
antioxidante lipofilica mediante el método ORAC. El analisis del perfil de carotenoides se
realizd de manera visual al comparar los cromatogramas de los jugos a cada tiempo de
sonicacion con los estandares de algunos carotenoides, se identificaron la luteina y -
criptoxantina, y se encontraron otros cinco carotenoides que no pudieron ser identificados.

Se determind que no se observa un cambio en el perfil de los principales carotenoides con

iX



respecto al tiempo de sonicacion, debido a que los cromatogramas a diferentes tiempos no
presentan variaciones con respecto a posiciones en el tiempo, cantidad de carotenoides o sus
tamarios.

Los resultados del contenido individual y total de carotenoides, la actividad
antioxidante lipofilica y la diferencia colorimétrica fueron analizados estadisticamente
mediante un disefio de bloques al azar unifactorial con seis niveles, el Unico factor evaluado
fue el tiempo como variable continua y cada tiempo de tratamiento correspondié a un nivel.
Se concluyo que no existe un efecto significativo (p > 0,05) del tiempo de sonicacion sobre
las variables evaluadas correspondientes a contenido total de carotenoides, el contenido de
B-criptoxantina, sus cinco equivalentes, la actividad antioxidante lipofilica y la diferencia
colorimétrica (AE). Sin embargo, se observd que si existe un aumento significativo (p >
0,05) del contenido de luteina, el cual es directamente proporcional con el tiempo de

sonicacion.

ULTRASONIDO, JUGO, NARANJA, TIEMPO DE SONICACION,
CAROTENOIDES, COLOR, ANTIOXIDANTES.

PhD. Eric Wong Gonzalez

Escuela Tecnologia de Alimentos



JUSTIFICACION

En la actualidad los jugos de fruta representan una alternativa practica para el estilo
de vida acelerado debido a la necesidad de alimentos estables y convenientes, sin perder de
vista su calidad nutricional (Bates, Morris y Crandall., 2001). A esta tendencia se suma el
aumento en el interés de la poblacion hacia un estilo de vida mas saludable, debido a lo cual
las industrias invierten en el desarrollo de un mercado que ha ganado espacio en las
estanterias (Santos et al., 2018).

Una de las opciones més reconocidas es el jugo de naranja, ya que alrededor de 73
millones de toneladas de naranjas son producidas anualmente en el mundo (FAOSTAT,
2017), y es el jugo mas representado en el mercado por ser uno de los mas reconocidos y
aceptados globalmente. Solamente en Costa Rica, los jugos y concentrados de fruta
representan un 2% del total de las exportaciones y dentro de los principales productos de
exportacion del pais se encuentran en el noveno lugar, representado en su gran mayoria por
jugo de naranja y pifia (PROCOMER, 2018). Debido a esto, y por lo tanto su alto consumo,
el jugo de naranja es una fuente dietética importante de carotenoides con actividad pro
vitamina A y carotenoides antioxidantes (Cortés et al., 2006 a).

Un antioxidante es un compuesto que protege los sistemas biolégicos de los efectos
dafinos de reacciones que producen oxidacion excesiva, estos nutrientes estan relacionados
con la reduccion de enfermedades degenerativas como problemas del corazon y cancer
(Cortés et al., 2006 a), asi como su capacidad potencial de estimular el sistema inmunol6gico
y prevenir enfermedades cardiovasculares (Gama y Sylos, 2005). Los carotenoides del jugo
de naranja son una de las sustancias mas importantes por su actividad antioxidante de manera
natural, los cuales debido a su estructura son de naturaleza lipofilica (Arnao, Cano y Acosta,
2001).

En el jugo de naranja se encuentra una variedad de compuestos carotenoides que
conforman su perfil. Tomando en consideracion los estudios realizados para la
caracterizacion de jugos elaborados con diferentes naranjas utilizando cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) por Aschoff et al. (2014), Meléndez, Vicario y Heredia (2007 a),
Petry y Mercadante (2018), Wei et al. (2018), y Rodrigo et al. (2015), se enlistan como los
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carotenoides mas importantes: auroxantina, anteraxantina, a-caroteno, [-caroteno, (-
caroteno, a-criptoxantina, B-criptoxantina, isoluteina, luteina, luteoxantina, mutatoxantina,
neoxantina, violaxantina, zeaxantina y zainoxantina. Estos compuestos se asocian a la
capacidad de generar coloraciones que van de amarillo a rojo y son ubicuos en plantas tanto
comestibles como no comestibles (Kopec et al., 2012).

Finalmente, el color es uno de los atributos visuales mas importantes en los alimentos,
y suele ser el que se evalta primero. Los consumidores tienden a calificar la calidad de los
productos basandose en su color, dado que acostumbra a existir una relacion entre color y
sabor (Pérez et al., 2005). Asimismo, estudios han revelado que el color de las bebidas
citricas se relaciona al sabor en general, dulzor y otras cualidades caracteristicas.
Especialmente en jugos citricos, los colores brillantes naturales son considerados una de las
principales ventajas sobre los otros tipos de jugo, como ocurre con el jugo de naranja y su
color caracteristico (Fernandez et al., 2011).

Lo anterior impulsa que el jugo de naranja sea procesado industrialmente de varias
formas, de las cuales el tratamiento térmico es uno de los métodos mas aplicados para su
preservacion. Esta operacion cuenta con la principal desventaja de destruir varios porcentajes
de componentes deseados, comprobado mediante estudios como los realizados por Brasili et
al. (2017) que confirman una disminucion importante de compuestos bioactivos en jugos de
diferentes naranjas al pasteurizar, tales como nutrientes, y componentes que otorgan sabor y
textura (Cortés et al., 2006 b). Dependiendo de la severidad del tratamiento, se puede inducir
a la isomerizacion y degradacion oxidativa de carotenoides, reacciones que estan
relacionadas con los cambios de color (Gama y Sylos, 2007).

Tomando en consideracion la demanda de los consumidores de alimentos
minimamente procesados en busca de una mejor calidad de retencion de nutrientes y la
reduccion de cambios indeseados en la materia prima debido al procesamiento, se da lugar
al desarrollo de tecnologias novedosas con métodos no térmicos que reporten potencial para
inactivar enzimas y microorganismos causantes de deterioro (Tao et al., 2014).

El ultrasonido es considerado una de estas tecnologias alternativas a los tratamientos
térmicos, es altamente apetecible debido a la pureza de los productos finales cuyos

componentes sensibles al calor han sufrido menos dafio, asi como desnaturalizacion de
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proteinas y pardeamiento no enzimatico, ademas de lo atractivo que resulta en el mercado
los productos con procesamiento mas natural y menos intenso (Ravikumar et al., 2017). Al
aplicar esta tecnologia de sonicacion en combinacion con otros tratamientos como altas
presiones o tratamientos térmicos menos intensos, se reduce el dafio generado sobre las
materias primas durante el proceso, asegurando a la vez la inocuidad del producto final (Raso
y Barbosa, 2003).

El ultrasonido tiene un resultado disruptivo que induce efectos en las propiedades
fisicas, quimicas o mecanicas de los alimentos. Una de las aplicaciones recientes es como
promotor de cambios deseados en las estructuras y propiedades fisicas de los jugos que,
aparte de los cambios de vida util, al romper constituyentes intracelulares y facilitar la
liberacion de compuestos bioactivos, como los carotenoides, ocasiona mayor accesibilidad
para su absorcion, lo que se resume a un jugo de naranja con carotenoides mas biodisponibles
(Suarez, 2018).

Al mismo tiempo, estudios in vitro realizados por Zou y Hou (2017) aseguran que la
sonicacién genera un aumento en la actividad de captacion de radicales, consecuencia de la
liberacion de antioxidantes, por consiguiente, se le atribuye un rol mayor a la sonicacion del
jugo en la mejora de la capacidad antioxidante de jugo de ardndano. Se observa un resultado
similar obtenido por Aadil et al. (2013) al realizar el mismo estudio en jugo de pomelo, donde
en diferentes matrices se observa un patrén similar de comportamiento que se espera también
encontrar en el jugo de naranja.

Esta aplicacion de la tecnologia de alimentos aspira a reducir la pérdida de nutrientes
durante el procesamiento y almacenamiento, un criterio valido para los deméas componentes
sensoriales, como pigmentos naturales y sustancias aromaticas.

El proposito de este trabajo es analizar las consecuencias sobre los compuestos
bioactivos antioxidantes, provitamina A y sensoriales de someter a diferentes tiempos de
ultrasonido el jugo de naranja, especificamente el efecto que tiene el tratamiento sobre el
contenido y perfil de carotenoides del jugo, asi como su actividad antioxidante lipofilica y
finalmente las variaciones en el color del jugo de naranja. Estos resultados podrian contribuir
a laimplementacion de dicha tecnologia no térmica como un meétodo factible de conservacion

que permita obtener productos méas apetecibles al consumidor, de alta calidad nutricional, y
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que cumpla con las caracteristicas requeridas en el mercado al complementar con otros

métodos de preservacion.



2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo general
Evaluar el efecto del tiempo de sonicacion sobre el perfil y contenido de los
principales carotenoides, actividad antioxidante lipofilica y color de jugo de naranja.

2.2.  Objetivos especificos
e Evaluar el efecto del tiempo de sonicacién sobre el perfil y contenido de los
principales carotenoides en jugo de naranja
e Evaluar el efecto del tiempo de sonicacion sobre la actividad antioxidante
lipofilica del jugo de naranja.
e Evaluar el efecto del tiempo de sonicacion sobre el color del jugo de naranja de

manera instrumental.



3. MARCO TEORICO

3.1. Generalidades jugos de frutas

Las frutas han sido parte de las dietas durante mucho tiempo. Son buenas fuentes de
elementos esenciales de gran utilidad para el cuerpo humano y su correcta funcion, tales
como agua, vitaminas (A, B1, B2, C, D y E), minerales, fibra y compuestos organicos como
antioxidantes (Begum, Chandra y Karmoker, 2018). Pese a que poseen una gran variedad de
ventajas, cuentan con el inconveniente de ser muy perecederas, de lo que surge la necesidad
de presentaciones que conserven sus caracteristicas nutricionales y posean una mayor vida
util. Respaldado en lo anterior, es que nacen los jugos de frutas (Adubofuor et al., 2010).

De acuerdo con el Codex Alimentarius (2005) se define el jugo de frutas como el
liquido sin fermentar, pero fermentable, obtenido de las partes comestibles de la fruta
apropiadamente madura y fresca o en condiciones adecuadas de almacenamiento pos-
cosecha. Dichos jugos deben ser preparados por procesos que mantengan las caracteristicas
fisicas, quimicas, sensoriales y nutricionales de las frutas de las que provienen. Pueden ser
turbios o clarificados. Por otro lado, el Cédigo Federal de Regulaciones de los Estados
Unidos (CFR por sus siglas en inglés) (FDA, 2004) establece los jugos de fruta como el
liquido acuoso exprimido o extraido de una o varias frutas o verduras, purés de las porciones
comestibles de una o mas frutas o verduras, o cualquier concentrado de dicho liquido o puré.

Las frutas pueden ser preservadas en bebidas como jugos (jugo de manzana, naranja,
uva, entre otros) exprimiendo su zumo por métodos mecanicos 0 enzimaticos. Es una opcion
apetecible al ser un alimento menos grasoso y denso en nutrientes. Adicionalmente, es una
alternativa inteligente para frutas estacionales, permitiendo su conservacion y facilitando su
consumo en cualquier época del afio y no solamente cuando se encuentran en temporada alta,
donde debido a una alta disponibilidad también se sufre un gran desperdicio de producto por
un mal manejo (Begum, Chandra y Karmoker, 2018).

Finalmente, los jugos de frutas implican un valor agregado a la materia prima al
transformar productos perecederos en productos almacenables y comercializables. El
procesamiento de pulpas y jugos de frutas también es una actividad agro-industrial
importante y fomenta el desarrollo de industrias procesadoras. El uso de frutas se enfoca en
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ofrecer al consumidor alternativas nuevas que, con su palatabilidad, color atractivo o
mezclado, sabor y gusto, siempre resultan opciones atractivas de consumo rapido y

conveniente (Curi et al., 2017).

3.2. Importancia econdémica global y nacional de jugos de fruta y de jugo de
naranja

La industria productora de jugos representa una de las secciones mas competitivas en
el mercado de bebidas a nivel mundial, con la ayuda de iniciativas como “Fruit Juice Matters”
que busca informar a profesionales de la salud sobre sorprendentes beneficios sobre la salud
de jugos 100% de fruta al compartir los Gltimos descubrimientos cientificos. A esto se une
los estilos de vida mas acelerados y la preocupacién por la basqueda de alimentos y bebidas
mas saludables (Santos et al., 2018). Las mayores oportunidades de mercado se encuentran
en las regiones de América del Norte y Europa del Oeste con un consumo per céapita de 22,7
L y 18,9 L respectivamente (AlJN, 2018).

Se proyecta una reduccion en estas cantidades debido a una tendencia de busqueda
de productos menos azucarados y una disminucién en el porcentaje de nifios en la poblacion
(Statista, 2019); sin embargo, los productores buscan opciones nuevas de jugos que se
acoplen alas tendencias actuales y resulten mas atractivas para los consumidores, como jugos
100% naturales, de varias frutas y sin azucar afiadida (AlJN, 2018). Especificamente de jugo
de naranja se observa disminucion y aumento de acuerdo con la region, donde en América
del Norte y Europa se ve una reduccién en consumo y en Asia y Latinoamérica un incremento
del volumen consumido (Favas, 2018).

Algunos analisis de comportamientos relacionan esta tendencia con cambios en el
estilo de vida de las personas. En algunas regiones, como Estados Unidos, el realizar varias
comidas al dia o tomar un tiempo en la mafiana para desayunar ya no resulta viable y es
durante esta comida que la mayoria de consumo de jugo de naranja se lleva a cabo. Patrones
de trabajo cambiantes o de actitudes hacia la idea de tres comidas al dia disminuye su
necesidad y su consideracion para las compras del hogar (The Food Institute, 2019).

En Costa Rica, la exportacion de jugos es un aporte importante a la economia. En el
2019 dicha exportacion represent6 un total de $156 millones (211 302,9 Ton), para un total
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de 141 destinos. Los principales destinos de exportacion son Estados Unidos ($54,5
millones), Holanda ($48 millones) y Espafia ($11,7 millones), que juntos representan mas de
dos tercios del total de ingresos provenientes de los jugos (PROCOMER, 2019). El
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2018) reporta, para solamente el jugo de naranja, un
ingreso total de $72,82 millones para el 2018, lo que supone aproximadamente un 40% de
las ganancias totales provenientes de la exportacion de jugos y concentrados de frutas de ese
afno.

Estos datos colocan a Costa Rica como el tercer exportador de jugo de naranja para
la region estadounidense, considerado uno de los mercados comerciales més grandes del
mundo (EI observador, 2019). A su vez, el area de siembra de naranja se encuentra entre las
primeras cuatro mas grandes, solamente por debajo de café, palma aceitera y cafia de azucar.
Esto supone una participacion de alrededor de 3% en las exportaciones nacionales y cobertura
agropecuaria para el sector de industria alimentaria (SEPSA, 2018).

El 4rea sembrada de naranja en el pais para el 2017 correspondia a 15 032 ha, de las
cuales se cosecharon 10 083 ha para un total de produccién de 212 907 Ton de naranjas
(INEC, 2018). La época anual de cosecha de naranja es a su vez una fuente importante de
trabajo para labores de recolecta, corta y carga de los cultivos, debido a la necesidad de mano
de obra adicional, asi como durante su procesamiento. Esta actividad contribuye de manera
importante como fuente de ingresos para muchas familias (Ministerio de Comunicacion,
2019). A su vez, la fruticultura se encuentra vinculada al desarrollo sostenible de los paises
mediante el fortalecimiento de la agricultura, adaptacion y mitigacién al cambio climético y
combate la malnutricién (FAO, 2019).

3.3.  Aspectos nutricionales y funcionales
3.3.1. Compuestos bioactivos de jugos de fruta
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), un bajo consumo de
frutas y vegetales causa cerca de 2,7 millones de muertes cada afio y se encuentra entre las
primeras diez razones de riesgo que contribuyen a la mortalidad (Plaza, Elez y Martin, 2006).
Esta problematica se debe a que las frutas son fuentes ricas de varios componentes bioldgicos

activos que contribuyen a la salud general y disminuye el riesgo de enfermedades cronicas
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como problemas cardiovasculares. Las frutas son unas de las fuentes de componentes
fenolicos mas ubicuas (Henning et al., 2017).

El jugo por definicién incluye las caracteristicas originales de la fruta de origen, asi
como los componentes nutritivos. Los jugos comercializados como “altos en pulpa”, por
ejemplo, tienen un mayor aporte de fibra al consumidor. En algunos casos donde la incluyen
dentro de su formulacidn, la cascara de los frutos implica una contribucion de pigmentos que
suelen tener caracteristicas antioxidantes (Marcus, 2013).

El estrés oxidativo en sistemas bioldgicos es un proceso complicado que se
caracteriza por el desbalance entre la produccién de radicales libres y la habilidad del cuerpo
de eliminar dichas especies reactivas mediante el uso de antioxidantes. Dichos componentes
son sustancias que previenen o retrasan la oxidacién de un sustrato y estos se encuentra
naturalmente en el cuerpo o pueden ser provistos por medio de alimentos con esta capacidad
(Santos et al., 2019).

Los compuestos antioxidantes cumplen funciones protectoras ante los efectos de los
radicales libres y los productos tdxicos de su metabolismo, mientras controlan la formacion
de los mismos radicales libres (Wilson et al., 2017). Las frutas son una fuente rica de estos
componentes, de las cuales parten estudios que comprueban que ciertos nutrientes de algunas
frutas y vegetales se encuentran biodisponibles, lo que permite que la proteccion se extienda
a los tejidos humanos una vez consumida la fruta (Shehanaz, 2013; Benzie y Wachtel, 2013).

La informacion que respalda los beneficios del consumo de frutas y vegetales ante el
estrés oxidativo y enfermedades humanas especificas ha ido en aumento en las Gltimas
décadas. Ademas de la vitamina A, C y E, las sustancias naturales provenientes de plantas
mas importantes que han demostrado actividad antioxidante son los carotenoides,
flavonoides y otros compuestos simples que pueden ser encontrados en frutas y vegetales en
diferentes cantidades (Arnao, Cano y Acosta, 2001; Perumalla y Hettiarachchy, 2011).

Los compuestos fenolicos tienen la capacidad de llevar a cabo reacciones de
oxidacion, entre estos estan los flavonoides, uno de los grupos mas conocidos de polifenoles.
Los flavonoides se encuentran mas facilmente en frutas como pomelo, naranjas, moras,

manzanas, entre otros, asi como sus respectivos jugos. Este grupo de compuestos previene



el fendmeno de sellado de trombocitos y oxidacion de la fraccion de colesterol LDL y otros
lipidos presentes en la sangre (Cieslik, Greda y Adamus, 2006)

Se ha reportado que, con la administracion de alimentos ricos antioxidantes, las
células son protegidas contra dafio inducido por carcinégenos (Kumar, Kumar y Kaur, 2011)
y da lugar ademas a la prevencion o proteccién contra otros padecimientos serios como
enfermedades del corazén y pueden disminuir el riesgo de ocurrencia de degeneracion
macular y cataratas (Arnao, Cano y Acosta, 2001; Meléndez, Vicario y Heredia, 2007 b).

Algunos estudios realizados por Pfister et al. (2011) demostraron que un aumento de
acido ascorbico en plasma posee relacion directa con una disminucion de riesgo de fallos del
corazon, asi como aquellos con un porcentaje alto tienen menores probabilidades de
desarrollo de hipertension y las enfermedades mencionadas anteriormente, asi como otras

causas de mortalidad (Benzie y Wachtel, 2013).

3.3.2. Compuestos bioactivos de jugo de naranja

El jugo de naranja es consumido mundialmente por su alto valor nutricional y
propiedades relacionadas con la salud, contiene una cantidad valiosa de varios
micronutrientes como vitamina C, folato y polifenoles, por lo que contribuye
significativamente a sus valores de ingesta diaria (Chanson et al., 2016). En adicion a los
anteriores, el jugo de naranja contiene una serie de potentes antioxidantes incluyendo
flavonoides (hesperetina y naringenina en forma de glicdsidos en su mayoria), carotenoides
(xantdfilas, criptoxantinas, carotenos) y vitamina C (Franke et al., 2005).

Los carotenoides son compuestos biosintetizados por plantas, hongos y bacterias. Son
la fuente de los pigmentos amarillo, anaranjado y rojo en plantas, ampliamente distribuidos
en la naturaleza y los encargados de llevar a cabo funciones criticas en la fotosintesis y
fotoproteccion (Cortés et al., 2006 b; Berendschot y Plat, 2014). Los carotenoides
corresponden a mas de 600 fitoquimicos, de los cuales veinticuatro se encuentran
normalmente en alimentos de consumo humano (Prakash y Gupta, 2014).

De acuerdo con su estructura, estos compuestos son clasificados en carotenos,
hidrocarburos y xantofilas, estructuras que contienen oxigeno. En la naturaleza la mayoria

de carotenoides son isdbmeros todo-trans, no obstante, el procesamiento de los productos

10



(calor, luz y diferencias estructurales) es capaz de aumentar la cantidad de isomeros cis al
generar la transformacion de los isdmeros trans (Britton, 1995; Kho et al., 2011).

Ademas, los carotenoides presentan diferentes estructuras relacionadas con sus
funciones en la salud, con algunos representando precursores de la vitamina A (f-caroteno,
a-caroteno y B-criptoxantina) y otros, como la zeaxantina y luteina, poseen actividad contra
la degeneracion macular inducida por la edad y cataratas, es decir, contribuyen a un
envejecimiento saludable (Gama y Sylos, 2005 a).

La vitamina A es fundamental para la vision nocturna y para regular la salud de los
tejidos superficiales, por lo que es importante una buena ingesta de carotenoides precursores
de la vitamina A. El carotenoide con mayor rendimiento en conversion a vitamina A es el p-
caroteno por su estructura quimica. Ademas, sus isomeros cis tienen menor actividad que las
formas trans, por ello se busca evitar la formacién de isomeros cis al procesar alimentos
(Meléndez, 2005 a). La biodisponibilidad depende del carotenoide, por ejemplo, el cis-
licopeno en comparacién con el todo-trans-licopeno produce una mayor concentracion del
componente en una fraccion de plasma rica en triglicéridos (Kopec et al., 2012).

El jugo de naranja contiene la mayor cantidad de estos pigmentos encontrados en
cualquier fruta y se ha descrito que posee un papel importante en la proteccion de ADN contra
el dafio oxidativo (Rodriguez, 1999; Sanchez et al., 2003 a; Liu et al., 2009). Se ha
encontrado evidencia de una mejora en la salud cardiovascular, modulacion de las funciones
inmunoldgicas, regulacion de diferenciacion celular y proliferacion al incluir ciertas dosis de
jugos de naranja a las dietas de nifios (Cortés et al., 2006 b; Dhuique et al., 2009; Turner y
Burri, 2013).

Los carotenoides del jugo de naranja ejercen acciones contra ciertos canceres,
previenen Ulceras gastricas y protegen contra la degeneracion macular relacionada con la
edad (Gama y Sylos, 2005). La vitamina A y el B-caroteno, presentes en el jugo de naranja,
actuan apagando el oxigeno y otros radicales libres. Se han realizado estudios in vitro € in
vivo demostrando que los antioxidantes no interfieren en ciertas modalidades terapéuticas de
cancer. Adicionalmente, disminuyen los efectos secundarios y protegen el tejido normal,

incluso aumentando la supervivencia de los pacientes (Nepomuceno, 2011).
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Los flavonoides son una clase compuestos nutracéuticos muy importantes que
también tienen efecto en el color, sabor y gusto de las frutas. Tienen efectos bioguimicos y
antioxidantes favorables. Estos se asocian con un amplio espectro de impactos beneficiosos
para la salud gracias a su capacidad antioxidante, anti-inflamatoria, anti-mutagénica (Panche,
Diwan y Chandra, 2016). Adicionalmente, estudios trasversales reportan una relacion
directamente proporcional entre el consumo de flavonoides y la inteligencia cristalizada y al
analizarse en roedores se evalud la posibilidad de ofrecer efectos neuroprotectores (Menze et
al., 2012).

El jugo de naranja es especialmente rico en un grupo conocido como flavanonas, este
grupo es de los flavonoides mas facilmente absorbidos y es conocido por cruzar la barrera
hematoencefalica. El estudio de Kean et al. (2015) realizado en adultos mayores sanos
demostré que un consumo durante ocho semanas de jugo de naranja rico en flavanonas
resulté en una mejora significativa de las funciones cognitivas globales (Escobedo et al.,
2014). Manach et al. (2003) estudiaron un grupo cuya Unica ingesta de polifenoles residia en
0,5-1 L de jugo de naranja al dia, los resultados indicaron gue las flavanonas corresponden a
una parte importante del conjunto de polifenoles en plasma.

Un experimento realizado por Franke et al. (2005) a un grupo que fue suministrado
con un vaso de jugo de naranja tres veces al dia report6 una reduccion de la proporcion LDL-
HDL-colesterol. Los autores concluyeron que el jugo de naranja es una excelente fuente
alimenticia para mejorar las concentraciones en circulacién de fotoquimicos valiosos tanto
hidrofilicos como lipofilicos. Por otro lado, otras fuentes evidencian que los glucosidos de
hesperetina y naringenina son absorbidos y eliminados rapidamente en humanos que

consumen jugo de naranja (Bub et al., 2003).

3.4. Parametros de calidad del jugo de naranja
3.4.1. Solidos solubles
Los s6lidos solubles pueden ser expresados como grados Brix. Este porcentaje es una
medida de la concentracion de sacarosa en liquidos como jugos de fruta, melaza y vino

(Quigley et al., 2013). Los azucares y acidos, junto a pequefias cantidades disueltas de
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vitaminas, pigmentos, compuestos fendlicos y minerales son cominmente referidos como
solidos solubles (Magwaza y Opara, 2015).

La determinacion de los sélidos solubles se realiza utilizando un refractometro, se
reporta como “grados Brix” (°Brix) que es equivalente a porcentaje. ES necesario mantener
un control de la temperatura (20 °C), puesto que afecta directamente la viscosidad de los
jugos de fruta, variando de acuerdo con el rango de temperatura (AOAC, 2005 a; Cantor,
2008).

La unidad °Brix representa la materia seca contenida en soluciones que poseen en su
mayoria sacarosa, en una relacion directa. Esto no aplica para frutas y vegetales porque los
azucares no son los Unicos componentes. A pesar de que el término “Brix” se utiliza de
manera intercambiable entre solidos totales y contenido de sélidos solubles, técnicamente se
refiere solamente al contenido de azlcar de jugos de frutas al considerar que azlcares
(sacarosa, glucosa y fructosa) y alcoholes de azucar (como sorbitol y manitol) constituyen
aproximadamente un 85% de los solidos solubles totales en muchas frutas (Magwaza y
Opara, 2015).

El valor de °Brix es utilizado como un indicador de la calidad. Funciona para
determinar adulteraciones, como un valor mayor implica adicion de otros ingredientes y uno
menor que el jugo fue diluido, o clasificar los jugos de acuerdo con su ubicacion geogréafica
y la variedad de origen, asi como definir el rango dentro del cual se clasifica el jugo (Dasenaki
y Thomaidis, 2019). Del mismo modo es un parametro que afecta el sabor y viscosidad de la
bebida, ademas de ser importante para aspectos de control microbioldgico (Shachman, 2004).

Para jugos de naranja exprimidos directamente, el valor de °Brix debe ser igual al
expresado para la naranja y el contenido de solidos solubles del jugo no debe ser modificado,
excepto al utilizar mezclas con jugos del mismo tipo de fruta. La naranja tiene un valor
alrededor de 11,2 °Brix, aunque el valor puede variar en relacion con valores reportados entre
5,50-11,80% (Codex, 2005; Ndife, Awogbenja y Zakari, 2013; Akuso, Kiin-Kabari y Ebere,
2016; BSDA, 2016).
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3.4.2. Acidez

La acidez puede ser reportada en términos de pH. ElI pH es un indice de la
concentracion de iones de hidrégeno ([H*]) en agua. La concentracién de dichos iones afecta
la gran mayoria de procesos quimicos y biologicos. Se calca como el logaritmo negativo de
la concentracion de [H*], donde una disolucién neutra se encuentra en un pH de 7; una basica,
mayor de 7 y una acida, menor de 7 (Prichard, 2003; Boyd, Tucker y Viriyatum, 2011).

Las mediciones de este parametro se realizan utilizando un pHmetro. Para analizar
liquidos se deja estabilizar la temperatura a 25 °C, y la determinacion se realiza sumergiendo
los electrodos en el liquido (AOAC, 2005 d). Otro método de determinacion es la acidez total
titulable. Este método mide el contenido de acidos en los alimentos o bebidas,
especificamente la cantidad de iones hidrégeno debilmente enlazados que pueden ser
liberados por los acidos. Este valor se correlaciona bien con el amargor percibido, y es
determinado mediante la valoracion de &cidos en la matriz con una base estandar (Friedrich,
2001).

La acidez depende del estado de madurez de la fruta, de las condiciones ambientales
aplicadas al arbol, incluyendo el clima, fertilizacion y condiciones de poda. Es de suma
importancia conocer la acidez de los jugos ya que esto define la severidad del tratamiento de
conservacion a aplicar para asegurar la inocuidad del producto, vida atil y condiciones de
almacenamiento. Asimismo, cambios en el intervalo de pH pueden producir
desestabilizacién en el jugo que genera precipitados, cambios de color y otras alteraciones
que afectan la calidad del producto (Roobha et al., 2011; Anthon, LeStrange y Barrett, 2011).

Las caracteristicas de acidez son un indice muy util para determinar la autenticidad
de los jugos de fruta. Las propiedades sensoriales de los jugos de frutas dependen en gran
medida de la composicion de acidos organicos, los que a su vez tienen impacto en la acidez
titulable y el grado de acidez (pH) del producto final (Kelebek et al., 2009).

El jugo de naranja posee un pH entre 3,5 a 4,2, ubicado en un rango acido. La acidez
se debe a la variedad de acidos organicos presentes en el jugo de naranja (Karovicova et al.,
2007), donde los acidos mayoritarios son: ascérbico, acético, citrico, malico e isocitrico, en
algunos casos se encuentran trazas de acido tartarico, oxalico y lactico. Las concentraciones

de los acidos organicos varian de acuerdo con la variedad de la naranja, condiciones de
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cultivo y estado de madurez (Karadeniz, 2003; Karovicova et al., 2007; Kelebek et al., 2009;
Khosravi et al., 2015).

La acidez total titulable del jugo de naranja suele ser reportada en porcentaje o gramos
entre litro (g/L) de &cido citrico o &cido tartérico, siendo el &cido citrico el mas comin. Para
naranja se determina una acidez total titulable en un intervalo de 9,11-13,38 g de &cido citrico
por litro de jugo, o bien 8-12 g de &cido tartarico por litro de jugo. Una vez se hayan
caracterizado las propiedades del jugo de naranja de interés es posible mantener un control
de autenticidad, donde la presencia de un acido no identificado o valores de acidez fuera de
los rangos establecidos indican adulteracion (Karovicova et al., 2007; Kelebek et al., 2009;
Cuevas et al., 2017; Lu et al., 2018).

3.4.3. Capacidad antioxidante lipofilica

La capacidad antioxidante evalUa la actividad anti-radical utilizando ya sea radicales
libres sintéticos o iones de metales como complejos Fe** o Cu?*, como una medida de la
cantidad de cierto radical libre capturado por una muestra de antioxidante de interés
(Csepregi et al., 2016). En general es una medida de la cantidad de radicales libres eliminados
por una solucién muestra, utilizada para evaluar la capacidad antioxidante de una muestra
determinada (Rubio et al., 2016).

En quimica de alimentos existen varios métodos analiticos para evaluar la capacidad
antioxidante, todos se clasifican dentro de tres categorias diferentes: espectrometria, ensayos
electroquimicos y cromatografia (Moharram y Youssef, 2014). ElI método de capacidad de
absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés), con algunas
modificaciones realizadas a lo largo del tiempo, se ha convertido en un método utilizado
ampliamente para valorar la capacidad antioxidante en muestras bioldgicas y alimentos,
ademas de ser apto para determinar tanto la capacidad antioxidante hidrofilica como lipofilica
(Prior et al., 2003).

El ensayo ORAC se basa en el dafio del radical libre a una sonda fluorescente a traves
del cambio de su intensidad fluorescente. El cambio de la intensidad fluorescente es un indice
del grado de dafio por radicales libres. La medida de la capacidad antioxidante contra el
radical libre se refleja en la proteccion contra el cambio de fluorescencia de la sonda en el
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ORAC, la cuantificacion se logra utilizando el “area bajo la curva”. Este método permite la
combinacion entre el tiempo de inhibicién como del porcentaje de inhibicion del dafio de los
radicales libres por el antioxidante en una cantidad definida (Huang et al., 2002).

El resultado de la capacidad antioxidante se reporta como micromol (umol) de Trolox
equivalente (TE) por gramos de muestra (umol TE / g muestra). La capacidad antioxidante
lipofilica incluye solamente componentes lipofilicos como carotenoides, no considera la
actividad de componentes hidrofilicos como polifenoles y vitamina C (Rojas et al., 2017).

Los antioxidantes lipofilicos que se encuentran comdnmente en la naturaleza y en
frutas citricas son tocoferoles, carotenoides, acidos grasos insaturados, ubiquinoles, vitamina
E y vitamina A (Cano et al., 2002; Fernandes et al., 2010). En jugo de naranja la capacidad
antioxidante lipofilica se relaciona directamente con la presencia de carotenoides, terpenos,
vitaminas, minerales y los posibles efectos sinérgicos entre estos compuestos (Pulido,
Hernéndez y Saura, 2003).

En general, el aporte a la actividad antioxidante total por parte de los compuestos
lipofilicos es mucho menor que por antioxidantes mas potentes como la vitamina C y otros
compuestos hidrofilicos que suelen estar en mayor cantidad. La contribucion hidrofilica
corresponde aproximadamente a un 2% de la capacidad antioxidante total (Sanchez et al.,
2003 b; Cano y Arnao, 2004).

Los valores de actividad antioxidante lipofilica pueden ser valores bajos como 18,4
pmol TE /100 mL de jugo hasta 1 400 umol TE / 100 mL de jugo, especificamente 34 TE /
100 g de jugo para L-ORAC. La capacidad antioxidante lipofilica dependerd de la
composicion del jugo y la concentracion de sus compuestos lipofilicos, también del
procesamiento y cdmo este influya en las propiedades nutricionales del jugo (Pulido,
Hernandez y Saura, 2003; Sanchez et al., 2003; Cano y Arnao, 2004; Haytowitz y Bhagwat,
2010).

3.4.4. Carotenoides

El analisis de carotenoides esta compuesto por una serie de etapas, que tipicamente
son: extraccion, saponificacion, andlisis cromatografico, identificacion y cuantificacion
(Meléndez, Vicario y Heredia, 2007 a).
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La extraccion de carotenoides en jugo de naranja se realiza normalmente utilizando
mezclas de solventes como acetona, etanol, metanol, etilacetato, éter de petroleo, dietil éter
u otros solventes no polares debido a la naturaleza lipofilica de los carotenoides. Los
extractos coloreados son separados después de una agitacion y separacion de fases, donde la
fase acuosa es desechada. Algunos procedimientos incorporan una etapa de la saponificacion,
donde la muestra es alcalinizada con bases como hidroxido de potasio con alguno de los
solventes mencionados o agua (Cortés et al., 2006 a; Meléndez, Vicario y Heredia, 2007 a;
Gama y Sylos, 2007; Giuffrida et al., 2013).

Los extractos se concentran y disuelven en solventes como metil ter-butil éter
(MTBE) o acetona, de donde son colocados en el sistema HPLC correspondiente, en
columnas como YMC C30 (250 mm x 4,6 mm, 5 um). El detector de arreglo de diodos se
ajusta entre 430 - 450 nm (rangos de 300 a 500 nm) para lograr identificar carotenoides. De
acuerdo con la naturaleza de la matriz y el método seleccionado se utilizan combinaciones
de solventes para la fase movil tales como MTBE:metanol con compuesto antioxidante,
acetonitril:metanol:etil acetato o metanol:MTBE:agua, en diferentes gradientes. De ello
también depende el flujo de volumen utilizado, que varia entre 1 - 0.7 mL min* (Gama y
Sylos, 2005; Meléndez, Vicario y Heredia, 2007 a; Gama y Sylos, 2007; Fratianni, Cinquanta
y Panfili, 2010;).

La posterior identificacion de los carotenoides se efectla utilizando de manera
combinada los tiempos de retencion, caracteristicas espectrales de la matriz de diones y el
orden de elucion relativa, realizando la comparacion con estandares y valores consultados en
literatura, de manera que se logre establecer un perfil con los carotenoides presentes (Gama
y Sylos, 2007).

Para llevar a cabo la cuantificacion de los carotenoides se trabaja con base en la
similitud en términos comportamiento y polaridad en relacion con los estandares
correspondientes validados. De la solucién estandar se realiza una curva de calibracion y se
toman entre cuatro y seis alicuotas para diferentes niveles de concentracién. Tanto las
muestras como los puntos de la curva de calibracion son determinados por métodos
espectrofotométricos 0 HPLC (Meléndez, Vicario y Heredia, 2007 a; Fanciullino et al., 2008;
Rojas et al., 2011).
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La concentracion de los pigmentos se expresa en relacion con el area debajo de la
curva de los estandares (Meléndez, Vicario y Heredia, 2003). Con el objetivo de precisar una
concentracion total de carotenoides se realiza una suma de las concentraciones de todos los
componentes. La concentracion de carotenoides totales suele ser expresada en micro gramos
(1g) o mili gramos (mg) de un carotenoide de eleccion (Fanciullino et al., 2008).

Esta evaluacién en productos citricos cuenta con un nivel de dificultad adicional, en
comparacion con otros productos, no solamente porque poseen un perfil complejo de
carotenoides, sino también por su acidez inherente que promueve la isomerizacion de los
componentes y complica su identificacion (Meléndez, Vicario y Heredia, 2007 b). En jugo
de naranja es importante tomar en cuenta que solamente se puede realizar una cuantificacion
tosca, lo cual implica una subestimacion del contenido de carotenoides (Meléndez, 2005 a).

El andlisis produce un cromatograma que se compone de varios picos en
representacion de los componentes, para identificar estos picos se realiza una comparacion
con diluciones de estandares externos de carotenoides y valores reportados en literatura de
tiempos de retencion. Al asociar los picos importantes a su carotenoide correspondiente se
logra definir el perfil de carotenoides y cuantificar la concentracion de cada uno, de la misma
forma explicada anteriormente (Pupin, Dennis y Toledo, 1999).

Los jugos de naranja tienen perfiles de carotenoides diferentes de acuerdo con la
variedad de las naranjas, factores climaticos, condiciones del cultivo, entre otros (Meléndez,
Vicario y Heredia, 2007 a). Asimismo, las operaciones de cosecha, post cosecha,
procesamiento y almacenamiento pueden afectar la concentracion de los carotenoides. Los
tratamientos térmicos suelen producir degradacion, o al contrario ser beneficiosos al romper
las matrices del alimento, liberar y solubilizar carotenoides (Maiani et al., 2008).

El perfil de carotenoides de las naranjas de la variedad Valencia suele estar compuesto
por: violaxantina, isoluteina, 3-criptoxantina, zeaxantina, carotenos, con base en estudios
realizados en Brasil (Pupin, Dennis & Toledo, 1999; Gamay Sylos, 2007), Espafia (Meléndez
et al., 2005 a), Israel, Belice, Florida y Cuba (Mouly et al., 1999).

El contenido total de carotenoides exhibe la suma de la concentracion de todos los
componentes carotenoicos del jugo de naranja. El jugo de naranja de la variedad Valencia,
para producto fresco o comercial, reporta una concentracion de carotenoides entre 1,81 -
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23,71 pg / g de jugo de naranja, las variaciones se deben a la ubicacion de los cultivos y sus
condiciones (Mouly et al., 1999; Gama y Sylos, 2005; Cortés et al., 2006 b; Petry y
Mercadante, 2017).

3.4.5. Colory diferencia colorimétrica

El color es una respuesta mental al estimulo de una radiacion visible en la retina,
dicho estimulo es transmitido al cerebro por el nervio dptico. La percepcion del color es un
fendmeno complejo que depende en cierta medida de la composicién del objeto, no en su
totalidad. Las mediciones de color pueden llevarse a cabo principalmente de dos maneras:
evaluacion visual y analisis instrumental (Meléndez, Vicario y Heredia, 2005 b).

Los métodos instrumentales permiten analizar valores puros de las coordenadas
cromaticas CIELAB: L* (luminosidad, los valores van de 0 — 100, correspondiente a de
blanco al negro), y las coordenadas a*, b* en ausencia de la otra. Para lograr definir el color
se requiere transformar las coordenadas Cartesianas a* (intensidad de rojo a verde, de
negativo a positivo) y b* (intensidad de amarillo a azul, de negativo a positivo) a las
coordenadas cilindricas C*ap Y han, donde la primera representa croma y la otra el &ngulo de
tono. Dichas coordenadas cilindricas junto a la luminosidad conceden la definicion de color
(Johnson y Fairchild, 2003). Emplear las variables colorimétricas en conjunto con las
diferencias de color nos permite evaluar la relacion entre el andlisis visual y numérico
(Fernandez et al., 2011).

Para evaluar la relacion entre analisis visuales y numéricos es muy importante la
diferencia de colores, la cual se calculada como la distancia Euclidiana entre los dos puntos

en el espacio tridimensional definido por L*, a* y b*:

AE* =[(AL*)2 + (Aa*)2 + (Ab*)2]1/2 (Pathare, Opara y Al-Said, 2012)

En la actualidad se considera que las mediciones de reflectancia producen resultados
con mayor exactitud para una evaluacién adecuada del color de jugo de naranja. Los jugos al
ser alimentos trasltcidos comprenden una dificultad adicional. Especificamente para jugo de

naranja no se ha encontrado un acuerdo sobre qué metodologia es mas efectiva. Ademas,
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debe ser considerado que en los zumos de naranja la presencia de turbidez es natural,
aumentando ain mas la dificultad de la medicion (Meléndez, Vicario y Heredia, 2005 b).

Las coordenadas colorimetras del jugo de naranja de la variedad Valencia
corresponden a: L* entre 57 — 61, a* entre 10 — 24 y b* entre 49 — 64. En términos de color,
tienden a ser tonos muy luminosos, el pardmetro a* tiende a tonos rojizos y finalmente el
parametro b* indica tonos amarillos (Fernandez et al., 2011). El procesamiento afecta los
parametros de color, lo que permite su uso para clasificar los diferentes jugos de naranja (de
concentrado, recién exprimido y ultracongelado) (Stinco et al., 2012).

Stinco et al. (2012) estudiaron las operaciones de obtencién de jugo de naranja. El
jugo de naranja exprimido manualmente reporta valores mas oscuros (menor L*) y rojizos,
mientras los exprimidos industrialmente son mas brillantes y amarillentos (valores a*
menores y b* mayores). Es necesario aclarar que las condiciones de pasteurizacion de los
jugos variaron entre muestras, generando cambios en el color de los jugos analizados. Los
autores concluyeron que las diferencias entre el color de los jugos de naranja se deben mas
al proceso de extraccion que al tratamiento térmico y al observar variaciones en el contenido
de los carotenoides violaxantina y anteroxantina se corrobora que tanto la composicion de
carotenoides como el tamafio de particula afectan el color del jugo.

La pasteurizacién genera degradacion de compuestos carotenoicos, los responsables
de los colores entre amarillos y rojos. Este cambio es el responsable del aumento del valor
b* e inclinar el color a tonos de verde, a su vez, se forman compuestos pardeados que son los
responsables de la disminucion de la luminosidad del jugo. Zepka et al. (2009) evidenciaron
que se puede predecir la degradacion térmica de los carotenoides P-criptoxantina y -
caroteno utilizando parametros de color tales como AE* (Pathare, Opara y Al-Said, 2013).

El jugo de naranja pasteurizado presenta valores mas oscuros que el jugo fresco (Lee
y Coates, 2003; Cortés, Steve y Frigola, 2008). Al comparar jugos pasteurizados con jugos
frescos, la media de a* es significativamente mayor para jugos sin tratar y la media de b* es
mayor para jugo pasteurizado que el jugo fresco, esto también lo comprueban Lee y Coates
(2003), donde se observa un aumento de b* mientras disminuye a* al pasteurizar jugos de

naranja. Jugos tratados por campo eléctrico pulsado de alta intensidad (HIPEF, por sus siglas
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en inglés) dan lugar a valores de jugos significativamente més luminosos y con tonalidades
mas rojas (Cortés et al., 2008).

Al sonicar jugo de naranja se reporta un aumento en la luminosidad (L*) con respecto
al jugo control para todos los niveles del tratamiento (tiempo de sonicacion). El valor a*
disminuye con el tiempo de tratamiento y la intensidad, inclindndose més a una tonalidad
verde. Por otro lado, el valor b* incrementa de manera directamente proporcional al tiempo
de tratamiento y el nivel de intensidad, mejorando su apariencia amarilla. De acuerdo con
Cortés, Steve y Frigola (2008) y Lee y Coates (2003) esto indicaria una mejor preservacion
de pigmentos, menor formacion de compuestos pardeados y una apariencia més fresca del
jugo de naranja (Tiwari et al., 2008).

3.5.  Tecnologias para el procesamiento de jugos

3.5.1. Tecnologia de procesamiento térmico

El procesamiento térmico de los alimentos ha sido aplicado a la tecnologia de
alimentos desde hace décadas para agregar valor o extender la vida Gtil de productos agricolas
y es una de las técnicas mas antiguas y mas ampliamente utilizadas para preservar alimentos.
El tratamiento térmico consiste en una combinacion de temperatura y tiempo con el objetivo
de elaborar un producto estable en almacenamiento, el cual sea libre de organismos
patdgenos y no sea susceptible a degradacion enzimatica (Holdsworth, 2009; Sun, 2012;
Awuah, Ramashwamy y Tang, 2015).

Para los alimentos producidos comercialmente la seguridad es de extrema
importancia, pero también lo es su estabilidad, ya que un producto en malas condiciones o
deteriorado no se lograra vender. Considerando el efecto de ambas condiciones, el neutralizar
o reducir el efecto de microorganismos, garantizando la inocuidad del alimento, se toma
como uno de los principales propdsitos de los tratamientos térmicos (Tucker y Featherstone,
2011).

Los procesos térmicos, ya sean eléctricos o convencionales, estdn ampliamente
clasificados como operaciones unitarias tales como blanquear, cocinar, secar, pasteurizar,
esterilizar y cada una posee una intensidad diferente en la combinacion tiempo y temperatura,

que debe adaptarse al objetivo del tratamiento (Sun, 2011). Para elegir un tratamiento térmico
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adecuado es imprescindible tomar en consideracion la resistencia al calor de los
microorganismos de interés, esporas y enzimas, acidez del alimento, condiciones de
calentamiento, propiedades termofisicas del alimento, tamarfio del recipiente y condiciones
de almacenamiento del producto terminado (Sandeep, 2011; Sun, 2011).

El aumento en la vida util de los productos afecta otras caracteristicas asociadas con
sabor, color, textura y valor nutricional. Los tratamientos térmicos se aplican con la intencion
de mantener en un minimo los cambios en el valor nutricional y la calidad del alimento. Esto
es de especial cuidado porque la exposicion a calor, por mas minima que sea, puede promover
reacciones que afectan la calidad de los alimentos tanto en factores subjetivos, como sabor,
como en factores cuantificables tales como degradacion de vitaminas, minerales, pigmentos
0 desnaturalizacion de proteinas (Awuah, Ramaswamy y Economides, 2007). Los cambios
en estos factores varian en diferentes grados de acuerdo con el tipo de nutriente involucrado
y la intensidad del tratamiento térmico aplicado, a causa de que la degradacién térmica de
nutrientes es muy comun durante el procesamiento (Karmas y Harris, 2012; Barba et al.,
2019).

Adicional a los cambios en las propiedades fisioldgicas (viscosidad, color, pérdida de
apariencia fresca) hay otros factores que afectan la calidad nutricional de los alimentos, como
la formacion de componentes tdxicos durante el tratamiento térmico: aminas heterocilicas,
melanoidinas y lisinoalanina e hidroximetil furfural (Arnoldi, 2001; Edward y Shike, 2006;
Rawson et al., 2011).

Gama & Sylos (2007) demostraron pérdidas en el contenido de carotenoides totales
alrededor de 13% para jugos pasteurizados y 17% para jugos concentrados, Brasili et al.
(2017) experimentaron con jugos de naranja de dos variedades y encontraron pérdidas entre
10 - 14% con respecto a los carotenoides del jugo fresco y Fratianni, Cinquanta y Panfili
(2010) observaron degradacion de 12 a 50% al tratar el jugo en microondas con temperaturas
entre 70 — 85 °C.

Los tratamientos térmicos contindan predominando en los métodos de conservacion
aplicados en la industria porque, en algunos casos, hay cambios esperados y deseados durante
el tratamiento. Otro factor es su alta efectividad en el control microbiolégico, variedad de
alimentos que pueden ser sometidos a dichos tratamientos, accesibilidad, eficiencia y bajo

22



costo. De ahi que uno de los mayores desafios para la industria es la aplicacion de
tratamientos térmicos que no comprometan la calidad nutricional de los alimentos (Ohlsson
y Bengtsson, 2002; Gil, 2010; Segura, 2011; Karmas y Harris, 2012).

3.5.2. Tecnologias de procesamiento alternativas

En la dltima década se ha observado un desarrollo en el interés de los consumidores
por alimentos nutritivos, lo mas cercanos a frescos, con una gran calidad sensorial. Las
nuevas tecnologias alternativas poseen gran potencial en su capacidad preservante y la
capacidad de conseguir nuevos efectos funcionales interesantes. Los productos procesados
por medio de estos métodos cumplen con las expectativas de los consumidores ya que
destacan por su calidad, al comparar con métodos térmicos tradicionales de preservacion, a
la vez que incluyen mejoras para la industria en costos, energia y tiempo (Tewari, 2007; Jan
etal., 2017; Arora y Chauhan, 2019).

Las tecnologias no térmicas son aquellas que resultan efectivas a temperatura
ambiente o por debajo de la temperatura de letalidad. Estas tecnologias existen con el
propdsito de cumplir con los requisitos de inocuidad de los productos alimenticios o
demandas de almacenamiento, al mismo tiempo que reducen los efectos negativos de
procesamiento sobre las cualidades nutricionales y de calidad de la materia prima. Para
estudiar el uso de estas tecnologias en la industria alimentaria se comienza desde un punto
de vista microbioldgico, asimismo se toman en consideracién las caracteristicas sensoriales
y calidad nutricional de la materia prima original que se desean preservar al disminuir o
eliminar la exposicion al calor (Tewari, 2007; Cullen, Brijesh y Valdramidis, 2011; Zhang et
al., 2011).

Agregado a la gran capacidad de inactivacion de enzimas y microorganismos,
preservacion de sabor, color y valores nutricionales y funcionales, a estas tecnologias se les
atribuye un requerimiento de energia menor producto de una mayor eficiencia. Es decir, el
impulso fundamental para cualquier tecnologia alternativa reside en razones econémicas y la
ecologia del proceso en conjunto con la calidad del producto final (Delgado et al., 2011).

Entre las tecnologias alternativas emergentes que se estudian actualmente existen

tratamientos de HIPEF, alta presion hidrostatica, radiacion, luz ultravioleta y ultrasonido, las
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cuales son consideradas como las més prometedoras. En algunos casos es apropiado la
combinacion de tecnologias de preservacion alternativas con métodos tradicionales o entre
ellas, de manera que se generen efectos sinérgicos y se logre obtener asi un producto seguro
y de alta calidad (Zhang et al., 2011; Ortega, 2012).

Cada tecnologia posee ventajas y desventajas en su aplicacion, las cuales deben ser
consideradas paralelamente a las caracteristicas de los productos. Cada tecnologia emergente
posee diferentes modelos de accidn sobre microorganismos y enzimas, por lo tanto, existe la
necesidad de combinar procesos de manera apropiada. Actualmente se estudian, en gran parte
de manera empirica, modelos del mecanismo de inactivacion de microorganismos y enzimas,
dafio y recuperacion, por consiguiente, se trabaja en la posibilidad de disefiar dichos procesos
con una base cientifica sélida que permitan expansion a un proceso de mayor alcance
(Condodn, Marias y Cebrian, 2011).

3.6.  Ultrasonido como tecnologia de procesamiento

3.6.1. Principio de funcionamiento del equipo de ultrasonido

El ultrasonido es una forma de energia generada por ondas de sonido a frecuencias
muy altas, mayores a 20 kHz, donde el oido humano no es capaz de percibirlas. En general,
el ultrasonido hace referencia a las ondas de presion acusticas con frecuencia minima de 20
kHz. Las ondas de sonido se dividen normalmente en dos categorias de intensidad utilizadas
por los equipos: ondas de alta intensidad (ultrasonido de baja intensidad) y ondas de baja
intensidad (ultrasonido de alta intensidad) (Butz y Tauscher, 2002; Singh y Kumar, 2019).

El sistema productor de ondas ultrasénicas esta compuesto por un generador,
trasductor y el sistema de aplicacion. El generador es el encargado de producir la energia
eléctrica o mecénica y el trasductor convierte esta energia a sonido a frecuencias ultrasénicas
(Ercan y Soysal, 2013). El sonido es una onda mecénica que viaja en linea recta y requiere
un medio a través del cual recorrer. Durante esta propagacion las particulas del medio son
sometidas a compresion y descompresion, produciendo grandes cantidades de energia (Rana,
Mena y Shweta, 2017).
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3.6.2. Aplicacion de ultrasonido en la industria alimentaria

En el tiempo actual, el ultrasonido es considerado una tecnologia emergente
prometedora en la industria de procesamiento de alimentos, gracias a los cambios mecanicos,
quimicos y bioquimicos generados (Bates y Patist, 2010; Misra et al., 2018).

En la aplicacion alimentaria se reconoce que el empleo de ultrasonido en
procesamiento, pasteurizacion y extraccion implica una reduccion del tiempo de
procesamiento, uso de solventes, consumo de energias no renovables y eliminacion de
tratamiento de aguas (Chemat et al., 2017 a; Chemat et al., 2017 b).

La clasificacion de las aplicaciones del ultrasonido se basa en la cantidad de energia
del campo de sonido. El ultrasonido de baja intensidad no posee propiedades destructivas,
tiene funciones en el monitoreo de productos alimenticios durante el procesamiento y
almacenamiento, evaluar la composicion fisicoquimica de productos, entre otros procesos
alimenticios de control de calidad no invasivos (Rana, Mena y Shweta, 2017; Rosello et al.,
2019).

El ultrasonido de alta intensidad es disruptivo por naturaleza, es decir, tiene un efecto
sobre las propiedades fisicas, mecanicas o bioquimicas de los alimentos. Tratamientos de alta
potencia son Utiles en procesos de emulsificacion, contribuyen a procesos de congelacion y
descongelacion, inactivacion microbiana, secado, modificacion y control de cristalizacion,
inactivacién de enzimas, mejoracién de secado y filtracion (Muredzi, 2012; Singh y Kumar,
2019).

Una alta intensidad puede utilizarse como un componente adicional al desarrollo de
jugos minimamente procesados, con un factor de letalidad consecuencia de la cavitacion,
fendmeno que es descrito méas adelante. El tratamiento por si solo no es completamente
efectivo en la destruccion de microorganismos en alimentos, dado que requiere tiempos de
procesamiento muy altos. Al incorporar al procesamiento otras tecnologias emergentes o
alternativas, como alta presion o sintéticos o temperatura moderada, se observa una mejora
significativa en la disminucién de poblacion microbiana (Guerrero, Tognon & Alzamora,
2005; Demirddven y Baysal, 2009; Char et al., 2010).

Un sistema de alimentos puede ser sujeto a ultrasonido mediante dos formas: directo

e indirecto. EI método directo mantiene el alimento en contacto con el elemento ultrasénico
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directamente, que puede ser una sonda o un cuerno sénico. En el método indirecto el
trasductor se encuentra sobre una superficie y el ultrasonido debe transferirse a través de una
pared para llegar al alimento, como en los bafios de agua ultrasénicos (Hui, 2006; Proctor,
2018).

3.6.3. Efecto de preservacion del ultrasonido

El ultrasonido permite la disrupcion de células bioldgicas, emulsificaciones, junto a
la inactivacion enzimatica y de microorganismos. La capacidad de inactivacion microbiana
de los tratamientos de ultrasonido es dependiente, principalmente, de la estructura de
membrana de los microorganismos. Una pared celular mas gruesa o la presencia de
membrana representan una dificultad adicional (Piyasena, Mohareb y Mckellar, 2003).

El sistema ultrasonico convierte energia eléctrica en energia vibracional y la trasmiten
al medio. Una parte de esta energia produce cavitacién. En liquidos las ondas ultrasonicas se
propagan de manera longitudinal al crear ciclos de expansion y compresion alternados. Al
combinar cambios rapidos de presion se producen zonas localizadas de presion reducidas,
generando el fendmeno de cavitacién que comienza con la formacion de pequefias burbujas
de gas en un medio liquido (Leong, Ashokkumar y Kentish, 2011; Zinoviadou et al., 2015).

Las burbujas formadas por cavitacién se expanden hasta alcanzar el punto donde
ocurre una condensacion acelerada, las moléculas condensadas colisionan violentamente
ocasionando ondas de choque (Figura 1). Las burbujas generadas en el medio crecen e
implosionan durante la propagacion de ondas sonoras en el liquido. El colapso de las burbujas
de cavitacion va de la mano con incrementos altisimos de temperatura y presion (Terefe,
Sikes y Juliano, 2016; Jan et al., 2017).

Las ondas de choque liberan grandes cantidades de energia, alcanzando aumentos de
temperatura y presion que rondan los 5500 °C y 50 000 kPa, respectivamente, en forma de
regiones. Los cambios de presion en estas zonas son el efecto bactericida primario, las zonas
calientes pueden eliminar algunas bacterias, pero son muy localizadas y no afectan regiones
lo suficientemente amplias (Piyasena et al., 2003; Herrero y Romero, 2006; Char et al.,
2010).
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Figura 1. Formacion ultrasénica de burbujas y cavitacion.
Adaptado de Soria y Villamiel (2010)

La cavitacion intracelular es el elemento responsable de la destruccion microbiana.
Produce desengrosamiento de las membranas celulares, calentamiento localizado, fuerza de
cizalla gigantescos, escision homolitica de moléculas de agua y produccién de radicales
libres. Estos fendmenos a nivel citoplasmatico producen dafios a estructuras celulares y
componentes funcionales hasta generar lisis de las células, lo que ocasiona dafios a los
microorganismos (Demirdéven y Baysal, 2009; Chemat, Zill-e-Huma y Khna, 2011; Ercan
y Soysal, 2011).

La efectividad de los efectos del ultrasonido es monitoreada tomando en
consideracién los parametros fisico-quimicos de las bebidas, composicién y el
microorganismo o enzima objetivo para la inactivacion. Otros factores importantes son la
amplitud de las ondas ultrasénicas, tiempo de exposicion, volumen de alimento procesado y
la temperatura del tratamiento (Muredzi, 2012; Yikmis, 2016).

3.6.4. Efecto del ultrasonido sobre caracteristicas sensoriales

La aplicacion de ultrasonido en el procesamiento de alimentos se distingue por
preservar la calidad de jugos y bebidas, asi como se reporta un efecto minimo en la calidad
de jugos de frutas, tales como jugo de naranja (Tiwari et al., 2008: Deng et al., 2017).

Algunos estudios realizados en jugos de tomate, fresa, manzana y pomelo no muestran
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cambios en pH, °Brix 0 acidez una vez aplicado el tratamiento por ultrasonido (Tiwari et al.,
2008; Adekunte et al., 2010), de igual modo varia con la matriz, como en citricos (Bhat et
al., 2011) que si se registra una disminucion de °Brix.

El color sobresale al determinar la calidad de los alimentos, es el criterio visual con
mas peso para la seleccién del consumidor. Por lo tanto, es sumamente importante considerar
reportes en cambios de color en alimentos solidos y liquidos al ser procesados por sonicacion,
sujetos a variaciones en las condiciones del tratamiento. Se advierten cambios en matrices
como pardeamiento no enzimatico de leche, cambios de color en jugos de fruta y cidra de
manzana (Pringet, Fabiano-Tixier y Chemat, 2013).

No obstante, experimentos sobre jugo de mango fresco (Santhirasegaram, Razali y
Somasundram, 2013), manzana (Abid et al., 2014 a) y naranja (Tiwari et al., 2009) resaltan
que, aungue tanto en tratamientos térmicos como por ultrasonido se reportan cambios
significativos de color, los jugos sonicados tienen cambios de color méas ligeros. En otros
casos no se descubre diferencia significativa en color en jugo de ardndanos (Waheeda, 2011)
o0 incluso mejora su calidad en comparacion con el jugo (Simunek et al., 2013).

Los diferentes efectos en el color son causa de los efectos de cavitacion, generadores
de reacciones fisicas, quimicas y bioldgicas. En algunos casos la cavitacion destruye
microorganismos y enzimas encargadas del deterioro del color o pardeamiento, mejorando
la calidad del producto. La misma cavitacion puede producir reacciones aceleradas de
isomerizacién de carotenoides o degradacion de compuestos coloreados, afectando
negativamente a este parametro de calidad (Ibarz et al., 2005; Tiwari et al., 2009).

El valor de nube en jugos es considerado un buen indicador de calidad en vista de que
valores altos denotan buen color y sabor (Cameron, 1999). Existen estudios que demuestran
que la aplicacion de ultrasonido a jugos conlleva a una mejora significativa del valor de nube
(Tiwari, 2009; Chemat, Huma y Khan, 2011; Chen, Yu y Rupasinghe, 2013).

El gradiente de presion, producto de la cavitacion, logra romper moléculas grandes y
reducirlas. Muchas moléculas méas pequefias son dispersadas y suspendidas con mayor
facilidad en el jugo, con lo que se obtiene un jugo con mejor homogeneizacion (Aadil et al.,
2013).
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Asi mismo, el ultrasonido genera cambios en viscosidad. Esta alcanza valores
mayores 0 menores, tanto permanentes como temporales. El efecto de cizalla genera
disminucion, donde para crear un efecto permanente es necesario una aplicacion minima de
energia para preservar el cambio durante el almacenamiento debido a los cambios de peso
molecular (Ojha, Tiwari y O’Donnell, 2018).

Como tecnologia no térmica al ultrasonido se le atribuye una mejor preservacion de
propiedades sensoriales, como el caso de Ertugay y Baslar (2014) que encontraron un mejor
aroma y sabor en jugo de manzana determinado con panelistas. Debe tomarse en
consideracién que el ultrasonido también puede liberar compuestos o desintegrar otros, lo
gue ocasiona una mejora por nNUeVos componentes aromaticos o consigue degradar sus

propiedades y generar productos de calidad inferior (Baslar et al., 2016).

3.6.5. Efecto del ultrasonido sobre calidad nutricional

El procesamiento con ultrasonido ha demostrado un impacto minimo en los
componentes nutricionales clave de los jugos de frutas. En algunos casos se reporta incluso
un aumento de componentes antioxidantes y bioactivos. Del mismo modo, es necesario
considerar que los estudios realizados con valores altos de intensidad suelen reportar mayor
degradacidn de valor nutricional (Ojha, Tiwari y O’Donnell, 2018).

Estudios en jugo de manzana (Abid et al., 2013) y pomelo (Aadil et al., 2013) reflejan
un aumento significativo en la concentracion de acido ascorbico producto de la aplicacién de
ultrasonido durante 60 y 90 min y 30, 60 y 90 min respectivamente. En estos casos se
conserva por causa de la formacion de burbujas que remueven el oxigeno disuelto en el jugo,
asi se reducen las reacciones de oxidacion en el alimento.

En estudios de jugo de naranja el acido ascérbico logra ser preservado con cambios
minimos, como ejemplo esta el experimento realizado por Tiwari et al. (2009) que obtiene,
con las condiciones mas intensas, una reduccion maxima inferior a 5%. En otros casos, se
nota degradacion por la formacion de radicales libres y condiciones fisicas extremas,
generadas al aplicar ultrasonido, que dan lugar a reacciones de oxidacion. En general, el
comportamiento de la concentracion de &cido ascorbico después del tratamiento depende de
la matriz y la intensidad del tratamiento (Valdramidis et al., 2010).
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La concentracion de compuestos fenolicos y carotenoides se ve mejorada en
tratamientos realizados en jugo de manzana (Abid et al., 2014 b). En puré de frambuesa se
reportan mejoras significativas en el contenido de antocianinas con respecto al blanco, con
un contenido total de polifenoles no alterado y mejorado significativamente (Golmohamadi
etal., 2013).

Los componentes fenolicos y carotenoides se encuentran en estructuras celulares en
forma soluble o ligados a la membrana celular (Zinoviadou et al., 2015). EI aumento en la
concentracion de los componentes bioactivos se atribuye al aumento de temperatura por una
frecuencia alta y a la eficiencia de la extraccion del ultrasonido que causa disrupcion de las
paredes celulares biologicas y finaliza en la liberacion de dichos componentes bioactivos
ligados (Golmohamadi et al., 2013; Zafra-Rojas et al., 2013; Abid et al., 2014 b).

También, en otras matrices como jugo de meldn (Fonteles et al., 2012) y jugo de
sandia (Rawson et al., 2010) con incrementos de temperatura de 25 °C a 45 °C, se presentan
variaciones no significativas y disminuciones importantes en la concentracion de polifenoles
totales. Algunos carotenoides como el licopeno son también degradados o mejorados
ligeramente, obteniendo el segundo efecto al trabajar con ultrasonido a amplitudes bajas
(Fonteles et al., 2012).

La degradacion de los polifenoles y carotenoides se lleva a cabo por un mecanismo
similar al de la degradacion del acido ascorbico. Las condiciones fisicas extremas dan lugar
a radicales libres que generan reacciones de oxidacion sobre los carotenoides y los
polifenoles por su naturaleza antioxidante. Los carotenoides también son susceptibles a los
efectos intensos de cizalla del tratamiento ultrasonico, por lo que tratamientos intensos
pueden dar lugar a su degradacion (Santhirasegaram et al., 2013; Zinoviadou et al., 2015).

Es importante destacar el experimento realizado por Santhirasegaram et al. (2013) en
jugo de mango donde se observd una peérdida en la concentracion de carotenoides para el
tratamiento con el tiempo maés prolongado. Las pérdidas fueron significativamente menores
que las procedentes de un tratamiento térmico. De manera preliminar Wong (2010) en su
trabajo de tesis doctoral, reporté cerca de un 50% de pérdida de carotenoides totales.

Contrario a los resultados anteriores Guerrouj et al. (2016) sometieron jugo de naranja a entre
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1 — 30 min de sonicacion y para todos los tiempos reportaron un incremento significativo en
la concentracion de carotenoides.

Comparaciones de jugos sometidos a ultrasonido han demostrado mejores cualidades
nutricionales que los jugos tratados por métodos térmicos convencionales, en términos de
actividad antioxidante, contenido de polifenoles totales, vitamina C, entre otros, demostrando
que el ultrasonido es una alternativa eficaz para preservar la calidad nutricional de los
productos como se ha comprobado con mora negra, naranja, zanahoria, espinaca y pomelo
(Aadil et al., 2013; Aadil et al., 2015; Bevilacqua et al., 2016; Khandpur y Gogate, 2015).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1.  Localizacion del proyecto
El proyecto se llevo a cabo en el campus principal de la Universidad de Costa Rica:
Ciudad Universitaria Rodrigo Facio. La sonicacion del jugo se realizo en el laboratorio de
Quimica de la Escuela de Tecnologia de Alimentos y los analisis fisicoquimicos se realizaron
en el laboratorio de Quimica del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
(CITA).

4.2.  Materia prima

Se utilizaron naranjas de la variedad Valencia. El jugo se exprimi6 directamente en
las instalaciones del supermercado PriceSmart (Zapote, San José, Costa Rica), utilizando un
equipo Zumex, modelo Speed S+Plus (ver Figura 12 en Anexos) perteneciente a la marca
Fresquita (EI Guarco, Cartago, Costa Rica). Esta empresa trabaja con esta variedad de naranja
de los proveedores TicoFrut y Citricos SantaFe. Las cosechas utilizadas corresponden al mes
de enero y producidas en los cantones de la provincia Alajuela: Upala, Los Chiles y San
Carlos.

Las muestras de jugo comprado fueron exprimidas y compradas el dia anterior al
procesamiento. El volumen adquirido fue 1,89 L de jugo distribuido en dos botellas plasticas
traslicidas de 945 mL cada una. Se mantuvieron en refrigeracion (7 °C) desde la compra,
protegidas de la exposicion a la luz, hasta el momento de procesamiento donde se
mantuvieron a 25 °C. El intervalo de tiempo entre la compra y el uso del jugo fue el mismo
para todos los lotes. El contenido de solidos solubles del jugo se encuentré entre 9,12 — 9,34

°Brix, para una acidez total entre 0,787 — 1,086 g acido citrico / 100 g de jugo.

4.3.  Descripcion del tratamiento
4.3.1. Equipo utilizado
Se utiliz6 un procesador ultrasénico modelo CP-750 (Coleman-Parmer Instrument
Company, Vernon Hills, IL), que corresponde a las partes E, F, G, H mostradas en la Figura
2 del diagrama del equipo de sonicacion a utilizar.
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A. Bafio de agua
B. Muestra

C. Termémetro
D. Bomba peristaltica con control de flujo ®

E. Celda de flujo continuo

F. Convertidor ultrasénico
G. Controlador ultrasénico

H. Sonda ultrasénica

Figura 2. Diagrama del equipo de sonicacion con recirculacién continua utilizado para la

aplicacién del tratamiento sobre el jugo de naranja.
Fuente: Wong (2010)
El equipo cuenta con una celda cilindrica con una capacidad de 60 mL dentro de la

cual se coloco una sonda (H) de 13 mm de didametro posicionada en el centro de la celda que
es la encargada de transmitir las ondas ultrasonicas. Se aplicd una frecuencia determinada
utilizando un convertidor ultrasénico sobre los 60 mL de muestra directamente contenida
dentro de la celda. El controlador ultrasénico cuenta con un panel de control del tiempo,
amplitud y frecuencia aplicada. El jugo realiz6 un recorrido circular, indicado por las flechas
en la figura, mediante el bombeo por la bomba peristaltica (D), donde después del tiempo
correspondiente vuelve al beaker.

Se controld el tiempo de residencia de la muestra dentro de la celda haciendo uso de
las velocidades disponibles en la bomba peristaltica. Los nameros indicados en el panel de
la bomba corresponden a una escala nominal, no cuenta con una unidad de flujo volumétrico
definida, solamente corresponde a una escala numérica. Por lo tanto, se trabajé con el flujo
volumétrico y el tiempo de residencia dentro de la celda, para determinar el tiempo de
tratamiento total para aplicar ultrasonido sobre el volumen de muestra necesario (ver calculo

en Anexos).
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4.3.1. Aplicacion de los tratamientos

Dado que la temperatura del fluido aumenta durante el tratamiento, el jugo se
mantuvo en un beaker en un bafio de hielo para mantener una temperatura alrededor de 25 +
2 °C durante el tratamiento. La muestra de 300 mL fue bombeada a la camara de tratamiento
a un flujo de 106 mL/min utilizando la bomba en la velocidad 1, con un tiempo total de
operacion para cada tiempo de tratamiento indicado en el Cuadro I.

Todo el circuito se autoclavéd antes de la aplicacion de los tratamientos sobre el
producto de interés. Las condiciones de funcionamiento se basan en el estudio realizado por
Wong (2010) donde utiliza tiempos de sonicacién dentro de la celda entre 0 min y 30 min.
En este experimento los tiempos totales de recirculacion se encontraron entre 0 y 105
minutos. Se ha evidenciado que es necesario trabajar dentro de estos ambitos de tiempo para
generar un efecto significativo, en combinacién con otras tecnologias, de reduccion
microbiana para asegurar la inocuidad del producto (Raso y Barbosa, 2003). Por otro lado,
tiempos mayores a los seleccionados no son considerados factibles para su aplicacion

industrial. Los parametros se resumen en el Cuadro I.

Cuadro I. Condiciones de operacion definidas para la aplicacion del ultrasonido en modo
continuo en muestras de 300 mL de jugo de naranja.

Condicion de operacién Valor
Volumen de muestra 300 mL
Temperatura del producto 25+2°C
Flujo volumétrico 106 mL/min
Tiempo de tratamiento total 0, 20, 40, 60, 80 y 105 min
Tiempo efectivo de tratamiento 0,4,8,12, 16, 21 min
Frecuencia 20 kHz
Amplitud de onda méaxima 40%
Potencia 50,0+0,2W
Fuerza de tratamiento 0,83 W/mL
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4.4, Descripcion del experimento
4.4.1. Evaluacion del efecto del tiempo de sonicacion sobre el perfil y contenido de los
principales carotenoides en jugo de naranja
4.4.1.1. Disefio experimental estadistico
Se utiliz6 un disefio de bloques al azar unifactorial con seis niveles, donde cada
nivel corresponde a un tiempo de sonicacion aplicado al jugo de naranja. El Unico factor

evaluado es el tiempo como variable continua.

4.4.1.2. Procedimiento experimental
Se realiz6 sonicacion de tres lotes independientes de muestras del jugo de naranja
extraido el dia anterior al experimento, de manera continua a seis tiempos de tratamiento
diferentes. Con las muestras tratadas a diferentes tiempos y sus respectivas repeticiones se
realiz6 un analisis del perfil de los principales carotenoides (ver seccion 4.5.5.2) y su
contenido (ver seccion 4.5.5.3).

4.4.1.3. Andlisis estadistico de datos

Para ver la significancia del tiempo de sonicacion sobre el contenido de los
principales carotenoides y el total se realiz6 un analisis de varianza, para el que se utilizo el
programa para analisis estadistico JIMP 5.0.1.2, con un nivel de significancia del 5% con estos

parametros como variables respuesta, con el tiempo como Unico factor continuo.

4.4.2. Evaluacion del efecto del tiempo de sonicacion sobre la actividad antioxidante
lipofilica
4.4.2.1. Disefio experimental estadistico
Se utiliz6 un disefio de bloques al azar unifactorial con seis niveles, donde cada nivel
corresponde a un tiempo de sonicacion aplicado al jugo de naranja. El Gnico factor analizado

es el tiempo como variable continua.
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4.4.2.2. Procedimiento experimental
Se realiz6 sonicacion de tres lotes independientes de muestras del jugo de naranja
extraido el dia anterior a la corrida del experimento, de manera continua a seis tiempos de
tratamiento efectivo diferentes, donde cada tiempo se trabajé con tres repeticiones y un jugo
de naranja control que no fue sonicado. Con las muestras tratadas a diferentes tiempos y sus
respectivas repeticiones se realizd un andlisis de la actividad antioxidante lipofilica (ver

método en seccién 4.5.6).

4.4.2.3. Analisis estadistico de datos
Para ver la significancia del tiempo de sonicacion sobre la actividad antioxidante
lipofilica se realizé un analisis de varianza, para el que se utiliz6 el programa para analisis
estadistico JMP 5.0.1.2, con un nivel de significancia del 5% con estos parametros como

variables respuesta, con el tiempo como Unico factor continuo.

4.4.3. Evaluacion de la sonicacion sobre el cambio de color del jugo de naranja
4.4.3.1.Disefio experimental estadistico
Se utiliz6 un disefio de bloques al azar unifactorial con seis niveles, donde cada nivel
corresponde a un tiempo de sonicacién aplicado al jugo de naranja. El Gnico factor evaluado

es el tiempo como variable continua.

4.4.3.2.Procedimiento experimental
Se realiz6 sonicacion de tres lotes independientes de muestras del jugo de naranja
extraido el dia anterior de corrida del experimento, de manera continua a seis tiempos de
tratamiento efectivo diferentes, donde cada tiempo se trabajo con tres repeticiones y un jugo
de naranja control que no fue sonicado. Se determind el color de la muestra control como

referencia para el cambio de color de los seis niveles de tiempo (ver seccion 4.5.7).

4.4.3.3. Andlisis estadistico de datos
Para ver la significancia del tiempo de sonicacion sobre el cambio de color se realizo

un analisis de varianza, para el que se utilizé el programa para anélisis estadistico JMP
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5.0.1.2, con un nivel de significancia del 5% con estos parametros como variables respuesta,

con el tiempo como Unico factor continuo.

4.5. Metodos instrumentales de analisis
4.5.1. Solidos solubles
Se trabajé con el método AOAC 932.12 (AOAC, 2005 a), para lo cual se utilizo un
refractometro de Abbé con control de temperatura. La temperatura de las muestras fue

alrededor de 20°C. Los resultados se reportan en °Brix.

4.5.2. Contenido de humedad
Se realiz6 la determinacion de la humedad de las muestras y el control empleando el
método oficial descrito por AOAC 950.151 (AOAC, 2005 c). Se utilizd una estufa de

conveccion a 60°C.

4.5.3. Acidez total titulable
Se determind la acidez total titulable del jugo de naranja siguiendo el método oficial
de AOAC 942.15 (AOAC, 2015 b). EIl valor se expres6 como gramos de &cido citrico
equivalentes por 100 mL de producto. Se utilizé un factor de conversion correspondiente al

acido seleccionado para reportar el valor final.

454, pH
Se determiné el pH de las muestras de jugo de naranja utilizando el procedimiento
oficial de AOAC 981.12 de pH para alimentos acidificados, se dejo estabilizar las muestras

a temperatura ambiente para sumergir los electrodos (AOAC, 2005 a).

4.5.5. Carotenoides
4.5.5.1. Extraccion de carotenoides
Para la extraccion de los carotenoides se utilizaron los pasos indicados por Giuffrida
et al. (2013) de extraccion de carotenoides en jugo, para su cuantificacion por HPLC. Se
utilizan disoluciones de metanol / acetato de etilo / éter de petroleo con antioxidante, dietil
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éter, solucion saturada de NaCl y metanol. El equipo HPLC utilizado es LC-102 HPLC Series,
Shimadzu, Kyoto, Japan. Con detector de arreglo de diodos SPD-M20AV.

4.5.5.2. Perfil de carotenoides

Mediante inyeccion en un equipo cromatografia liquida de alta presion acoplado a un
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) de los extractos de carotenoides y el uso de
patrones de los principales carotenoides seleccionados de acuerdo con estudios realizados
por Aschoff et al. (2014), Meléndez, Vicario y Heredia (2007 b), Petry y Mercadante (2017),
Wei et al. (2018) y Rodrigo et al. (2015), se realizé una comparacion en el perfil de dichos
carotenoides de los jugos de naranja, de acuerdo con la metodologia utilizada por Giuffrida
et al. (2013).

La separacion se ejecutd en una columna YMC C30 Carotenoid, 4,6 mm ID x 150
mm, S-3 um y su respectiva precolumna. El sistema de fases mdviles consiste en: MeOH /
MTBE / Agua (81 /17 / 2) como fase movil Ay acetonitrilo MeOH / MTBE / Agua (10 / 88
/ 2) como fase movil B. El sistema de gradiente se program6: 0 a5 min 20% A, 5 a 7 min de
20% a 27% A, 7 a 15 min de 27% a 37,5% A, 15 a 20 min 37,5 % A, 20 a 30 min 37,5% a
55% A, 30 a 35 min a 90% A, 35 a 37 min 90-20% A. Se utiliz6 un flujo de 0,6 mL/min a
30°C y un volumen de inyeccién de 10 pL.

4.5.5.3.Contenido de los principales carotenoides

El contenido de los principales carotenoides de las muestras se determiné utilizando
la metodologia elaborada por Giuffrida et al. (2013), donde se emplean patrones y una curva
de calibracién en un rango de concentracion de 10 a 100 mg/mL por medio de HPLC. Para
la identificacion de los carotenoides se trabajo con patrones de luteina y -criptoxantina, asi
como la curva de calibracion correspondiente para su cuantificacion. Otros cinco
carotenoides fueron encontrados en el jugo de naranja, su cuantificacion se reportd como
equivalente de B-criptoxantina. El contenido total de carotenoides consistio en la sumatoria
de las areas de los picos en consideracion y expresados en mg/L como equivalentes de B-

criptoxantina.
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456. ORACL

La determinacidn de la actividad antioxidante lipofilica del jugo de naranja se realizo
mediante el método ORAC (Oxygen Radical Absorbanse Capacity) lipofilico, con base en el
procedimiento elaborado por Rojas et al. (2017) y Huang et al. (2002), al cual se le aplicaron
una serie de variaciones.

Se trabajo con 100 pL de jugo de naranja que fueron diluidos en 10 mL del disolvente
de extraccion que consistio en una disolucion de agua/MeOH (1:1), 7% RMCD. EI RMCD
cumple la funcion de intercambiador de fases, ya que cuenta con la capacidad de mejorar la
solubilidad de los antioxidantes lipofilicos en soluciones acuosas (Huang et al., 2002). Se
utilizaron patrones de Trolox en concentraciones entre 15 — 75 pumol/L y las disoluciones de
trabajo de fluoresceina y de radical libre AAPH se encontraban en concentraciones de 81,87

nmol/L y 0,145 M, respectivamente.

45.7. Color

Para esta medicion se utilizd un colorimetro Color Flex Hunterlab modelo 45-0
(Hunter Lab, Estados Unidos). Los valores se expresan en la escala CIELAB, utilizando los
pardmetros L*, a* y b*. Se utiliz6 un iluminador tipo D65, con un angulo de observacion de
10° (Gonnet, 1998). El equipo utilizado se encuentra en el Laboratorio de Quimica de Centro
Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos que fue manejado con una capsula blanca
para evitar errores de lectura debido a la calidad traslucida del jugo.

Los valores CIE L*, a* y b* se utilizaron para calcular la diferencia total de color
(AE*) utilizando la formula:

AE* = [(AL*)2 + (Aa*)Z + (Ab*)z]llz

Donde AL*. Aa* y Ab* son las diferencias entre el color de los jugos de naranja
sometidos a diferentes tratamientos (Cortés et al., 2006 a). El A se utiliza como indicador de
cambio para cada pardmetro de color. Para todos los valores AE la comparacion se realiza
entre el jugo fresco (tiempo 0 min) y alguno de los tiempos de sonicacion (20 — 105 min). Es

decir, la formula se desarrolla de la siguiente manera:

39



AE* = [(L*O' L*t)Z + (a*O' a*t)Z + (b*O' b*t)z]llz

Donde los valores con el subindice “0” corresponden a las lecturas del jugo fresco y

los del subindice “t” a las lecturas de los tiempos entre 20 min y 105 min.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Carotenoides en el jugo de naranja

5.1.1 Perfil de carotenoides

El método seleccionado para realizar la extraccion de carotenoides de las muestras de
jugo de naranja se concentra en la recuperacion de carotenoides de jugo, jalea y melocotdn.
El método comprobd la extraccion exitosa de carotenoides en dichas matrices, por lo que es
posible respaldar su eficacia (ver Figura 3) (Giuffrida et al. 2013). Asimismo, el analisis
HPLC se concentra en la separacion de carotenoides (referencia método HPLC-CITA).
Debido a la presencia de los dobles enlaces conjugados de los carotenoides, la mayoria
absorbe en un rango entre 400 — 500 nm (Kopec et al., 2012), por lo que los analisis se
realizaron dentro de este intervalo (450 nm).

La identificacion del perfil de carotenoides del jugo de naranja se realiz6 con
disoluciones estandares de carotenoides que fueron comparadas con los cromatogramas
obtenidos por HPLC-DAD del jugo de naranja fresco. La identificacion se basé en los
tiempos de retencidn de los picos. En la Figura 3 se sobreponen las imagenes obtenidas en el

HPLC para el jugo fresco y para la disolucion estandar de B-criptoxantina:

UV (x100.000)

4,04 '
|
3,0 ‘
2,5+
2,0+
1,5+ ‘
1,04 |

\\

05 Il ]

M e A M

Figura 3. Cromatograma a 450 nm de carotenoides en jugo de naranja fresco (verde)

sobrepuesto al cromatograma de un estandar de B-criptoxantina a 100 ppm (rojo).

Al comparar los tiempos de retencion de los compuestos de jugo de naranja fresco se

identifica un pico que coincide con el presente a 12 min de la disolucion estandar. Ademas,
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la forma del espectro UV (ver Anexos, Figura 11) del compuesto en el jugo de naranja que
coincide, presenta la forma caracteristica de carotenoide. Tomando estos dos aspectos en
consideracién, se concluye que el compuesto identificado a 12 min corresponde al
carotenoide B-criptoxantina.

También se conto con el cromotograma de una mezcla de carotenoides: violaxantina
(4,44 min) y luteina (6,18 min). La comparacion se realizé de la misma manera que con la -
criptoxantina, por lo que en la Figura 4 se presenta nuevamente el de jugo de naranja fresco
sobrepuesto al de la mezcla de carotenoides:
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Figura 4. Cromatograma a 450 nm de carotenoides en jugo de naranja fresco (verde)
sobrepuesto al cromatograma de una disolucién de estandares de a) violaxantina y b)

luteina a 100 ppm.

En este caso no se observa coincidencia con la violaxantina porque a 4 min el jugo
de naranja no posee ningun compuesto. Sin embargo, a 6,24 min el jugo de naranja exhibio
un pico que coincidié con el tiempo de retencién del estandar de luteina y posee un espectro
UV (ver Anexos, Figura 11) con la forma requerida de carotenoide. De esta manera, se
identifican los compuestos luteina y B-criptoxantina en el perfil de carotenoides del jugo de
naranja.

Ademas de los dos carotenoides identificados, el cromatograma presenté otros cinco
compuestos. Estos compuestos, junto a la luteina y la B-criptoxantina, fueron seleccionados
por poseer un tamafio importante, una forma definida y sobresalir de la linea base del

cromatograma. Al analizar los espectros UV (ver Anexos, Figura 11) de los otros cinco
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compuestos se determina que todos poseen la forma caracteristica de carotenoides, por lo que
también fueron tomados en consideracion para el resto de analisis aun sin realizar su
correspondiente identificacion. Es decir, se determind que la luteina, B-criptoxantina y cinco
carotenoides no identificados componen el perfil de carotenoides del jugo de naranja.

A continuacion, se presentan los cromatogramas de los jugos de naranja sometidos a
diferentes tiempos de sonicacion, de manera que resulte mas facil la comparacion entre ellos.
En la Figura 5 se tomaron en consideracion la luteina, B-criptoxantina y los otros cinco

carotenoides sin identificar para el analisis de comportamiento.
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Figura 5. Cromatogramas a 450 nm de carotenoides de jugo de naranja sénicado durante
A: 0 min, B: 20 min, C: 40 min, D: 60 min, E: 80 min y F: 105 min de sonicaciéna 25 + 1
°C.

Para todos los tiempos se mantienen los mismos carotenoides y no se aprecia una
variacion en tamafio o posicion de los picos representativos. De acuerdo con Song et al.
(2015) y Mercado et al. (2018) al tratar jugos con ultrasonido es normal observar variaciones

en los carotenoides debido al efecto de cavitacion y la suspension de los carotenoides en el
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medio acuoso. Sin embargo, de acuerdo con autores que evaluaron el efecto del ultrasonido
en una solucion modelo y B-caroteno, el nivel de dafio a la estructura de los carotenoides lo
determina el tiempo de sonicacién y la amplitud aplicada, en ese orden (Carail et al., 2015).

Los resultados observados en el perfil coinciden con los encontrados en un
experimento realizado con jugo de mango. Los autores trabajaron con amplitudes entre 30 y
100% y la menor amplitud tuvo una menor variacion con respecto al jugo fresco (Mercado
et al., 2018). Esto se puede relacionar con los resultados obtenidos con el jugo de naranja, ya
que la amplitud utilizada fue de 40% con tiempos de sonicacién similares.

Para generar cambios de isomerizacion por medio de presion, corte y gradiente de
temperatura es necesario utilizar frecuencias mayores a 20 kHz-50 (Singh & Kumar, 2019).
Se puede asumir que el tratamiento aplicado al jugo de naranja no proporciono la suficiente
intensidad para provocar cambios en el perfil de carotenoides al comparar con lo encontrado
por Eh y Teoh (2012) con tomate y Sun et al. (2010) con B-caroteno quienes, al aplicar
tratamientos méas potentes (140 Wy 950 W), observaron isomerizacién de carotenoides.

Finalmente, los experimentos realizados por Song et al. (2015) directamente sobre
carotenoides, Abid et al. (2014 b) en jugo de manzana y Buniowska et al. (2019) con batidos
de papaya, mango y jugo de zanahoria respaldan que, al aplicar tratamientos de baja
intensidad, el perfil de carotenoides no se ve afectado negativamente y sus propiedades
nutricionales son conservadas o en algunos casos pueden mejorar. Se puede afirmar con este
experimento que las estructuras de los carotenoides del jugo de naranja no se destruyen al

aplicar estas condiciones de ultrasonido.

5.1.2 Contenido de los principales carotenoides

Se determind que existe un efecto significativo del tiempo de sonicacion sobre el
contenido de luteina en el jugo de naranja (p> 0,0064). Conforme aumenta el tiempo de
sonicacion se aprecia un incremento significativo en el contenido de luteina como se ilustra
en la Figura 6. Este cambio observado no es muy grande, mas si es el suficiente (mayor a

10%) para ser significativo.
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Figura 6. Efecto del tiempo de aplicacién de ultrasonido sobre el contenido de luteina en

extracto de jugo de naranjaa 25+ 1 °C.

El ultrasonido es utilizado en la industria, entre otras funciones, para mejorar el
porcentaje de extraccion de materiales intracelulares al desintegrar las estructuras celulares.
El incremento de la concentracion de luteina en el jugo de naranja refleja esta utilidad con
una relacién positiva entre la liberacion de componentes y el tiempo de aplicacion de
ultrasonido (Rana, Mena y Shweta, 2017).

De manera similar ocurri6 en el experimento de Muhammad et al. (2019) con jugo
de zanahoria donde con una frecuencia de 20 kHz (la misma aplicada al jugo de naranja en
este experimento) se percibe un aumento significativo de 28% en el contenido de luteina.
También Etzbach et al. (2020), en jugo de naranja, provocaron un aumento significativo en
el grupo de carotenoides dentro del cual agruparon la luteina. Los autores atribuyen el
incremento a la disrupcion mecanica de las paredes celulares y Etzbach et al. (2020)
concluyen que el ultrasonido es una tecnologia prometedora para mejorar la bioaccesibilidad
y el valor nutricional del jugo de naranja.

A una frecuencia alrededor de 20 kHz se producen fendmenos de presion, cizalla 'y
gradiente de temperatura en el medio conforme las burbujas de aire explotan. Estas
variaciones alteran las membranas y contribuyen a la liberaciéon de nutrientes (Singh &

Kumar, 2019; Delgado et al., 2012). Los efectos de la cavitacion por el ultrasonido sobre los
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componentes nutricionales son enormemente dependientes de la matriz alimentaria, por lo
que es necesario analizar cada matriz para optimizar las condiciones de ultrasonido
(Zinoviadou et al., 2015).

Por otro lado, Buniowska et al. (2019) no observaron diferencias significativas en la
luteina de batidos de zanahoria, calabaza y mango al aplicar ultrasonido durante 20 minutos
y Mercado et al. (2018) tuvieron disminuciones significativas en bebidas de mango al utilizar
una frecuencia de 24 kHz y amplitudes entre 30 - 80%. Tomando en consideracion estos
estudios y que la concentracion de luteina tiende a decrecer conforme aumenta la frecuencia
y amplitud del ultrasonido (Song et al., 2015), se entiende la importancia de conocer la matriz
y seleccionar las condiciones adecuadas para el resultado deseado.

Se concluye que las condiciones de este tratamiento son favorecedoras para aumentar
ligeramente la concentracion del carotenoide luteina de manera significativa. A pesar de que
en concentracion no es una diferencia muy grande, el obtener una diferencia significativa
implica una ganancia que no suele ser parte de los tratamientos convencionales.

En la Figura 7 se agrupan los resultados del contenido de B-criptoxantina y los cinco
carotenoides analizados por su contenido, asi como el contenido total de carotenoides. Como
B-criptoxantina fue el carotenoide mayoritario en el jugo de naranja, se selecciond para
cuantificar el resto de carotenoides individuales y el contenido total como sus equivalentes.

En la figura se observa que al aumentar el tiempo de sonicacion no hay cambio en el
contenido de carotenoides, representado por las lineas de tendencia planas. El analisis indica
que no existe un efecto significativo del tiempo de aplicacion de ultrasonido para el contenido
de B-criptoxantina (p=0,1685; 1-B=1,00), carotenoides equivalentes de B-criptoxantina A
(p=0,1350; 1- p=1,00), B (p=0,1055; 1-B=1,00), C (p=0,9427; 1-B=1,00), D (p=0,2630; 1-
B=1,00), E (p=0,6569; 1-p=1,00) y carotenoides totales (p=0,3640; 1-$=1,00).
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Figura 7. Efecto del tiempo de aplicacion de ultrasonido sobre el contenido de a) -
criptoxantina y cinco carotenoides y b) el contenido total de carotenoides expresados como

equivalentes de B-criptoxantina en extracto de jugo de naranjaa 25+ 1 °C.

La luteina y la B-criptoxantina tuvieron un comportamiento diferente a pesar de
pertenecer al mismo grupo de carotenoides (xantofilas). Este comportamiento constante para
todos los tiempos de sonicacion se mantiene para el resto de equivalentes de B-criptoxantina
analizados y el contenido total de carotenoides. Al ser una suma de los deméas componentes,
es esperable que tampoco presente una diferencia significativa.

De acuerdo con estudios de carotenoides con ultrasonido, hay dos explicaciones
posibles para este resultado. Kumcouglu, Yilmaz y Tavman (2014) explican que el
ultrasonido con 24 kHz de frecuencia produce calor que da inicio a la degradacién térmica
de componentes carotenoides, esto en combinacion con los estudios de Aparicio, Minguez y
Gandul (2011) y Xiao et al. (2017) donde concluyen que la luteina posee mayor resistencia
a la degradacion por calor que la B-criptoxantina, podria indicar que mientras la cavitacion
libera componentes de las paredes celulares, igualmente da lugar a su degradacion.

La diferencia reside en la configuracion geometrica entre la luteina y la B-
criptoxantina. Xiao et al. (2017) exponen que la presencia de grupos hidroxilo en
carotenoides disminuye su reactividad ante la oxidacion y como se aprecia en la Figura 8, la
luteina posee un grupo en cada anillo, mientras la B-criptoxantina solamente posee uno. Esto

corrobora que la luteina es una estructura mas estable y las condiciones extremas no
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representan tanto peligro de degradacién. De los equivalentes de p-criptoxantina detectados

no es posible realizar un analisis de estabilidad porgque se desconocen sus estructuras.

Figura 8. Estructura de B-criptoxantina (izquierda) y luteina (derecha).
Adaptado de Meléndez, Vicario y Heredia (2007 a)

Por otro lado, estudios como los elaborados por Buniowska, et al. (2019), Adadi,
Barakova y Krivoshapkina (2018) y Mercado et al. (2017) respaldan que el efecto del
ultrasonido sobre los carotenoides es exclusivo de las condiciones de cada tratamiento y la
matriz a trabajar. En otras palabras, los resultados observados en el contenido de carotenoides
para el jugo de naranja son propios de esta matriz, sus caracteristicas, estos carotenoides y
las condiciones de procesamiento.

La importancia de la matriz y todas las condiciones de tratamiento es respaldada por
la conclusién de estudios de ultrasonido sobre jugos de otras frutas, como manzana, con
condiciones de frecuencia 20 kHz (Muhammad et al., 2019) y 25 kHz (Abid et al., 2013),
zanahoria a una frecuencia de 40 kHz (Zou y Jiang, 2016), mango a una frecuencia de 40
kHz a 15 y 30 minutos (Santhirasegaram, Razali y Somasundram, 2013) y pomelo a 28 kHz
(Aadil et al., 2015) que han conseguido un aumento significativo en el contenido de
carotenoides, producto de la liberacion de componentes de las paredes celulares deshechas.

El tratamiento seleccionado para aplicar sobre este jugo de naranja especifico,
incluyendo la variedad de la naranja, madurez, condiciones de cultivo y procesamiento, no
fue el necesario para generar una liberacion suficiente. Es decir, al tomar en consideracion
que la variedad de la fruta afecta la estructura celular de los carotenoides (Murador, da Cunha
y de Rosso, 2014), se evidencia que el tratamiento no es tan potente para llevar a una
disminucion del contenido de carotenoides y permite que se preserven incluso después de
tiempos prolongados de tratamiento.

Los resultados obtenidos al sonicar el jugo de naranja resultan favorecedores al

comparar con otros experimentos de jugo de naranja sometido a sonicacién. Etzbach et al.
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(2020) encontraron una disminucion del contenido total de carotenoides al sonicar a una
frecuencia de 26 kHz y Tiwari et al. (2009; 2008) a una frecuencia de 20 kHz y amplitudes
entre 40-100% también encontraron degradacion de carotenoides que afectaban el color del
jugo final. Asimismo, puede tomarse en consideracion que, en el jugo de mango mencionado
anteriormente, al aumentar el tiempo de sonicacién a 60 min se generé una disminucién
significativa del contenido de carotenoides (Santhirasegaram, Razali y Somasundram, 2013)
y en el jugo de naranja trabajado este problema no se observo aun duplicando el tiempo de
tratamiento.

La diferencia no significativa del contenido de carotenoides totales si coincide con el
experimento de Martinez et al. (2015) de termosonicacion sobre jugo de zanahoria a una
frecuencia de 24 kHz, al igual que como concluyeron los autores, apunta a que es posible
utilizar el ultrasonido como tecnologia de preservacion que, en conjunto con métodos
tradicionales o alternativos, permita la proteccion de la calidad nutricional de jugos de frutas
0 vegetales.

En general, el tratamiento demostro que, aunque se apliquen tiempos de sonicacion
prolongados, las componentes bioactivos del jugo de naranja son preservados con los
pardmetros de frecuencia y amplitud empleados. De esta manera, es posible trabajar en
procedimientos de sonicacién en combinacion con otros métodos para garantizar la inocuidad
del producto, en vista de que los carotenoides del jugo de naranja y, por consiguiente, sus
cualidades funcionales, se ven levemente mejorados o son completamente preservadas a lo

largo del procesamiento.

5.2.  Capacidad antioxidante lipofilica del jugo de naranja
Se encontrd que no existe un efecto significativo del tiempo de sonicacién sobre la
capacidad antioxidante lipofilica del jugo de naranja (p=0,4151; 1-$=0,7906). En la Figura 9
se grafica la capacidad antioxidante en términos de Trolox equivalente y se observa que a
diferentes tiempos de sonicacion se obtiene un comportamiento constante con variaciones no

lo suficientemente amplias para ser significativas.
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Figura 9. Efecto del tiempo de aplicacion de ultrasonido sobre la capacidad antioxidante

lipofilica de jugo de naranjaa 25 + 1 °C.

La capacidad antioxidante lipofilica de los jugos de naranja se asocia con
componentes carotenoides, terpenos y vitaminas liposolubles, asi como efectos sinérgicos
que se den entre estos (Pulido, Hernandez y Saura, 2003). Este comportamiento es el
esperado al comparar con el contenido de carotenoides durante el tiempo. El ultrasonido no
generd un cambio en los principales componentes responsables de la capacidad antioxidante
lipofilica, por lo que es normal no observar una variacion en este parametro.

Preservar esta cualidad nutricional representa una ventaja en comparacion con los
métodos térmicos tradicionales, principalmente porque se ha demostrado que los
componentes antioxidantes lipofilicos son especialmente sensibles al deterioro por
procesamiento (Tommonaro et al., 2015). Rodriguez-Roque et al. (2016) al comparar la
actividad antioxidante lipofilica entre jugos de fruta procesados concluyeron que se obtuvo
una capacidad antioxidante lipofilica menor con las bebidas tratadas térmicamente.

Existen pocos estudios evaluando la capacidad antioxidante lipofilica de jugos antes
y despues del procesamiento, pero estudios en jugo de mango (Santhirasegaram et al., 2015)
y mora (Jiang et al., 2014) analizan la actividad antioxidante total y determinaron una
diferencia importante en los jugos sometidos a tratamientos térmicos contra tecnologias
alternativas como microondas, luz ultravioleta y ultrasonido. Ambos grupos de autores

encuentran valores deficientes para los tratamientos térmicos tanto después del
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procesamiento como durante el almacenamiento del producto, apuntando hacia una mejor
retencion de nutrientes para los jugos sonicados.

Las tecnologias alternativas como la sonicacion parecen dar mejores resultados, con
respecto a los componentes bioactivos, que las tecnologias utilizadas normalmente en la
industria. Con base en los resultados obtenidos puede afirmarse que, bajo las condiciones
utilizadas, ain después de aplicar tratamientos tan largos (105 min) a muestras de jugo de
naranja es posible preservar la calidad antioxidante de los componentes lipofilicos presentes
en el jugo fresco, lo que abre una oportunidad para ofrecer jugos procesados mas cercanos a

sus caracteristicas naturales y sus beneficios para la salud.

5.3.  Color de jugo de naranja
Al evaluar el efecto del tiempo de sonicacién sobre el cambio de color en el jugo de
naranja no se encontrd diferencia significativa entre los niveles (p=0,2443; 1-=0,9663).
Como se contempla en la Figura 10 el valor de cambio de color (AE), calculado utilizando la
ecuacion de la seccién 4.5.7, del jugo de naranja al aplicar ultrasonido se mantiene en un
ambito que indica que el cambio de color de jugo se mantiene constante a todos los tiempos

de sonicacion.
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Figura 10. Efecto del tiempo de aplicacion de ultrasonido a 25 £ 1 °C en el cambio de

color de jugo de naranja con respecto al jugo fresco.
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Por otra parte, a pesar de que el cambio de color no aumenta con el tiempo de
sonicacion, si hay un cambio de color en un &mbito entre 10 y 20 unidades. Dicho cambio
de color, observado en el jugo de naranja, se encuentra dentro del rango del umbral de
percepcion visual de “perceptible a la vista” (AE = 10) y “colores similares” (AE = 11-49),
es decir, que hay variaciones importantes con respecto al jugo de naranja fresco (Brainard,
2003; Sharma, Wi y Dalal, 2004). Al hacer un analisis preliminar visual del cambio de color
del jugo de naranja este no fue perceptible a simple vista para el analista, pero es necesario
un analisis sensorial para comprobar si esta observacion es relevante.

Al evaluar visualmente es dificil establecer el verdadero umbral de diferencia entre
muestras, ademas la literatura no aporta informacion relevante sobre la diferenciacion visual
de color entre dos jugos de naranja (con base en muestras reales) por consumidores
(Fernandez et al., 2013). De ahi que sea dificil realizar una distincion entre las muestras
sonicadas, aunque la teoria indique que deba ser perceptible a simple vista. Dias et al. (2015)
demuestran que, pese a que la diferencia sea detectada instrumentalmente, no significa que
vaya ser encontrada a simple vista. Aunque un andlisis instrumental indique un cambio
suficiente para dicha diferenciacion, ha sido corroborado que sensorialmente los
consumidores no fueron capaces de identificarla (Gomez et al., 2018). Seria importante
confirmar esto con el anélisis sensorial correspondiente.

El color del jugo de naranja se asocia principalmente con el contenido de compuestos
carotenoides. Tiwari et al. (2009) exponen que los cambios de color suelen ser producto de
la cavitacion y las reacciones aceleradas de isomerizacion o degradacion de carotenoides que
genera. No obstante, el contenido de carotenoides ni el perfil tuvieron un cambio
significativo, por lo que la variacion de color es producto de otro tipo de reacciones.

La variacion de color puede ser explicada apoyandose en los resultados de Lozano e
Ibarz (2007) quienes expresan que los cambios de color por pardeamiento no enzimatico
predominan sobre el deterioro de pigmentos. Después de la sonicacion del jugo de naranja
suelen verse aumentos significativos en el indice de pardeamiento (Tiwari et al., 2008).
Asimismo, Valero et al. (2007), al sonicar en un sistema de flujo continuo, observaron un
aumento significativo de pigmentos pardeados y una reduccion en el tamafio de particula de
jugos. Esta mayor concentracion de pigmentos pardeados y el rompimiento de particulas
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afectan la percepcion de color. Probablemente estos fendmenos se desarrollaron en el jugo
de naranja y dieron lugar a los valores de cambio de color encontrados.

Parametros propios de la fruta como solidos solubles, contenido de humedad, acidez
total titulable o pH pueden influenciar los cambios de color o estructurales del jugo. Dichas
caracteristicas pueden acelerar o retrasar las reacciones de pardeamiento o rompimiento de
particulas (Tiwari et al., 2009). Estas variables se analizaron solamente para el jugo fresco a
manera de complemento para la caracterizacion, se encuentran en la seccion de Anexos, por
lo que no fue posible desarrollar y relacionarlas con los resultados. En la misma seccion se
incluyen los parametros de L*, a* y b* para el jugo a diferentes tiempos de sonicacion, pero
debido a la gran variabilidad de estas mediciones no fueron tomadas en consideracion para
el analisis de resultados.

El hecho de que no haya un efecto significativo del tiempo de sonicacion sobre el
cambio de color es un resultado prometedor porque es posible desarrollar procedimientos a
tiempos prolongados para aprovechar los demés beneficios del ultrasonido, con la certeza de
que el cambio inicial se mantendra constante y el color no tendrd un impacto negativo a
tiempos mas altos. Ademas, se ha demostrado que, una vez sucedido el cambio de color
inicial, no se producen mas cambios de color durante varias semanas de almacenamiento en
jugo de naranja sonicado (Tiwari et al., 2009).

Este parametro es muy importante porque el color del jugo es la primera caracteristica
y usualmente la clave para capturar la atencion de los consumidores e influenciar la decision
de compra. También las valoraciones visuales pueden influenciar la percepcion del sabor de
los alimentos (Spence et al., 2010). Considerando que los consumidores no suelen ser
capaces de percibir el cambio de color en el jugo de naranja y que este cambio es constante
en todos los tiempos de sonicacion, es seguro afirmar que la aceptabilidad del jugo de naranja
no se vera afectada negativamente si fuese necesario utilizar tiempos largos de sonicacion.
Aparte de la ventaja que supone el cambio no perceptible, se afiade la estabilidad del color
producto de la sonicacion y el logro que significa la preservacién de los componentes

nutricionales del jugo.
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5.4. Consideraciones finales

El ultrasonido se ha estudiado en muchas investigaciones como sustituto parcial de
los tratamientos térmicos. Dicha sustitucién cuenta con la ventaja de preservar los
compuestos nutricionales y bioactivos de los jugos de fruta, a diferencia de los tratamientos
térmicos que se ha demostrado los afectan negativamente. Es importante recalcar que esta
tecnologia necesita ir en combinacion con otro tratamiento para lograr asegurar la inocuidad
del producto final. Sin embargo, este trabajo no abordd los aspectos de inocuidad del jugo,
ya que el enfoque consistio en determinar el efecto del tiempo de sonicacion sobre los
compuestos nutricionales de interés y no sobre su inocuidad.

Los resultados obtenidos en esta investigacién complementan los de investigaciones
previas y apoyan la hipotesis de que los niveles de sonicacion utilizados no afectan
negativamente los componentes lipofilicos estudiados. A pesar de que en la industria
costarricense no existen equipos de ultrasonido para su aplicacion industrial en preservacion
de jugos, el conocer las ventajas de preservacion o mejora de componentes nutricionales
importantes contribuye con el disefio de alternativas de procesamiento en jugos de naranja,
0 jugos con caracteristicas y compuestos lipofilicos similares, que aprovechen el ultrasonido

y la conservacion de las propiedades funcionales en cuanto a compuestos lipofilicos.
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6.

CONCLUSIONES

Se determiné el efecto del tiempo de sonicacion sobre el perfil de carotenoides,

contenido de luteina, B-criptoxantina y equivalentes de [B-criptoxantina, contenido de

carotenoides totales, capacidad antioxidante lipofilica y cambio de color de jugo de naranja.

El tiempo de sonicacién no tiene efecto sobre el perfil de carotenoides de jugo de
naranja. Todos los carotenoides identificados en el cromatograma presevaron su forma
y posicién a diferentes tiempos de sonicacion.

La concentracion de luteina en el jugo de naranja tiene una relacion significativa
directamente proporcional al tiempo de sonicacién. Se presentdé un aumento en su
contenido al aumentar el tiempo de tratamiento.

El tiempo de sonicacion no tuvo un efecto significativo en la concentracion de -
criptoxantina y sus cinco equivalentes analizados en el jugo de naranja. Los
compuestos fueron preservados y el tiempo de tratamiento no implicéd un efecto
negativo.

El contenido total de carotenoides en el jugo de naranja no presentd cambios
significativos por efecto del tiempo de sonicacion. Se evidencia que tiempos
prolongados de procesamiento, hasta 105 minutos, no poseen implicaciones negativas
en la calidad de los compuestos carotenoides, preservando las cualidades nutricionales
del jugo fresco.

La capacidad antioxidante lipofilica del jugo de naranja no se ve afectada
significativamente al aplicar tratamientos de hasta 105 minutos de sonicacion.

El tiempo de aplicacién de ultrasonido no generd cambios significativos en el cambio
de color del jugo de naranja sonicado con respecto al jugo fresco.

En general, tiempos de hasta 105 minutos de sonicacién no presentan un efecto
negativo sobre las cualidades nutricionales del jugo de naranja. Los componentes
analizados se preservan o mejoran.

Sustituir parcialmente el tratamiento térmico por tratamiento con ultrasonido
permitiria una preservacion o menor deterioro de los componentes nutricionales

lipofilicos del jugo de naranja.
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7.

RECOMENDACIONES

Para analizar de manera méas exacta el comportamiento de los carotenoides es
necesaria una identificacion completa de cada carotenoide encontrado en el jugo de
naranja. Pueden utilizarse mas estandares de carotenoides, como auroxantina,
zeaxantina, o-criptoxantina y a-caroteno, para realizar el reconocimiento y
comparacion correspondiente.

Al igual que en otros experimentos con ultrasonido, podrian aplicarse condiciones
mas potentes de frecuencia y amplitud permitidas por el equipo, de esta manera podria
evaluarse si se logra producir un aumento significativo de todos los componentes
bioactivos o si, al contrario, presentaria un efecto adverso.

Se recomienda realizar la medicion de los parametros de color con una mayor
cantidad de repeticiones, para mejorar la calidad de los resultados, ya que se observo
una gran variabilidad entre las medidas de los parametros de color. Dicha variabilidad
no afecto los resultados debido a que no fueron tomados en consideracion para el
analisis de resultados, pero de ser necesario es imprescindible trabajar en la precision
de la prueba.

Se propone la evaluacion sensorial del color de jugo de naranja fresco con el jugo
sometido al tiempo més prolongado de sonicacion, asi se puede comprobar si los
consumidores encuentran una diferencia entre ambos jugos y, de encontrarla, seria
importante evaluar el agrado o preferencia entre ellos.

Otorgaria informacién sustancial para realizar la comparacion del comportamiento de
los compuestos bioactivos analizados del jugo de naranja al ser sometido al
tratamiento de ultrasonido contra una pasteurizacion tradicional, con el propdsito de
respaldar los beneficios de esta tecnologia como método complementario para reducir
la exposicion a calor.

Se sugiere realizar estudios de almacenamiento del jugo de naranja sometido a
sonicacion en comparacion con jugo fresco y/o pasteurizado. Esto indicaria si los
beneficios nutricionales del ultrasonido involucran cambios durante almacenamiento.
Se recomienda evaluar otros métodos de determinacion de actividad antioxidante

lipofilica en jugos, como ensayos ABTS* (Cano et al., 2013) poder antioxidante
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reductor férrico (FRAP, por sus siglas en inglés) o actividad quelante de hierro (Il)
(ICA, por sus siglas en inglés) (Jiménez-Alvarez et al., 2008), con el fin de identificar
el método que genere los resultados méas confiables y precisos, ya que es un area con
poca investigacion.

Una comparacion entre métodos de cuantificacion de actividad antioxidante lipofilica

permitiria una seleccion mas exacta de analisis.
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9. ANEXOS

9.2. Calculo del tiempo de tratamiento total de ultrasonido sobre jugo de naranja
9.2.1 Tiempo de residencia de jugo en la celda (tr):

Volumen de la celda (mlL)

falmin) = Flujo volumétrico (m_L)
min
Al considerar que la celda de sonicacion cuenta con un volumen de 60 mL y el flujo
volumétrico seleccionado corresponde a 106 mL/min, el célculo indica que, para 1 min de
circulacion del jugo de naranja en el sistema, este ha recibido el tratamiento ultrasonico por
un tiempo efectivo de 0,566 min.

60 mL

106 L
min

tg(min) = = 0,566 min

9.2.2. Tiempo necesario para circulacion total de la muestra (tv)

Volumen de muestra (mlL)

ty(min) =
Flujo volumétrico (m_L)

mmn
Al considerar un volumen total de jugo de naranja de 300 mL para cada tratamiento
y que el flujo volumétrico seleccionado corresponde a 106 mL/min, el célculo indica que le

toma 2,83 min al sistema circular todo el volumen de muestra.
60 mL

106 (::—lfl)

ty(min) = = 2,83 min

9.2.2 Tiempo total de operacion del ultrasonido (tr)

tiempo de tratamiento efectivo (min) x t, (min)

tr(min) = tg (min)
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Al suponer que se busca un tiempo de tratamiento efectivo de 4 min y tomando en
consideracién los valores calculados de tiempo necesario para la circulacion total de la
muestra y tiempo de residencia se obtiene que se debe circular el jugo en el sistema durante
20 min.

] 4 min x 2,83 min ]
tr(min) = 0566 min = 20 min

Cuadro I1. Valores de contenido de humedad, pH, acidez total titulable, sélidos solubles y

pardmetros de color del jugo de naranja fresco obtenidos para su caracterizacion.

Acidez total’ Brix Humedad pH
(0,90 + 0,16) g/ 100g | 9,37+ 0,27 | (90,67 % 0,58) g/ 100g 3,53 £ 0,13

! expresado como 4cido citrico

Cuadro I1l. Parametros de color determinados para el jugo de naranja utilizando un

colorimetro 45-0 a diferentes tiempos de aplicacion de ultrasonido.

Tiempo de sonicacién L* a* b*
0 min 38+10 0,42 + 2,20 32+22
20 min 34+12 -0,70 £ 2,43 26 + 18
40 min 41 +14 1,50 £ 1,45 37+20
60 min 43+5 1,17+ 1,45 36+12
80 min 3H+11 -0,37 £ 2,77 26+ 21
10 min 38+14 0,86 + 2,85 32+20
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Figura 11. Espectros UV de los carotenoides encontrados en jugo de naranja fresco.

Figura 12. Equipo marca Zumex utilizado para la extraccion del jugo de naranja. Modelo
Speed S+Plus, Zumex Group S.A.
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