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RESUMEN

Para garantizar productos inocuos y de calidad los tratamientos térmicos como la
pasteurizacion juegan un papel muy importante al reducir ¢ inactivar enzimas que
afectan generalmente a los zumos de frutas ocasionando defectos visuales vy
detrimento de propiedades fisicoquimicas que resulta en la pérdida del valor
nutricional y en la calidad del producto final. El zumo de uchuva se ve afectado por
la enzima Pectinmetilesterasa (PME), presente de forma natural en el fruto. Su
inactivacion es importante dado que ésta causa separacion de fases o pérdida de
turbidez. Debido a que la pasteurizacibn es un proceso efectivo para la
inactivacion de PME se evaluaron los efectos que ésta tiene sobre la inactivacion
de dicha enzima y las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del zumo de
Uchuva (Physalis peruviana L.). Se plantearon dos disefios experimentales; el
primero con temperaturas entre 60 °C - 90 °C por un tiempo de 20 s - 60 s y el
segundo disefio con temperaturas entre 70 °C — 80 °C por un tiempo de exposicién
de 10-30 s y ademas se analiz6 el punto 6ptimo de pasteurizacion puesto que en
este ultimo disefo se encontraba el porcentaje residual adecuado de la enzima (<
10 %), la técnica empleada para evaluar PME fue la espectrofotométrica UV-Vis a
620 nm. Se cuantificod la proteina residual utilizando el método de Bradford
mediante espectrofotometria a 540 nm. Se evalu6 la capacidad antioxidante al
zumo pasteurizado mediante el método de radical libre ABTS™. Se evalud la
reduccién microbiolégica aplicando tratamientos con temperaturas entre 60 °C - 90
°C y tiempos de 10-30 s. Al optimizar el proceso se establecié que la combinacién
de los factores de 80 °C x 10 s no sélo reduce la actividad residual enzimética a
niveles aceptables, sino que también mantiene un recuento microbiano
permisible, en donde, el tratamiento 6ptimo demostré conservar las propiedades
fisicoquimicas, al no poseer diferencia significativa en contraste con una muestra
de zumo fresco. Las pruebas sensoriales (color, olor, sabor y acidez) determinaron
gue no existe diferencia significativa entre el tratamiento 6ptimo y un zumo fresco.
La enzima por su parte no presenté reactivacion durante el seguimiento de 1, 10,
20,30 y 40 dias en almacenamiento (4 °C).

Palabras Claves: Actividad enzimética, antioxidantes, determinacion
microbiolégica, pectinmetilesterasa, Physalis peruviana L., propiedades
fisicoguimicas, tratamiento térmico.



ABSTRACT

To ensure safe and quality products heat treatments like pasteurization play a very
important role to reduce or inactivate enzymes that generally affect fruit juices
causing detrimental visual defects and physicochemical properties resulting in the
loss of nutritional value and the quality of the final product. Cape gooseberry juice
is affected by the enzyme pectin methyl esterase (PME), naturally present in the
fruit. Inactivation is important because it causes phase separation or loss of
turbidity. Because pasteurization is an effective process for the inactivation of PME
evaluated the effects it has on the inactivation of the enzyme and the
physicochemical and sensory characteristics of Physalis juice (Physalis peruviana
L.). There were two experimental designs, the first at temperatures between 60 °C
— 90 °C for a time of 20 s-60 s and the second design with temperatures between
70 °C — 80 °C for an exposure time of 10-30 seconds and further analyzed point
optimum pasteurization since in this latter design was appropriate percentage of
residual enzyme (< 10%), the technique used to evaluate the PME was UV-Vis
spectrophotometry at 620 nm. Residual protein was quantified using the Bradford
method using spectrophotometry at 540 nm. The ability pasteurized juice
antioxidant by the method of free radical ABTS™ was evaluated using
microbiological reduction treatments at temperatures between 60 °C -90 °C and 60
°C times of 10-30 s. By optimizing the process was established that the
combination of factors 80 °C x 10 s not only reduces the residual enzymatic activity
at acceptable levels but also maintains a count microbial permissible, wherein the
optimal physicochemical properties showed retain at possess no significant
difference in contrast to a sample of fresh juice. Sensory testing (color, odor, flavor
and acidity) determined that there is no significant difference between the optimal
and fresh juices. The enzyme in turn showed no recovery during follow-up of 1, 10,
20.30 and 40 days in storage (4 °C).

Keywords: Enzyme activity, antioxidants, determination microbiological
pectinmethylesterase, Physalis peruviana L., physicochemical properties, heat
treatment.
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INTRODUCCION

Las frutas constituyen un grupo de alimentos indispensables para nuestra salud y
bienestar, especialmente por su aporte de fibra, vitaminas, minerales y sustancias
de accion antioxidante (vitamina C, vitamina E, B-caroteno, licopeno, luteina,
flavonoides, antocianinas, entre otros). La gran diversidad de especies, con sus
distintas propiedades sensoriales (sabor, aroma, color, textura, etc.) y la forma de
prepararlas, hacen de ellas productos de gran aceptacion por parte de los
consumidores (Hidalgo, 2005).

Por otro lado, los derivados de las frutas principalmente los zumos se han
convertido en un componente imprescindible en cualquier dieta sana y equilibrada
y aunque éstos en un principio se desarrollaron como consecuencia del exceso de
produccion de frutas, actualmente, la totalidad de zumos se elabora a partir de
frutas cultivadas para este fin (Vila, 2006).

Para el caso de la uchuva o uvilla, se presenta un mercado potencial en el
mercado internacional debido por una parte a su caracter exotico y nutricional y
por otra parte al cambio en los habitos alimenticios de la poblacion que ahora
buscan el incremento en el consumo de frutas y hortalizas, ademas esta fruta
posee caracteristicas tanto fisicoquimicas como organolépticas que permiten
obtener diversos productos transformados con elevados rendimientos. El
contenido en pulpa (70%), en sdlidos solubles (14%), su pH alrededor de 3.4 y sus
especiales color, aroma y sabor son parametros que, sin duda, favorecen su
aprovechamiento industrial (Garcia y otros, 2008; Cortés y otros, 2009).

Igualmente la uchuva (Physalis peruviana L.) es una especie fruticola andina que
ha adquirido gran importancia en el pais por su potencial para la exportacion como
fruta fresca, generando divisas por varios millones de dolares al afio, con lo cual
su consumo interno se ha venido incrementando paulatinamente debido a que el
consumidor nacional ha tenido oportunidad de conocer nuevos productos que le
satisfacen sus gustos y por el aporte de vitaminas y minerales (Corpoica, 2002).

Debido a la gran variacién entre tamafio, forma, sabor del fruto y habitad de la
planta, es necesario contar con una seleccion genética. En Colombia existe 98
accesiones en los bancos de germoplasma de Corpoica en los centros de
investigacion La selva, en Rionegro (Antioquia) y Tibaitatd, en Mosquera
(Cundinamarca); otras colecciones mas pequefias se encuentran en la
Universidad de Narifio. Sin embargo, la documentacion de estas colecciones es
escasa, reduciendo su potencial para contribuir en programas de seleccion y
mejoramiento genético (Bonilla y otros, 2008).
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De acuerdo a las visitas a Corabastos, Almacenes Carrefour, Exito, Pomona, y
Surtifruver realizadas por Cortes y otros en septiembre y octubre de 2008, la
uchuva se consume principalmente en forma natural; en Bogota se usa en menor
grado para preparar dulces, postres y jugos. Actualmente se trabaja en la
obtencién de pulpas normalizadas y a partir de estas se han desarrollado
derivados como néctares y mermeladas de alta calidad. Ademas existen clientes
internacionales cada vez mas interesados en las mermeladas, aderezos y pulpas
de uchuva a granel (Cortés y otros, 2009).

En tanto que el aumento del consumo ha demandado una diversificacion de los
zumos de frutas, dicha demanda podria ser afectada por causa de caracteristicas
encontradas tanto en el zumo de uchuva como en otros zumos frutales por
presentar separacién de fases o decoloracion, pérdida de consistencia, pérdida de
turbidez y gelificacion provocadas por la enzima pectinmetilesterasa (PME)
presente de forma natural en el fruto (Daoudi, 2004; Carbonell y otros, 2005).

No obstante para poder conservar éstos zumos y héctares se encuentran
tratamientos térmicos adecuados, donde el mas comun es la pasterizacion,
permitiendo a su vez inactivar con este método la enzima (PME) causante de la
pérdida de calidad en los zumos ademas de lograr la reduccién de
microorganismos patogenos en el alimento (Cano Dolado y otros, 2001; Ceballos y
otros, 2007; Gutierrez, 2010). Por esta razén se evaluaron los efectos de la
pasteurizacion sobre la inactivacion de la enzima pectinmetilesterasa y las
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del zumo de uchuva (physalis
peruviana L.) objeto principal de esta investigacion.

Ademas este proyecto presentd como objetivos, el determinar la inactivacion de la
enzima pectinmetilesterasa (PME) del zumo de uchuva (Physalis peruviana L.)
posterior al tratamiento térmico aplicado, por otro lado evaluar las condiciones de
pasteurizacion del zumo de uchuva (Physalis peruviana L.) que garanticen la
reduccion a niveles aceptables de los microorganismos presentes en el zumo y
evaluar el efecto que produce el tratamiento aplicado sobre las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales del zumo de uchuva, de tal forma que al desarrollarlos
se logré conservar la calidad de dicho zumo, obteniendo un producto atractivo e
inocuo, sin la necesidad de recurrir a estabilizantes, conservantes y otros aditivos
quimicos, los cuales deterioran la salud del consumidor de manera lenta, sino que
por el contrario se consiguio procesar un producto de forma mas natural.

Finalmente al obtener un protocolo de pasteurizacion para el zumo de uchuva se
redujo a niveles aceptables tanto el efecto de la pectinmetilesterasa (PME) como
su carga microbiana, garantizando por completo un producto apto para el
consumo humano, sin causar alteraciones tanto en sus caracteristicas sensoriales
como nutricionales, obteniendo un producto con un minimo procesado de gran
valor agregado y competitivo, que puede incursionar en nuevos mercados,
logrando beneficiar al consumidor.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la pasteurizacion sobre la inactivacion de la enzima
pectinmetilesterasa y las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del zumo de
uchuva (Physalis peruviana L.).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar el punto éptimo de pasteurizacion para inactivar la enzima PME
en zumo de uchuva (Physalis peruviana L.).

o Evaluar las condiciones de pasteurizacién del zumo de uchuva (Physalis
peruviana L.) que garanticen la inocuidad microbiolégica.

o Evaluar el efecto que produce el tratamiento aplicado sobre las
propiedades fisicoquimicas Yy sensoriales del zumo de uchuva (Physalis
peruviana L.).
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2. MARCO TEORICO

2.1 UCHUVA

La uchuva (Physalis peruviana L.), que pertenece a la familia de las Solanaceas y
al género Physalis, cuenta con mas de ochenta variedades e incluye unas 100
especies herbaceas perennes y anuales que se encuentran en estado silvestre y
que se caracterizan porque sus frutos estdn encerrados dentro de un caliz o
capacho. Esta fruta es originaria de los Andes Suramericanos principalmente de
Perl, Colombia y Ecuador (Medina, 1991; Lozano, 2010).

La uchuva, originaria de los Andes suramericanos, es la especie mas conocida de
este género y se caracteriza por tener un fruto azucarado y con buenos contenidos
de vitaminas A y C (acido ascérbico 20 mg/100 g de fruta), ademas de hierro y
fésforo. Su jugo, presenta valores de pH entre 3,6 a 4,1; éste parametro favorece
la estabilidad del acido ascorbico en la fruta, frente a procesos de oxidacion,
tratamientos térmicos, exposicion a la radiacion, etc. Se cultiva en paises
tropicales, subtropicales e incluso templados. Los primeros productores son
Colombia y Sudafrica pero se cultiva de manera significativa en Zimbabwe,
Kenya, Ecuador, Peru, Bolivia y México. Entre los principales paises que compran
esté producto estan: Holanda, Alemania, Francia, Inglaterra, Espafia, Bélgica,
Suiza, Canada y Brasil (Gutiérrez y otros, 2007; Finagro, 2012).

De la uchuva se comercializa el fruto, que es una baya carnosa en forma de globo,
con un diametro que oscila entre 1,25 y 2,5 centimetros y con un peso entre 4y 10
gramos; ésta cubierto por un céliz formado por cinco sépalos que le protege contra
insectos, pajaros, patbgenos, y condiciones climaticas extremas (Lozano, 2010).

En la actualidad, se encuentran diferentes productos procesados a partir de la
uchuva como la mermelada, la uchuva pasa y los confites de uchuva cubiertos de
chocolate. Puede ser procesada para jugo, néctar, pulpa y otros productos con
azucar como el bocadillo. En mercados europeos la usan para adornos en
comidas, ensaladas, postres, tortas (Cedefio y Montenegro, 2004).

Figura 1. Uchuva (Physalis peruviana L.) Variedad Peru.

Fuente: Esta Investigacion
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La uchuva con caliz se vende principalmente a granel y el precio promedio de
compra es de $900/kilo mientras que el precio de venta al consumidor es de
$1.400/kilo; la canastilla de 450 gramos de uchuva pelada se compra, en
promedio, por $600/canastilla, equivalente a $1.333/kilo, y se vende al consumidor
por $1.000/canastilla, equivalente a $ 2.220/kilo (Lozano, 2010).

El volumen de las exportaciones de uchuva en la Ultima década, crecié de manera
constante un 15 %, hasta llegar en 2004 a representar el 53 % del total exportado
de frutas.En 2004, Colombia exportd un poco mas de US$ 14 millones en uchuva,
de los cuales casi el 95 % correspondid a la Union Europea, destacandose, en
primer lugar, Alemania con 30 %, desplazando a Holanda al segundo lugar con 26
%, respecto a 2003. Bélgica y Luxemburgo pasaron de participar con el 5 % en
2000 al 15 % en 2004 (Gomez y otros, 2005).

Segun algunos exportadores, existen oportunidades para la expansion del
mercado de uchuva en Europa; no obstante, se debe condicionar este desempefio
a la inversion en promocion, y en desarrollo de tecnologias, a través de politicas
claras por parte del gobierno, con el fin de articular junto a los exportadores,
productores y académicos, la base tecnoldgica y cultural, que permita un mayor
valor industrial del producto (Gémez y otros, 2005).

2.1.1 Valor nutritivo. El jugo de la uchuva madura tiene altos contenidos de
pectina, lo que disminuye los costos en la elaboracién de mermeladas y otros
preparativos similares. En diferentes regiones de Colombia se le atribuyen
propiedades medicinales tales como las de purificar la sangre, disminuir la
albumina de los rifiones, aliviar problemas en la garganta, fortificar el nervio 6ptico,
limpiar las cataratas, ser un clasificador y controlar la amibiasis (Lozano,
2010).Sus beneficios se derivan de la composicion nutricional del fruto que se
describe en la tabla que sigue a continuacion:

Cuadro 1. Composicion nutricional uchuva (Physalis peruviana L.)

Factor nutricional Composicién nutricional por cada 100
gramos de pulpa

Calorias 54

Agua 79.6
Proteina 1.1 qr.
Grasa 0.4 gr.
Carbohidratos 13.1 gr.
Fibra 4.8, gr.
Ceniza 1.0 qr.
Calcio 7.0 mg.
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Factor nutricional Composicién nutricional por cada 100
gramos de pulpa

Fosforo 38 mag.
Hierro 1.2 mg.
Vitamina A 648 U.I.
Tiamina 0.18 mg.
Riboflavina 0.03 mg.
Niacina 1.3 mg.
Acido ascorbico 26 mg.

Fuente: (Fischer y otros, 2000).

2.2 TRATAMIENTOS TERMICOS EN LA INACTIVACION ENZIMATICA

Los tratamientos térmicos estabilizan productos porque tienen la capacidad para
destruir microorganismos e inactivar enzimas (Cruz, 2006). Dentro de los
tratamientos térmicos adecuados y el mas comdn se encuentra la pasterizacion
(Ceballos y otros, 2007).

La estabilizacion de zumos de citricos (naranja, pomelo, mandarina) se lleva a
cabo, normalmente, mediante una o varias etapas de pasteurizaciéon con el objeto
de inactivar las enzimas, principalmente pectin-metilesterasa (PME), que provocan
cambios de calidad significativos durante su conservacién. En los estudios
realizados para obtener las condiciones de proceso para la estabilizacion de
zumos de citricos por tratamiento térmico, se ha observado que la resistencia de
las bacterias y levaduras presentes en los mismos, es menor que la necesaria
para inactivar la enzima pectin-metilesterasa. Este zumo “pasteurizado” se somete
posteriormente a una concentracion mediante eliminacion de hasta el 80 % del
agua de constitucion, y a una congelacion para su conservacion y almacenamiento
(Cano Dolado y otros, 2001).

El objetivo principal de la pasteurizacion aplicada a alimentos de alta acidez pH
inferior a 4,5 persigue la inactivacion de sus enzimas y en menor proporcion la
destruccion de los microorganismos causantes de su alteracion; por encima de los
60 °C, la mayor parte de las enzimas son desnaturalizadas. Por lo que los
tratamientos térmicos son usados para la inactivacion de varias enzimas, en
citricos (Sentandreu y otros, 2005), en tomate (Gordon y otros, 2002), en
zanahoria (Sila y otros, 2007).

El uso de calor busca destruir agentes biolégicos para obtener productos mas
sanos y duraderos (Gutierrez y otros, 2010).
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2.3 ENZIMAS

Las enzimas son proteinas grandes producidas en las células vivas de plantas,
animales y microorganismos. En la célula viviente, las enzimas actian como
catalizadores que aceleran las reacciones quimicas (Diedrich, 2002). Las enzimas
mas simples son proteinas de peso molecular desde unos 12000 ug/ml hasta
40000 ug/ml. Las proteinas estan compuestas de pequefios bloques o residuos
conocidos como aminoacidos, cuyo peso molecular abarca desde 75 ug/ml hasta
200 pg/ml, la larga cadena de aminoacidos que constituye la molécula de la
enzima no se dobla libremente mas bien adquiere una estructura tridimensional
definida (Bender y otros, 1997).

Por otra parte las enzimas son moléculas organicas capaces de catalizar
reacciones bioquimicas mediante la disminucién de la energia de activacién que
se requiere para que la reaccién se lleve a cabo (Nelson y Cox, 2008).

Las enzimas al actuar como catalizadores permiten que las reacciones quimicas
del metabolismo celular ocurran a una velocidad significativa, en condiciones
ambientales extremadamente suaves compatibles con el mantenimiento de la
viabilidad celular (pH cercano a la neutralidad y temperaturas moderadas)
(Medina, 2004).

Para uniformizar la nomenclatura la comision IUPAC-IUB en Biochemical
Nomenclature-Revisec Enzyme Nomenclature, nombra y clasifica a las enzimas
en seis clases 0 grupos, de acuerdo al tipo de reaccion quimica y a su mecanismo
de accién. Se clasifican en: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas,
iIsomerasas Yy ligasas. La Pectin esterasa desmetoxila las cadenas pécticas a
acidos pécticos; esta enzima es una esterasa especifica que sélo hidroliza los
grupos carboxilo esterificados en la pectina (Robles, 2006).

Las enzimas son especificas para las estructuras del sustrato y del producto
formados, de tal forma que solo un compuesto quimico presente en una mezcla de
compuestos muy similares se transforma con tal fidelidad en un Unico producto, lo
gue puede dar lugar a rendimientos mas altos y potencialmente a menos
contaminacion producidos por reacciones laterales (Wiseman, 1991) .

La enzima PME interviene en reacciones de hidrolisis de pectina a acido péctico y
metanol, produciendo en jugos pérdida de turbidez y viscosidad (Martinez y otros,
2003).

Contra la integridad de las enzimas atentan factores fisicos (calor, congelacion y
radiacion), quimicos (oxidacion, reduccion, disolventes orgénicos, iones metalicos,
fuerza i6nica y pH) o biolégicos (protedlisis, modificacion y degradacion
enzimatica), que disminuyen su actividad catalitica y solubilidad (Medina, 2004).
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Como ya se mencion0, las enzimas pueden ser desnaturalizadas por varios
medios, entre ellos el calor. La mayoria de las enzimas son, por lo tanto
termolabiles y generalmente una temperatura de 70 °C a 80 °C durante 2 a 5 min
basta para inactivarlas. El efecto desnaturalizante de la temperatura se produce al
desorganizar totalmente la estructura de la macromolécula, provocandole muchos
cambios de solubilidad (coagulacion), color, digestibilidad (Cruz y otros, 2006).
Como las enzimas son muy sensibles a la temperatura un aumento del nivel
térmico se traduce en un incremento de la energia vibracional que puede provocar
la ruptura de puentes de hidrogeno y la destruccién de interacciones apolares
(Medina, 2004) .

2.3.1 Pectinmetilesterasa (PME). La PME es una enzima presente en la pared
celular vegetal que causa la eliminacion de grupos metoxilo de las pectinas y
produce radicales carboxilicos libres. Una vez alcanzada el grado critico de
esterificacion, los cationes divalentes (especialmente el Ca?") se unen a grupos
carboxilicos libres pertenecientes a las cadenas adyacentes de la pectina. Por lo
tanto, la actividad de la PME implica cambios en las caracteristicas del zumo y de
los purés de fruta. Durante la maduracion del fruto ocurren cambios importantes
en las substancias pécticas, carbohidratos, acidos organicos, compuestos
fenolicos y otros componentes. Estos cambios le confieren al fruto caracteristicas
sensoriales como color, aroma, sabor, textura y son el resultado de la actividad de
numerosas enzimas principalmente hidroliticas. Entre este grupo de enzimas se
encuentran las enzimas pécticas, como la pectinmetilesterasa (PME) y la
poligalacturonasa (Romero y otros, 2006; Osorio, 2008).

En zumos citricos los macropolimeros insolubles formados por la actividad PME y
gue se han relacionado con la turbidez caracteristica de estos productos,
conducen a la clarificacion del zumo. Por otro lado, en puré de tomate se ha
detectado que la actividad poligalacturonasa y la de la PME esta relacionada con
un descenso de la viscosidad (Carbonell y otros, 2005).

2.3.2 Cinética enzimética. La cinética enzimatica estudia la velocidad de las
reacciones catalizadas por enzimas. Estos estudios proporcionan informacion
directa acerca del mecanismo de la reaccion catalitica y de la especifidad de la
enzima. La velocidad de una reaccion catalizada por un enzima puede medirse
con relativa facilidad, ya que en muchos casos no es necesario purificar o aislar la
enzima. La medida se realiza siempre en las condiciones Optimas de pH,
temperatura, presencia de cofactores, etc, y se utilizan concentraciones saturantes
de sustrato. En estas condiciones, la velocidad de reaccion observada es la
velocidad maxima (Vmax). La velocidad puede determinarse bien midiendo la
aparicion de los productos o la desaparicion de los reactivos (De Castro y otros,
2004).
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La actividad enzimética se caracteriza por la formacion de un complejo enzima-
sustrato y por la naturaleza poli funcional de la catalisis, ya que aparecen
combinados grupos activos como lo son carboxil, amino e imidazol, junto con
algunos iones metalicos ligados. Cada grupo es individualmente un reactivo pobre
pero su accién se ve facilitada primeramente por el medio ambiente hidrofébico
local creado porque el centro activo de la enzima tiende a excluir el agua de él,
aumentando las reacciones organicas que se producen y en el segundo lugar, por
la capacidad de la enzima para concentrar las moléculas del sustrato,
aumentando asi su concentracion local y por lo tanto la velocidad de la reaccion
(Wiseman, 1991).

Figura 2. Proceso enzimatico

Fuente. (Fadario, 2011)

El proceso enzimatico sigue las siguientes etapas: En primer lugar el sustrato (S) y
la enzima (E) se unen y forman un complejo enzima-sustrato (ES). Una vez
formado el complejo ES, este o bien se disocia en enzima mas el sustrato o se
transforma el sustrato en producto formado el complejo enzima-producto (EP), que
se disocia para dar enzima (E) mas producto (P).El proceso fue modelado por
Michaelis y Menten y le permitio obtener una ecuacion, la ecuacion de Michaelis-
Mente en donde la velocidad de la accién de un enzima es funcién de la cantidad
de sustrato presente, la cantidad de enzima y las caracteristicas del enzima, la
afinidad del enzima por el sustrato y el poder catalitico de la enzima (Fadario,
2011).

2.4 INACTIVACION TERMICA ENZIMATICA

La velocidad de las reacciones enzimaticas no crece exponencialmente con la
temperatura, sino que, para cada transformacion, existe una temperatura optima
para la que la velocidad de reaccion es maxima por encima de la cual la velocidad
disminuye. La enzimologia actual interpreta esta curva como el resultado de dos
procesos independientes y simultaneos de signo contrario: por una parte, la
velocidad de reaccion, en la reaccion enzimatica, tendria una dependencia de la
temperatura, tipica, segun esta interpretacion, se daria un proceso de inactivacion
térmica de la enzima que se opondria al efecto anterior, tal como se ilustra en las
siguientes figuras (Lafaux, 2004):
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Figura 3. Actividad enzimatica inicial Figura 4. Inactivacién enzimatica

Enzyme active

Fuente. (Lafaux, 2004) Fuente. (Lafaux, 2004)

2.4.1 Inactivacion térmica de PME. La inactivacion térmica de la enzima PME es
variada y depende del sustrato en que se encuentre. En el siguiente cuadro se
resume determinados ejemplos de inactivacion enzimatica para algunos jugos y
néctar.

Cuadro 2. Condiciones de inactivacién térmica de PME para algunos jugos y
néctar

Producto Temperatura | Tiempo | Referencia

C) (s)
Néctar acido de papaya 75-85 60- 240 | (Argaiz,1994)
Jugo de zanahoria 75-98 10-30 (Rivas y otros, 2006)
Jugo de fresa 75-90 15-20 (Osorio, 2008)
Zumo de Tomate de arbol | 60 20 (Maca, 2012)

Fuente: esta investigacion

2.4.2 Extraccion de la enzima pectinmetilesterasa (PME) del zumo de uchuva.
Para la obtencion del extracto enzimatico de la PME en uchuva se baso6 en los
estudios reportados por (Daodi, 2004; Maca, 2012, Sentandreu y otros, 2005),
diluyendo el producto con una solucion de cloruro de sodio NaCl vy
polivinilpirrolidona (PVPP) posteriormente se realiza una homogenizacion, se
centrifuga a 10000 rpm, durante 30 min a 4 °C y se lleva para la medicién de
actividad enzimatica.
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2.5 TRATAMIENTOS TERMICOS EN LA REDUCCION DE LA CARGA
MICROBIANA

Bajo el titulo de Tratamientos Teérmicos se suelen englobar todos los
procedimientos que tienen entre sus fines la destruccién de los microorganismos
por el calor, haciendo referencia tanto a la pasteurizacion y la esterilizacion, cuya
finalidad principal es la destruccion microbiana, el tratamiento térmico en los
alimentos afecta: la poblacion microbiana del alimento, enzimas, pero también
afecta sus componentes fisicoquimicos como: proteinas, vitaminas, sabor, color,
forma y consistencia, etc, haciendo inevitables la destruccion de nutrientes, la
pérdida de vitamina C, de caroteno y la pérdida de cualidades organolépticas, sin
embargo el tratamiento térmico que precisa cada alimento depende de la
naturaleza de cada producto. Algunos, sélo permiten ciertas temperaturas pues,
de otro modo, provoca cambios en su aspecto y sabor. No obstante, en otros
alimentos las altas temperaturas no producen alteraciones (Gutiérrez y otros,
2010).

Los tratamientos térmicos persiguen destruir agentes bioldgicos, como bacterias y
parasitos con la finalidad de obtener productos mas sanos; conseguir productos
gue tengan una vida comercial mas larga, debido fundamentalmente a la
eliminacion de los microorganismos causantes de la alteracion de los alimentos; y
disminuir la actividad de otros factores que afectan a la calidad de los alimentos,
como las enzimas (Gutiérrez y otros, 2010).

La pasteurizacion es un tratamiento relativamente suave, este método, conserva
los alimentos por inactivacion de sus enzimas y por destruccion de los
microorganismos sensibles a la temperaturas (bacterias no esporuladas, como
levaduras y mohos), provoca cambios minimos tanto en el valor nutritivo como en
las caracteristicas organolépticas del alimento. En los alimentos de alta acidez
como lo son los zumos de frutas no se someten a tratamientos tan intensos,
puesto que el desarrollo de bacterias formadoras de esporas no tiene lugar para
esos valores de pH, haciendo que la pasterizacion se aplique con el fin de eliminar
mohos, levaduras, enzimas y bacterias no esporuladas. No obstante, la practica
habitual se encamina hacia la aplicaciébn de temperaturas mas elevadas con la
consecuente reduccion en los tiempos de proceso, de forma que el producto
retenga al maximo sus cualidades organolépticas y nutritivas (Nutbro, 2012).

En la pasteurizacion, el objetivo primordial es destruir su flora patégena y la casi
totalidad de flora banal alcanzando niveles que no causen intoxicaciones
alimentarias a los humanos (suponiendo que el producto pasteurizado se haya
refrigerado correctamente y que se consuma antes de la fecha de caducidad
indicada) (Decreto 616 de 2006; Gutieérrez y otros, 2010).

Los cuatro objetivos principales que se persiguen al aplicar un tratamiento térmico
a un alimento son: destruir los microorganismos que puedan afectar a la salud del
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consumidor y que puedan alterar el alimento, inactivar las enzimas y optimizar la
retencion de factores de calidad a un costo minimo (Osorio, 2008). Por otra parte
el tratamiento térmico de un alimento depende de: la termo-resistencia de los
microorganismos, enzimas presentes en el alimento, el pH del alimento y el estado
fisico del alimento, segun (Rivas y otros, 2006) estudios realizados en jugos de
naranja y de zanahoria, sobre el efecto causado por la pasteurizacién en las
caracteristicas fisico-quimica como la acidez total, turbidez, color, actividad
pectinmetilesterasa (PME) y flora microbiana, determinaron que el color no varia
en ningan tratamiento, mientras que la acidez y turbiedad aumentaron con el
tratamiento aplicado y las caracteristicas sensoriales del zumo tratado fueron
similares al jugo fresco.

La intensidad del tratamiento y el grado de prolongacién de su vida util se ven
determinados principalmente por el pH permitiendo que la pasteurizacion sea muy
efectiva en zumos debido a que es un medio &cido y evita la proliferacion de
microorganismos esporulados, los mas resistentes a las temperaturas (Britz y
otros, 2008). A demas el objetivo principal de la pasteurizacién aplicada a
alimentos de baja acidez (pH mayor a 4,5) es la destruccion de las bacterias
patdégenas y la inactivacion de sus enzimas, mientras que en los alimentos de pH
inferior a 4,5 persigue la destruccion de los microorganismos causantes de su
alteracion. Aunque prolonga la vida comercial de los alimentos, la efectividad de la
pasteurizacion es solo relativa, pues debe ir acompafiada por otros métodos de
conservacion, como la refrigeracion. Los tiempos y temperaturas de tratamiento
varian segun el producto y la técnica de pasteurizacion (Moo Puc, 2009). Por su
parte la inactivacion de la PME que tiene una resistencia térmica mas alta que las
bacterias y las levaduras existentes, garantizan la eliminacibn de estos
microorganismos que son dafinos para la salud humana (Tribess y Tadini, 2006;
Raviyan y otros, 2005),. Por ende, Las enzimas para su inactivacion requieren
condiciones mas drasticas que la destruccion de microorganismos (Raventos,
2010; Gutierrez y otros, 2010), asegurando la inocuidad del producto.

2.5.1. Microorganismos .Generalmente, cuando debemos hablar de inocuidad de
un alimento se considera el aspecto microbioldégico que resulta fundamental
porque influye en la conservacion y la vida util del producto, pero ademas, porque
los microorganismos pueden ser causantes de enfermedades conocidas como
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’s), de tal manera que, para
garantizar inocuidad del alimento, se requiere la determinacion de criterios para
los microorganismos patdgenos y/o toxinas por lo cual es necesario conocer las
normas microbiologicas en materia de alimentos, quienes establecen la calidad
microbiolégica en términos de ciertos microorganismos que advierten
oportunamente de un manejo inadecuado o contaminacion que incrementan el
riesgo de presencia de patdgenos en alimentos (Andino Rugama y otros, 2010).
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Muchas veces la causa de la contaminacion del alimento se debe a medidas
higiénicas inadecuadas en la produccion, preparacion y conservacion; lo que
facilita la presencia y el desarrollo de microorganismos que producto de su
actividad y haciendo uso de las sustancias nutritivas presentes en éste, lo
transforman volviéndolo inaceptable para la salud humana (Andino Rugama y
otros, 2010).

Por otra parte el pH del producto, cercano a 3,5, influye positivamente en el bajo
desarrollo bacteriano. A su vez, el recuento microbiolégico de las muestras
pasteurizadas también fue relativamente bajo por lo que los tratamientos térmicos
utiizados en las experiencias son suficientes para garantizar la seguridad
microbiol6gica de este producto y evitar el desarrollo bacteriano durante su
almacenamiento fresco (Osorio, 2008).

Por otra parte los microorganismos requieren la presencia de agua (disponibilidad
de agua aw), para que puedan crecer y llevar a cabo sus funciones metabdlicas.
En primer lugar, a cualquier temperatura, la capacidad de los microorganismos
para crecer se reduce cuando se rebaja la aw. Probablemente sea la temperatura
el mas importante de los factores ambientales que afectan la viabilidad y el
desarrollo microbiano. Cualquier temperatura por encima de la maxima de
crecimiento de un determinado microorganismo resulta letal para el mismo (Andino
Rugama y otros, 2010).

2.5.2 Determinacién de lareduccion microbiana:

2.5.2.1 Reduccién de la carga microbiana. Los pH cercanos a 3,5, influyen
positivamente en el bajo desarrollo bacteriano, en el caso de las frutas y sus
derivados, no se corre mucho peligro de contaminacién con microorganismos
patdgenos para los humanos, ya que estos microorganismos no crecen en
medios de alta acidez o bajo pH o con la composicibn en nutrientes que
caracterizan a las frutas (Correa y otros, 1999) permitiendo trabajar las siguientes
temperaturas. En Colombia el Instituto departamental de Salud, las Normas
Técnicas Colombianas (NTC) e INVIMA rigen para la obtencion de productos
inocuos exigiendo que se encuentren los pardmetros para microorganismos en
niveles aceptables que es lo que se encuentra al tratarlos mediante tratamientos
térmicos donde ademas de lograr la inactivacion de enzimas cumple con la
disminucion de la carga microbiana patégena (Sentandreu y otros, 2005; Carbonell
y otros, 2005; Osorio, 2008; Duque Yy otros, 2004).
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Cuadro 3. Tratamientos aplicados a algunos productos para reduccién
microbioldgica

Producto pH Temperatura | Tiempo Referencia
O (s)

Jugo de mango 3,8 85 150 (Askar y otros,
1995)

Mandarina 3,6 82-94 132 (Silva y otros,
2004)

Jugo de Naranja — 3,6 85,0 9,1 (Tribess y otros,
variedad pera (Citrus 2008)
aurantium L)

Fuente: esta investigacion.

Siempre se debe tener en cuenta a la relacibn temperatura-tiempo. Las
temperaturas superiores a las que los microorganismos crecen producen
inevitablemente su muerte o les provocan lesiones subletales. Si hay lesiones
subletales, las células lesionadas pueden permanecer viables pero son incapaces
de multiplicarse hasta que la lesion no se haya subsanado. Las exposiciones
drasticas provocan en las poblaciones n progresivo y ordenado descenso de sus
tasas de crecimiento (Gutiérrez y otros, 2010).

Los factores que afectan a la temorrresistencia, ademas del tipo de
microorganismo, son el nimero de células existentes, la fase del crecimiento en
que se encuentran, y las condiciones del medio en el que se efectia el
calentamiento de los microorganismos (Gutiérrez y otros, 2010).

2.5.3 Normatividad INVIMA- resoluciéon 7992 y NTC 5468. La normatividad NTC
5468 y resolucion 7992 de INVIMA establecen los requisitos y los métodos de
ensayo que deben cumplir los zumos (jugos) y néctares de frutas, ademas
establece tanto los requisitos como los métodos de ensayo para los concentrados
de frutas y los purés (pulpas) de frutas (NTC 5468, 2007)

Las pruebas microbioldgicas deben aplicarse segln la naturaleza del alimento
para el caso de jugos y pulpas se realizan los analisis de recuento de mesofilos,
de hongos (mohos y levaduras), esporas sulfito reductoras, coliformes totales y
fecales (Resoluciéon 7992/91- INVIMA; NTC 5468, 2007).

Todos los productos alimentarios a los que se les exige inocuidad deben regirse
por la legislaciéon sanitaria en las que para el caso de Colombia estan las normas
técnicas colombinas, el instituto departamental de salud e INVIMA. Por su parte
Los zumos (jugos) y néctares deberan someterse a pruebas para determinar su
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autenticidad, composicion y calidad cuando sea pertinente y necesario (NTC 5468,
2007).

Segun la resolucion 7992/91 de INVIMA y la (NTC 5468, 2007) se debe cumplir
con ciertos parametros (mencionados anteriormente), para admitir al zumo como
un producto inocuo en base a (Gordon y otros, 2002; Sila y otros, 2007; Maca,
2012).

2.6 EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS SENSORIALES

La conservacion de la calidad organoléptica de un alimento es indispensable
para garantizarle al consumidor que los atributos por los que lo seleccion6 se
mantienen inalterados, debido a esto se hace importante el analisis de los
parametros sensoriales, los cuales permiten evaluar dicha calidad del producto
después de aplicar un tratamiento térmico, es importante realizar estos analisis
debido a que se puede perder una parte significativa de su sabor a fresco cuando
se somete a algun tipo de tratamiento térmico, pero no necesariamente se
desarrollan sabores extrafios 0 a cocido cuando recibe los tratamientos térmicos
convencionales, muestras tratadas a 75 °C x5 s, 90 °C x 20 s 6 90 °C x 2 min han
tenido una buena aceptacion sensorial, sin diferencias entre ellas. Por ello, el
ajuste de las condiciones de pasterizacion es clave no solo para inactivar la
actividad de la pectinmetilesterasa sino para tratar de conservar al maximo las
cualidades organolépticas del zumo (Osorio, 2008).

2.6.1 Atributos sensoriales. La pasterizacion puede provocar cambios
importantes en los atributos sensoriales de jugos, néctares y purés, incluyendo
pérdidas en sabor, color y olor; y en el nivel nutricional. Dichos cambios se pueden
presentar a lo largo del tratamiento térmico o durante el almacenamiento del
producto. Para obtener productos pasterizados de alta calidad es necesario
conocer la dependencia en la temperatura de los cambios sensoriales (Borques,
2000). Los zumos pasteurizados son los que presentan mayor calidad de todo el
mercado, sin embargo el tratamiento térmico que se necesita, en muchas
ocasiones destruye caracteristicas sensoriales deseables en el zumo (Afion,
2010). No obstante, de acuerdo a los comentarios de los jueces, las diferencias
entre las muestras frescas y las procesadas son debidas a la pérdida de la
intensidad del sabor a fresco, pero no al desarrollo de sabor a cocido u olores
extrafios. Asi pues, en purés de fresa estos resisten satisfactoriamente los
tratamientos de calor intensos, aunque a costa de perder una parte de su delicado
sabor a fresco (Osorio, 2008).

Por otra parte lo que se busca con los tratamientos térmicos es neutralizar a todos

los microorganismos presentes en éste, obteniendo un producto con una larga
estabilidad y con una calidad similar al zumo recién exprimido (Afion, 2010).
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2.7 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

La produccion de zumos de buena calidad, exige que estos posean caracteristicas
fisicoquimicas adecuadas a las necesidades del consumidor. Es asi como en un
estudio realizado por Duque Yy otros (2011), la pulpa de uchuva presenta niveles
de humedad de 86,1 + 0,45 %, una actividad de agua de 0,987 = 0,0 igual a la
reportada en la fruta fresca, los sélidos solubles de 13,6 £ 0,59, el pH 3,80 + 0,1 y
la acidez como porcentaje de &cido citrico de 1,59 + 0,11, valores muy similares a
los de la fruta fresca. Cabe resaltar que es de gran interés el contenido en
micronutrientes: por su cumplimiento con un papel esencial o regulador
sobresaliendo la vitamina C, la provitamina A (carotenoides), vitaminas en general
y algunos elementos minerales, siendo mayoritario el potasio. Entre las vitaminas,
predominan las hidrosolubles, particularmente la vitamina C (acido ascorbico); en
este grupo se incluyen algunas vitaminas del grupo B de gran importancia para la
salud humana.

2.7.1 Propiedades fisicoquimicas en el zumo de uchuva.La uchuva es
ampliamente conocida por sus propiedades fisicoquimicas, las cuales varian de
acuerdo a su indice de madurez. El contenido de azucares (sacarosa, glucosa y
fructosa) y el contenido de acidos organicos, principalmente citrico y malico,
expresados en peso fresco del vegetal, explican el sabor dulce y acido (Marquez y
otros, 2009).

Cuadro 4. Valores fisicoquimicos reportados por algunos autores

Factor Nutricional Contenido Fuente
Humedad 86,1+ 0,45 % (Duque y otros, 2011
Calcio 9 mg
Carbohidratos 119 (Mahecha Godoy, 2011)
Fibra 0,49
Grasa 0,59
Niacina 0,8 mg
Riboflavina 0,17 mg
Vitamina A 1790 UI
Agua 85,9 gr
Calorias 49
Cenizas 0,79
Fosforo 21 mg
Hierro 1,7 mg
Acido Ascorbico 25,1 mg (Castafieda y Paredes, 2003)
Acido citrico 4,03 mg (Novoa y otros, 2006)
Solidos solubles totales 11.7 g/100g

Fuente: esta investigacion.
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2.7.2 Determinacion de proteina por el método de Bradford. Para cuantificar la
proteina en los extractos enzimaticos se empleo6 el método de Bradford, en el que
se mide la absorbancia a 450 y 590 nm y se interpola la relacién entre las dos
absorbancias en la curva de calibracion. Para la curva de calibracion se us6 como
patron de proteina la albumina sérica bovina (BSA) y se grafico la relacion entre
las absorbancias para las dos longitudes de onda 590 nm y 450 nm contra
diferentes concentraciones de proteina (Baquero y otros, 2005)

El método de Bradford y BSA como estandar no solo se ha utilizado en zumos, también se ha evaluado en
frutos; se estudio el efecto de propileno exdgenos en ablandamiento de albaricoques durante la
maduracién en su post-cosecha causado por la actividad de las enzimas
glucosidasa, y pectinmetilesterasa y se encontr6 que la cantidad de
pectinmetilesterasa y glucosidasa se redujo con la produccion de etileno en la
maduracidn post-cosecha (Cardarelli y otros, 2002)

Por otra parte se debe tener en cuenta que el calentamiento prolongado causa
precipitacion en la proteina separdndose completamente del liquido donde se
encuentra disuelta. La sensibilidad de las proteinas a la desnaturalizacion térmica,
depende de numerosos factores tales como la naturaleza y concentracion de la
proteina, actividad del agua, pH, fuerza idnica, naturaleza de los iones presentes
(Bromovsky y Horianski, 2012).

2.7.3 Determinacidn de la capacidad antioxidante de la uchuva por el método
de radical libre ABTS™ Actualmente el método ABTS™ ha sido ampliamente
usado tanto para materiales bioldgicos, compuestos puros o extractos de plantas
de naturaleza hidrdfila o lipofilica. EI compuesto cromogeno ABTS presenta color
azul/verde con maximo de absorciébn a 342 nm, es muy soluble en agua y
guimicamente estable después de 16 horas de haber sido generado. El radical
ABTSe+ una vez generado quimicamente (dioxido de manganeso, persulfato
potasico o ABAP [2,2"-azobis-(2-amidinopropeno), pasa a presentar nuevas
caracteristicas con un maximo de absorcién a 734 nm (Jimenez y otros, 2008;
Kuskoski y otros, 2005).

El radical ABTS™ es mas indicado para ensayos de compuestos coloreados, como
el caso de los antocianos, por presentar absorcion maxima proxima a la region
infrarroja (734 nm) reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos
coloreados que absorben en la region del visible o compuestos resultantes de
reaccion secundaria. Aplicando este método se determiné y compard la actividad
antioxidante que posee la uchuva (Jimenez y otros, 2008; Kuskoski y otros, 2005).

Ademas la actividad antioxidante en los productos alimenticios proporciona
beneficios sobre la salud, principalmente a través de la combinacion de efectos
aditivos y/o sinérgicos. La mayor parte de la actividad antioxidante proviene
principalmente del contenido de flavonoides y otros compuestos fendlicos, el Unico
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inconveniente es que las altas temperaturas también actian en la degradacion de
estos compuestos (Kuskoski y otros, 2005)

Por su parte los extractos de lulo y uchuva poseen alta capacidad antioxidante
medidos por el método ABTS™" con resultados de 14,02 y 0,426 (expresados en
pumol Trolox/g peso fresco) respectivamente, gracias a su alto contenido fendlico
que les confiere propiedades terapéuticas (Cerdn y otros, 2011).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIA PRIMA

La obtencion de la materia prima se hizo en el municipio de Funes vereda el
Chapal en el departamento de Narifio, se encuentra entre los 2000 y 3000
m.s.n.m. con una temperatura entre 12 y 17,5 °C. La zona de transicion es de 300
a 400 metros en su limite inferior y superior con una precipitacion anual entre
1.000 y 2.000 milimetros y humedad relativa de 70 a 80 por ciento con lo que se
registra un buen comportamiento del cultivo (Delgado, 2011). Dicho proveedor
tiene una produccibn de uchuva constante de aproximadamente 200 Kg
semanales. En el invernadero de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Narifio se realizaron comparaciones de la planta con las variedades existentes y
se obtuvo que dicha planta pertenece a la variedad perd esta misma variedad la
cultivan también en otros municipios de Narifio como lo es Puerres lugar de
donde fue traida su semilla.

Figura 5. Uchuva variedad Peru.

Fuente: esta investigacion

3.2 EXTRACCION DEL ZUMO

La uchuva fue pesada para posteriormente, seleccionarla, clasificarla, lavarla y
desinfectarla con una solucion de hipoclorito de sodio en concentracion de 30
ppm, enseguida se enjuagol y se realizd la extracion para lo cual fue necesario
utilizar la licuadora de frutas en acero inoxidable JAVAR de la unidad de
produccion agroindustrial (UPA) en Planta Piloto-Universidad de Narifio. El zumo
obtenido fue filtrado en papel filtro de diametro 0,05 mm con el fin de separar las
semillas y cascara, finalmente se llevo parte del zumo a una marmita (en acero
inoxidable) donde fue sometido a los diferentes procesos de pasteurizacion, se
envaso y utilizé para los analisis sensoriales, mientras que la otra parte de zumo



fresco se llevd a congelacién para los analisis de pasteurizacion en tubos
capilares.

3.3 DISENOS EXPERIMENTALES REALIZADOS PARA LA INACTIVACION
ENZIMATICA

Para establecer las condiciones de pasteurizacion, que reduzcan no solo la carga
microbiolégica sino que también inactiven enzimas, se requiere determinar los
parametros como temperatura y tiempo a los que se debe someter el zumo de
uchuva, logrando inactivar la enzima pectinmetilesterasa (PME) hasta niveles
aceptables (10% de actividad residual) y reducir los microorganismos patdgenos
gue puedan desarrollarse en el zumo a los niveles exigidos por INVIMA, en base
a otros estudios realizados en jugos de naranja, mandarinas e hibridos por
Sentandreu y otros (2005), en zanahoria por Sila y otros (2007) , y en tomate de
arbol por Maca (2012). Se plante6 un disefio factorial multinivel, con temperaturas
y tiempos indicados en el cuadro nimero 6 de matriz del disefio experimental,
obteniendo como Unica variable de respuesta la actividad residual enziméatica, los
factores y niveles asi como las unidades se expresan a continuacion.

Cuadro 5. Factores y niveles experimentales del disefio factorial multinivel.

Factores Bajo | Alto | Niveles | Unidades
Temperatura | 60,0 | 90,0 4 °C
Tiempo 20,0 | 60,0 3 S
Fuente: esta investigacién

Con este disefio se encontr6 un rango de temperaturas mas reducido para
posteriormente plantear un disefio central compuesto mas puntos estrella para
finalmente encontrar el punto Optimo de pasteurizacion para inactivar la enzima
PME en uchuva. El andlisis estadistico de los datos fue realizado con la ayuda del
software estadistico STATHGRAPHICS 3.1.

3.3.1 Disefio factorial multinivel.En este disefio se consideran dos factores
diferentes o eventos que influyen sobre la variable de respuesta, la cual es la
actividad enzimatica residual expresada en % AR (porcentaje de actividad
residual).

Cuadro 6. Matriz de disefio experimental

Blogue | Temperatura | Tiempo
(°C) (s)
1 90 40
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Bloque | Temperatura | Tiempo
°C) (s)
1 80 60
1 70 40
1 90 60
1 60 40
1 70 60
1 70 20
1 60 20
1 60 60
1 90 20
1 80 20
1 80 40
2 70 20
2 80 40
2 80 60
2 60 40
2 80 20
2 60 20
2 70 60
2 90 60
2 70 40
2 90 40
2 60 60
2 90 20
3 60 20
3 70 60
3 70 40
3 80 20
3 90 60
3 80 40
3 90 40
3 60 40
3 70 20
3 90 20
3 60 60
3 80 60

Fuente: esta investigacion
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Los atributos del disefio factorial multinivel son los siguientes:

Numero de factores experimentales: 2
Numero de bloques: 3

NUmero de respuestas: 1

Numero de corridas: 36

Aleatorizado: Si

Se cred un disefio factorial multinivel que consiste de 36 corridas. El disefio fue
corrido en 3 bloques. El orden de los experimentos ha sido completamente
aleatorizado, para aportar proteccion contra el efecto de variables ocultas.

Disefio de composicion central. El disefio de composicion central: 22 + puntos
estrella, con metodologia de superficie de respuesta, (DCC) se utiliz6 en la etapa
de busqueda del punto Optimo de pasteurizacion debido a su flexibilidad para
optimizar variables respuesta (Montgomery, 2008). Fue construido a partir del
disefio factorial completo 2* y se compone de tres tipos de puntos:

e Una réplica de un disefio factorial en dos niveles, completos.
® 1, puntos o repeticiones al centro del disefio, con ny= 1.
e Dos puntos sobre cada eje, llamados porcion axial.

Cuadro 7. Factores y niveles experimentales del Disefio de Composicién
Central.

Nombre Bajo Alto Unidades
A: Temperatura 70 80 °C
B: Tiempo 10 30 S

Fuente: esta investigacion

Cuadro 8. Matriz de disefio de composicion central experimental.

Bloque | Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 75 20
1 75 20
1 75 20
1 75 20
1 75 20
1 75 20
1 75 20
1 70 10
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Bloque | Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 80 10
1 70 30
1 80 30
1 68 20
1 82 20
1 75 6
1 75 34
2 75 20
2 75 20
2 75 20
2 75 20
2 75 20
2 75 20
2 75 20
2 70 10
2 80 10
2 70 30
2 80 30
2 68 20
2 82 20
2 75 6
2 75 34
3 75 20
3 75 20
3 75 20
3 75 20
3 75 20
3 75 20
3 75 20
3 70 10
3 80 10
3 70 30
3 80 30
3 68 20
3 82 20
3 75 6
3 75 34

Fuente: esta investigacién
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Los atributos del Disefio de composicion central: 272 + puntos estrella utilizados
son:

Numero de factores experimentales: 2
Numero de bloques: 3

NuUmero de respuestas: 1

Numero de corridas: 45

Aleatorizado: Si

Puntos centrales: 5

Puntos axiales para temperatura: 2
Puntos axiales para tiempo: 2

3.3.2 Optimizacién de los factores del proceso. El disefio factorial con
metodologia de superficie de respuesta permitié hallar las condiciones 6ptimas de
operaciéon para el proceso de pasteurizacion del zumo de uchuva, implicando la
mejor combinacion de los factores, mediante la opcidn optimizar.

Para el disefio de composicién central y destino se tiene como variable de
respuesta la actividad enzimatica residual expresada como % AR, donde el
destino es alcanzar un porcentaje igual 6 menor al 10 % AR.

3.3.3 Analisis estadistico para evaluar la inactivaciobn enzimética. La
valoracion estadistica de los factores que influyen sobre la variable respuesta y
caracteristicas estudiadas se establecié por medio de los siguientes analisis:

Tabla ANOVA

Diagrama Efectos Principales
Diagrama de Pareto
Superficie de Respuesta
Optima Respuesta

3.4 TRATAMIENTO TERMICO

Se trabajé con la metodologia desarrollada por Gordon y otros (2002) y ajustada
para esta investigacion, los experimentos se realizaron segun la matriz del disefio,
cada muestra se colocé en tubos capilares de vidrio (Longitud 75 + 1,00 mm;
diametro interno 1,15-0,05 mm; diametro externo 1,55 -0,05 mm; espesor de
paredes 0,2 + 0,02 mm; capacidad volumétrica 100 pL); se utilizaron tubos
microhematocrito que cumplen con las condiciones dadas, esto permite minimizar
el tiempo de subida (Come up time o CUT por sus siglas en inglés), y de proceso,
para evitar la degradacion de los compuestos de interés, Los tubos capilares se
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colocaron en un bafio termostatado EYELA N 1001 S - WD 115 V con precision de
+/- 0,3 °C (Figura 6). Las muestras una vez calentadas por el tiempo especificado,
se introdujeron en un bafio de agua con hielo con el fin de realizar el choque
térmico. Posteriormente las muestras fueron llevadas para los andlisis
microbioldgicos y/o la extraccion enziméatica.

Figura 6. Pasos para la Pasteurizacion de las muestras.

Calentamiento bafio Toma de tiempo y temperatura Choque térmico Muestras pasteurizadas
Termostatado de las muestras

Fuente: esta investigacién

3.5 PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION ENZIMATICA DEL ZUMO DE
UCHUVA

Se utilizé las metodologias reportadas por Daoudi (2004), Da Silva (2006) y Maca
(2012) adecuadas parcialmente para esta investigacion. Se tomaron 400 uL de
zumo de uchuva pasterizados y se mezclaron con 1200 pL de cloruro de sodio al
8,8 % (p/v) y 0,04 g de polivinilpirrolidona (PVPP) y se homogeniz6 por 10 min a
200 rpm en la plancha de agitacibon magnética THOMAS SCIENTIFIC vy
temperatura ambiente, en seguida se filtr6 y se centrifugé el liquido obtenido a
10.000 rpm por 30 min a una temperatura de 4 °C. Se recogio el sobrenadante
(extracto enzimatico) y se almacend en tubos de ensayo a -23 °C hasta el
momento de analisis.
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Figura 7. Centrifuga

Fuente: Esta Investigacion

Figura 8. Muestras

Fuente: Esta Investigacién

Figura 9. Plancha de agitacion magnética

Fuente: esta investigacion
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3.6 PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA

La determinacion de la actividad enzimatica se realizé mediante las metodologias
reportadas por Vivar-Vera y otros (2007), Sila y otros (2007), Bellur (2009), Daoudi
(2004) y Balogh y otros (2004), las cuales fueron ajustadas a esta investigacion.
Se utilizé una solucion buffer formada a partir de fosfatos de sodio con un pH de
7,5, un indicador azul de bromotimol, agua HPLC y el extracto a continuacién se
muestra las cantidades y concentraciones usadas en la determinacion de la
actividad de la pectinmetilesterasa, mediante espectrofotometria de UV- VIS.

Cuadro 9. Reactivos, cantidades y concentraciones para la medicion de la
actividad enzimatica

Concentracion Reactivos Cantidad
Patron Muestras
(ML) (ML)

Pectina citrica MRS 351 al 0,5% (p/v) 1760 1760
Azul de bromotimol al 0,01% (p/v) en buffer fosfato | 530 530
de sodio al 3mM
Agua HPLC 580 510
Extracto enzimatico | e 70

Fuente: Esta investigacion

Todos los reactivos se llevaron a pH: 7,5 con ayuda de NaOH al 1N y 0,01N, para
que el pH fuera siempre el mismo y los resultados fueron reproducibles.

La determinacidon enzimatica fue seguida con un espectrofotometro a una longitud
de onda de 620 nm, durante 50 min con intervalos de tiempo de 30 s a
temperatura ambiente. La actividad enzimatica se expresé como el cambio de

densidad optica (ADO) en un minuto bajo las condiciones de ensayo, (AAgz0/(Min x
ml de extracto)).

Figura 10. Espectrofotémetro Genesys 10 UV-VIS

Fuente: Esta investigacion
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Para el célculo de la actividad enzimatica se uso la parte lineal de la curva
obtenida en el espectrofotdmetro, tomando como actividad enzimatica la pendiente
(m) de la recta encontrada hasta un tiempo de inicial de 10 min.

Por otra parte la actividad inicial de la enzima PME (Ao) es el valor correspondiente
a la pendiente (m) obtenido al evaluar la actividad enziméatica PME en zumo sin
pasteurizar y la actividad enziméatica (A;) corresponde al valor de la pendiente (m)
obtenido al evaluar la actividad enzimética PME en zumo pasteurizado (Da Silva y
otros, 2006; Osorio, 2008; Sentandreu y otros, 2005.

La actividad residual se determind con la siguiente ecuacion: (Matsui y otros,
2007; Osorio, 2008; Tiwari y otros, 2009; Pantoja y Latorre, 2010; Maca, 2012;
Trejo y Guerrero, 2012).

% AR = %x 100 (Ecuacion 1)

Donde:

% AR= porcentaje de actividad residual
A: = Actividad de PME después del tratamiento térmico
Ao = Actividad de PME antes del tratamiento térmico

3.7 ANALISIS MICROBIOLOGICO

Segun la resolucion 7992/91 de INVIMA, la NTC 5468 (2007), Maca (2012), Avila
(2008) y otros, las pruebas microbiol6gicas reportadas en el cuadro 5 se emplean
para hortalizas procesadas, jugos (zumos) y pulpas de frutas pasteurizados,
congelados o no congelados. El andlisis estadistico para las pruebas
microbioldgicas no se realizé ya que para cada uno de los parametros analizados
ya existen limites establecidos por lo que solo se determiné si las muestras se
encontraban 6 no dentro de este rango permitido, evaluando temperaturas desde
los 60 °C - 90 °C por tiempos desde los 10 a 30 s.
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Cuadro 10. Tratamientos para evaluar la carga microbiolégica en el zumo de
uchuva

Temperatura | Tiempo
(°C) (s)
75 10
60 10
60 30
90 10
75 30
90 30

Fuente: esta investigacion

La comparacion de los datos se realizé con los limites establecidos por la Norma
Técnica Colombiana 5468 y el decreto 7992 de INVIMA.

Cuadro 11. Métodos y limites permisibles para analisis microbiolégicos en
zumos

PARAMETRO | METODO Niveles permitidos Resolucion 7992 Valor admitido
INVIMA Zzumos
. . pasteurizados
Indice maximo Indice maximo NTC 5468
permitido(calidad permitido(calidad
aceptable) (M) buena) (m)
Mesofilos Recuento 3.000 20.000 100 - 1.000
aerobios En Placa
Coliformes NMP - 9 <10
totales
Coliformes - <3 <10
fecales
Esporas de Recuento - <10 <10
Clostridium en Placa
sulfito
reductoras
Mohos y Recuento 200 10.000 100 - 200
Levaduras en Placa

Fuente: (Avila y otros, 2008, Maca, 2012, resolucion 7992 /91 INVIMA)

Las muestras de zumo pasteurizado para estos analisis se obtuvieron en el
laboratorio de la Planta Piloto de la Universidad de Narifio teniendo en cuenta las
precauciones higiénicas y de manufactura; en seguida se implemento las técnicas
descritas en el anterior cuadro las cuales se realizaron en los laboratorios
especializados de la Universidad de Narifio.
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3.8 EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS SENSORIALES

La evaluacion sensorial se aplico al tratamiento de pasteurizacion o6ptimo
encontrado en el disefio de composicién central y ademas se le adiciond dos
puntos de pasteurizacion similares al punto optimo (70 °C y 90 °C) dichas
temperaturas son elevadas y se conoce que pueden afectar las propiedades
organolépticas en funcion del tiempo, estos tratamientos se los contrasté con una
muestra testigo correspondiente al zumo de uchuva sin pasteurizar con el fin de
encontrar posibles cambios significativos respecto a éste (Sentandreu y otros,
2005).

Cuadro 12. Matriz de tratamientos para la evaluacion sensorial.

Tratamientos
Temperatura Tiempo
(°C) (s)
70 10
80 10
90 10
Testigo (sin tratamiento térmico)

Fuente: Esta investigacion.

Para la evaluacion sensorial de los tratamientos aplicados al zumo se utilizé la
prueba discriminativa (prueba de ordenamiento), pruebas de triangulo y de
preferencia, las cuales permiten definir propiedades de una manera objetiva,
éstas proporcionan informacion mas que otras pruebas, por lo que se utilizan
jueces entrenados, que son personas que han recibo cierta ensefianza tedrica y
practica acerca de la evaluacion sensorial, minimo se utilizan 7 y maximo 15
jueces, ya que con menos de siete, los resultados carecen de validez, y con mas
de 15 el grupo resulta muy dificil de entrenar y el nimero de datos es
innecesariamente grande, y esto Ultimo redundaria en mayores costos de
preparacion de muestras, entrenamiento de jueces, y mayor tiempo para la
realizacion de pruebas (Anzaldua Morales, 1994; NTC 4129, 1997; NTC 3925,
1996; NTC 3930, 2009).
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3.8.1 Seleccion, entrenamiento y seguimiento de evaluadores. Para el
entrenamiento de jueces se utilizaron pruebas de sensibilidad, las cuales
determinan la habilidad de los participantes para reconocer y distinguir los cuatro
sabores basicos. Lo que se enmarca en las NTC 4129 (1997), NTC 3925(1996) y
NTC 3930 (2009), donde se plantea la informacién bésica y los compuestos
necesarios para emplear en la evaluacion sensorial (Maca, 2012).

3.8.2 Reconocimiento de olores basicos. Los evaluadores deben tener una
habilidad por encima del promedio, para distinguir concentraciones de vainilla,
menta, caramelo, canela(NTC 4130, 1997). Los evaluadores deben percibir el olor
de cada muestra, hasta que encuentren identificado el olor o algo que se acerque
al olor real, ellos anotan su percepcién en el formato dado para esta prueba (Ver
anexo 9).

Figura 11. Reconocimiento de olores basicos

Fuente: Esta investigacion.

Cuadro 13. Materiales para reconocimiento de olores basicos.

Olor Material
Vainilla Vainilla
Menta Salicilato de mentilo
Caramelo Caramelo
Canela Aldehido cinamico

Fuente: (NTC 4129, 1997)
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3.8.3 Prueba de discriminacion (pruebas de ordenamiento). Se emplearon
estas pruebas ya que no se requiere conocer la sensacion subjetiva que produce
un alimento a una persona, sino que se desea establecer si hay diferencia o no
entre dos 0 mas muestras y, en algunos casos, la magnitud o importancia de esa
diferencia. La prueba de ordenamiento es muy sencilla. En ella se dan a los jueces
tres o0 mas muestras que se difieren en alguna propiedad, y se les pide que las
pongan en orden creciente o decreciente dicha propiedad (Anzaldia Morales,
1994).

Cuadro 14. Materiales para la prueba de discriminacion

Prueba Material | Concentracion atemperatura
ambiente(g/L)

Dulce Sacarosa | 5 @/L;7 g/L;10 g/L;12 g/L
Acido 59/L;7 g/L;10 g/L;12 g/L

Discriminacién del

gusto. Acido g
citrico
Discriminacion de Limén Citral 5g/L; 10 g/L; 20 g/L; 40 g/L
olor. fresco
Dlscrlrgérllgrcmn de Naranja Escalas de color (ver anexo)

Fuente: (NTC 4129, 1997)

3.8.4 Codificaciones para entrenamiento del panel de evaluacién sensorial.
Se utilizaron las codificaciones que se describen en la siguiente tabla:
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Cuadro 15. Codificacién de muestras para entrenamiento

Identificacion de Olores

Caracteristicas

Codificacién

Canela 875
Olores Caramelo 711
Menta 539
Vainilla 134
Identificacién de colores Caracteristicas Codificacion
3078
6325
1245
Color naranja Escala de color 5894
4562
2123
7564
Identificacién de colores Caracteristicas Codificacion
9042
Color naranja Escala de color 8673
7935
Discriminacién de olores Caracteristicas Codificacion
5 mi 7649
Limén 10 mi 1613
20 ml 5797
40 ml 4853
Discriminacién de sabores Caracteristicas Codificacion
10 g/L 1258
Sacarosa 25 g/L 6522
32 g/L 8093
44 g/L 1011
Discriminacién de sabores Caracteristicas Codificacion
10 g/L 341
. o 25 g/L 872
Acido citrico 32 giL 916
44 g/L 715

Las codificaciones se obtuvieron del apéndice | de Anzaldua Morales (Ver

anexo N° 14)

Fuente: Esta investigacion
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3.8.5 Evaluacion sensorial del zumo de uchuva (pruebas sensoriales
discriminativas-pruebas de ordenamiento). El analisis es estrictamente
normalizado, implicando el uso de técnicas especificas perfectamente
estandarizadas, con el objeto de disminuir la subjetividad en las respuestas. La
herramienta bésica que se empled para este analisis son personas entrenadas
(evaluadores sensoriales) (Anzaldia Morales, 1994; NTC 3930, 2009).

Tipo de juez: Entrenado

Numero de jueces: 7sn<15

Salas de cata: Planta piloto Facultad de Ingenieria Agroindustrial Universidad de
Narifio.

e La evaluacion se realizo en una sola sesion, para cada prueba.
e A cada juez se le ubicaron las muestras codificadas con niumeros.
e Los jueces evaluaron color, olor, sabor y acidez (Ver anexo 11).

3.8.5.1 Analisis estadisticos para la evaluacion sensorial del zumo. El andlisis
de resultados fue realizado con ayuda del programa Statgraphics 3.1. EI método
empleado para discriminar entre las medias fue la diferencia minima significativa
HSD de Tukey; con este método existe un riesgo del 5,0 % al decir que cada par
de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0 y
ademas se analizo mediante los apéndices 5 y 2 del libro de Anzaldia Morales
(1994).

3.9DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

3.9.1 Pruebas fisicoquimicas. Para la determinacion de las caracteristicas
fisicoquimicas se realizd6 al zumo de uchuva pasteurizado en el punto 6ptimo
encontrado en el Disefio de Composicion Central y al zumo sin pasteurizar, los
siguientes analisis:
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Cuadro 16. Métodos vy técnicas para evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas
PARAMETRO METODO TECNICA
Humedad Secado estufa Termogravimétrica
Solidos Totales Secado estufa Termogravimétrica
Ceniza Incineracion mufla Termogravimétrica
Proteina Kjeldahl (N*6,25) Volumétrica
Carbohidratos Totales | Hidrdlisis directa, Nelson Espectrofotométrica
Calcio Oxidacion humeda, EAA Espectrofotométrica
Fosforo Oxidacién himeda, Colorimetria Espectrofotométrica
Hierro Oxidacion humeda, EAA Espectrofotométrica
Acidez (acido citrico) | NTC 4623 Volumétrica
Vitamina C Mohr Espectrofotométrica
Fibra cruda Digestion acida-basica. Crisol Gooch | Gravimétrica
°Brix Refractométrico Volumétrica
pH pH-metro Volumétrica

Fuente: Laboratorios especializados Universidad de Narifio, 2012, (Duque y otros, 2011).

3.9.2 Método de Bradford para la cuantificacion de proteina. Se utilizo éste
método para la determinacion de las concentraciones de proteinas solubles en
agua, esto se realiz6 por medida espectrofotométrica con azul de coomasie o
reactivo de Bradford (Burggess y Deutscher, 2009). Para la cuantificacion de
proteina se tom6 50 pL de del extracto enzimatico de uchuva, luego se adicion6
1500 uL de azul de coomasie 6 reactivo de Bradford, se dej6 incubar por 10 min a
temperatura ambiente y se midié en el espectrofotometro a 595 nm (Burgess y
Deutscher, 2009; Trejo y Guerrero, 2012). Finalmente se realiz6 una curva de
calibracion utilizando diluciones de estandar de proteina de albumina sérica bovina
(BSA) de concentraciones de 2000 a 0 pg/ml (Cuadro 18) de acuerdo a lo
especificado por el manual del kit para ensayos de proteina (Pierce, 2010).
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Cuadro 17. Diluciones de proteina BSA rango 0 - 2000 pg/ml.

Vial Volumen de Volumen de CONCENTRACION FINAL DE
dilucién BSA(uQ) BSA(ug/ml)

A 0 uL 300 uL de solucion 2000 pg/ml
stock

B 125 pL 375 uL de solucion 1500 pg/mi
stock

C 325 pL 325 L de solucién 1000 pg/mi
stock

D 175 pL 175 pL de solucion 750 pg/ml
vial B

E 325 uL 325 L de solucién 500 pg/ml
vial C

F 325 uL 325 L de solucién 250 pg/ml
vial E

G 325 uL 325 L de solucién 125 pg/ml
vial F

H 400 pL 100 pL de solucién 25 pg/ml
vial G

I 400 pL 0 0 pg/ml = Blanco

Fuente: (Pierce, 2010)

Del cuadro anterior se obtiene una recta de la cual se aplica regresion lineal y se
obtiene la siguiente ecuacién la cual permitird el célculo de la proteina enzima
presente en los zumos pasterizados en los diferentes tratamientos:

Abs = mx + b (Ecuacion 2)
En donde:

Abs: Absorbancia medida en (nm).
m: La pendiente.

x: Contracion de proteina en (ug/ml).
b: El intercepto.

3.9.3 Método de radical libore ABTS*™ para la evaluacién de la capacidad
antioxidante. Se realiz6 mediante la metodologia reportada por Jimenez y otros
(2008), Miller y otros (1997), y Re y otros (1999) mediante espectrofotometria de
UV-VIS, para lo cual se gener6 el radical ABTS™ tras la reaccion de ABTS 7 mM
con persulfato potasico 2,45 mM. Se dej6 a temperatura ambiente y en la
oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS™" se diluyé con metanol
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HPLC hasta obtener un valor de absorbancia de 0,7 + 0,2 en una longitud de
maxima absorbancia de 734 nm.

Para la reaccion se tomé 1 ml de la solucién de ABTS™ y se agregd 20 uL de la
solucién a estudiar. Se agité con ayuda de un vortex durante 1 min y transcurridos
6 min de reposo se tom@ lectura de absorbancia a 734 nm en un
espectrofotometro Genesys 10 UV-VIS.

3.9.3.1 Protocolo de obtencién de la muestra con capacidad antioxidante de
la uchuva. Se desarroll6 mediante la metodologia reportada por Jimenez y otros
(2008), en donde se lavo las uchuvas con agua destilada, se licué y se eliminé la
semilla. Se pes6 2,5 g de zumo y se afadié6 12,5 ml de metanol (reactivo
analitico), se homogenizé durante 15 min y se almacend en un frasco oscuro
durante 24 horas a 4 °C, posteriormente se centrifugé durante 15 min a 10.000
rpmy se uso el sobrenadante para el andlisis.

3.9.3.2 Curva de calibracion con patrones de trolox . Se prepard una curva de
calibracion con soluciones de trélox a concentraciones desde O hasta 8 mM y
siguiendo la metodologia antes descrita por Jimenez y otros (2008), Miller y otros
(1997), y Re y otros (1999), de donde se obtuvo una ecuacion de regresion lineal:

Abs = mx + b (Ecuacion 3)

Donde:

Abs: Absorbancia medida en nm

m: La pendiente

X: La concentracidon en equivalentes trolox/g de muestra.
b: El intercepto.

Para el calculo de la concentracion en equivalentes trolox de las muestras, se
despejo x de la ecuacion 2, obteniendo la siguiente ecuacion.

Abs-b

(Ecuacion 4)

Los resultados se expresé en umol o en mmol de trolox/g de extracto de acuerdo a
los requerimientos de cada muestra, el método se desarroll6 por triplicado. Las
cantidades usadas para la curva de calibracion se muestran a continuacion.
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Cuadro 18. Concentraciones y cantidades para curva de calibracion con
patrones de trolox

Concentracién Trolox Cantidad a usar Trolox ABTS™
(mM) (ML) (ml)
8 40 2
4 40 2
2 40 2
1 40 2
0 40 2

Fuente. Esta investigacion

58




4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION DEL ZUMO

Para la extraccion de zumo de uchuva se utiliz6 en promedio 14 Kg de materia
prima con lo cual se obtuvo un T= 9,789 Kg + 1,265 Kg de muestra, es decir que
alcanzé un rendimiento de 69,9 %, lo que se encuentra dentro del rango de
rendimiento en pulpa de uchuva teorico el cual esta en un 70 % reportado por

(Camacho, 2012). La muestra de zumo se almacend a una temperatura de
congelacién (-23 °C) durante el desarrollo de la investigacion.

Figura 12. Extraccion del zumo de uchuva

Fuente: esta investigacion

4.2 RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ENZIMATICO

A partir de 40 ml entre zumo de uchuva y solucién de NaCl usado para la
extraccion de la enzima PME, de donde se obtuvo 35,3 ml de extracto enzimatico
después de la agitacién y la centrifugacion, es decir que se alcanzo6 un rendimiento
de 88 %.
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Figura 13. Extracto enzimatico

Fuente: esta investigacion

4.3 EVALUACION DE LA INACTIVACION DE LA ENZIMA PME EN ZUMO DE
UCHUVA

4.3.1 Medicién de la actividad enzimética en zumo fresco:

Grafica 1. Parte lineal de la curva cinética de PME en zumo de uchuva fresco

Abs (nm)
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0,00 . : : X ‘ Lineal (Parte Inicial PME)
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Fuente: esta investigacion

La ecuacion de regresion lineal que se obtuvo para un tiempo inicial de 10 min en
el analisis de la actividad PME en zumo sin tratamiento es:

Abs =-0,03403X + 0,412 (Ecuacion 5)
R* = 0,998
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Por lo tanto el valor de actividad enzimética inicial A, = 0,03403 AAbSg0/(min x ml
de extracto).

Grafica 2. Actividad Enzimatica Inicial de PME en zumo de uchuva sin
tratamiento
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Fuente: esta investigacion

Figura 14. Reaccion de la enzima PME

Fuente: esta investigacion
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4.3.2 Andlisis estadistico de la actividad enzimatica del disefio factorial
multinivel. El cuadro 19 muestra el promedio de la actividad enzimatica y residual
obtenida en los diferentes tratamientos.

Cuadro 19. Actividad enzimatica y residual en zumo de uchuva pasterizado

Temperatura | Tiempo | Actividad | Actividad *

(°C) (s) Enzimética | Residual | Desviacion
(AAbs/min) | Promedio | estandar
(%)
Sin - 0,03403 100 -
tratamiento

60 20 0,01774 52,12 0,335
60 40 0,01499 44,05 0,521
60 60 0,01416 41,60 1,441
70 20 0,01323 38,87 0,701
70 40 0,01138 33,44 0,859
70 60 0,01043 30,66 0,941
80 20 0,00305 8,96 1,940
80 40 0,00142 4,18 0,646
80 60 0,00090 2,64 0,355
90 20 0,00123 3,61 1,233
90 40 0,00117 3,45 0,951
90 60 0,00039 1,13 0,293

Fuente: esta investigacion

4.3.3 Andlisis de varianza para la actividad residual de PME. En el cuadro 20,
se observa que la temperatura, el tiempo, el cuadrado de la temperatura,
interaccién temperatura tiempo y el cuadrado del tiempo tienen un valor-P menor
que 0,05, indicando que causan un efecto significativo sobre la actividad residual
con un nivel de confianza del 95,0 %, ademas los cuadrados de la temperatura y
tiempo indican que hay un punto 6ptimo de pasteurizacion.

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo explica en un 92,87 % la
variabilidad de la actividad residual. Con lo cual se puede deducir que el disefio
cuenta con un buen ajuste, permitiendo hacer un analisis confiable sobre la
variable implicada.
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Cuadro 20. Tabla ANOVA de Analisis de Varianza para la Actividad Residual
PME del Disefio Factorial multinivel.

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura | 11324,0 1 11324,0 11929,67 0,0000

B:Tiempo 284,075 1 284,075 299,27 0,0000

AA 185,141 1 185,141 195,04 0,0000

AB 50,687 1 50,687 53,40 0,0000

BB 10,9122 1 10,9122 11,50 0,0024

Falta de ajuste | 888,027 6 148,004 155,92 0,0000

Error puro 22,7816 24 | 0,949233

Total (corr.) 12765,7 35

Fuente: esta investigacién

R-cuadrada = 92,87 %

Error estandar del est. = 0,974286

Error absoluto medio = 4,41838

Estadistico Durbin-Watson = 2,12936 (P=0,6837)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,0924523

El diagrama 1 muestra los estimados del cuadro 19 en orden decreciente en
donde el efecto de la temperatura (A), el tiempo (B), el cuadrado de la temperatura
(AA), el cuadrado del tiempo (BB) y la interaccion temperatura tiempo (AB) ejercen
un efecto significativo sobre la actividad residual enzimatica, encontrandose
ademas que la temperatura es la que produce un mayor efecto de reduccién en la
actividad enzimatica residual, ya que a medida que la temperatura aumenta la
actividad residual disminuye.

Resultados similares fueron alcanzados por Sentandreu y otros (2005), en jugo de
naranja con una actividad residual del 10 % para una temperatura de 80 °C x 5 s,
de igual forma Osorio (2008) alcanzo una actividad residual del 5.4 % en puré de
fresa, para una temperatura de 90 °C x 20 s; obteniendo una notable disminucion
de la actividad residual enzimatica a medida que la temperatura y el tiempo se
incrementan.
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Diagrama 1. Diagrama de Pareto Estandarizado para Actividad Residual PME
disefo factorial

Fuente: esta investigacion

La gréafica 3 indica que la disminucion de la actividad residual es producida por el
efecto de la temperatura, mostrando claramente el efecto negativo ejercido sobre
la actividad residual a medida que esta se incrementa, por su parte el tiempo a
pesar de que es significativo indica que tiene un efecto menor que la temperatura
sobre la actividad residual enzimética al presentar una leve pendiente negativa.

Grafico 3. Efectos principales para actividad residual PME disefio factorial

Fuente: esta investigacién
En la gréfica 3 de efectos principales para actividad residual enzimatica se

observa que el punto méas bajo de la actividad se encuentra a una temperatura de
90 °C con una actividad residual de aproximadamente 0,82 %, teniendo en cuenta
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que el porcentaje de actividad residual aceptable es del 10 % y observando el
cuadro 19 de actividades residuales se encuentra que el punto optimo esta entre
70 °C y 80 °C, con actividades residuales de 30,66 % y 8,96 % respectivamente,
por otra parte, el tiempo que provoca una actividad residual menor al 10 % es de
20 s; por lo cual se puede decir que el punto 6ptimo esta en un rango de tiempos
entre 10 s y 30 s, considerando estos parametros se realizo el disefio de segundo
orden de composicidn central para optimizar los factores de proceso.

4.3.4 Andlisis estadistico actividad enzimatica residual del disefio
composicion central con metodologia de superficie de respuesta. El cuadro
21 muestra el promedio de la actividad enzimatica y actividad residual obtenida en
los diferentes tratamientos, los resultados fueron analizados con el programa
estadistico STATGRAPHICS 3.1.

Cuadro 21. Actividad enzimatica y residual en zumo de uchuva pasterizado.

Temperatura | Tiemp Actividad Actividad +
(°C) 0 Enzimatica Residual Media Desviacion
(s) (AAbs/min) (%) estandar
Sin tratamiento - 0,03403 100 -
68 20 0,00767 22,54 1,904
70 10 0,00816 23,97 1,000
70 30 0,00981 28,82 0,870
75 6 0,00614 18,03 1,103
75 20 0,00610 18,173 1,340
75 20 0,00591 17,37 1,540
75 20 0,00550 16,16 1,534
75 20 0,00534 15,70 2,835
75 20 0,00530 15,57 2,241
75 20 0,00522 15,35 2,583
75 20 0,00522 15,34 2,631
75 34 0,00618 18,17 1,038
80 10 0,00239 7,01 3,292
80 30 0,00084 2,48 0,069
82 20 0,00079 2,33 0,105

Fuente: esta investigacion
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4.3.5 Andlisis de varianza para la actividad residual de PME. La tabla ANOVA
(cuadro 22), en este caso, muestra que la temperatura, el cuadrado de la
temperatura, la interaccion temperatura tiempo y el cuadrado del tiempo tienen un
valor-P menor que 0,05, indicando que generan un efecto significativo sobre la
actividad residual, causando que ésta disminuya con un nivel de confianza del
95,0 %.

Resultados similares fueron encontrados por Collet (2004) en zumo de naranja
indicando que el tiempo y la temperatura producen una disminucién en el
porcentaje de actividad residual.

El estadistico R-Cuadrado indica que el modelo, asi ajustado, explica 90,3727 %
de la variabilidad en Actividad Residual. El estadistico de Durbin-Watson (DW)
determina con un valor-P mayor que 5,0 %, que no hay indicacion de
autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5,0 %.

Cuadro 22. Analisis de varianza para actividad residual disefio de
composicion central

Fuente Sumade Gl | Cuadrado Razén- | Valor-P
Cuadrados Medio F

A:Temperatura | 1787,3 1 1787,3 513,29 | 0,0000

B:Tiempo 0,0975208 1 0,0975208 0,03 0,8680

AA 48,682 1 48,682 13,98 0,0006

AB 66,1291 1 66,1291 18,99 0,0001

BB 18,0357 1 18,0357 5,18 0,0289

Falta de ajuste 116,002 3 38,6672 11,10 0,0000

Error puro 125,353 36 | 3,48203

Total (corr.) 2163,73 44

Fuente: esta investigacién

R-cuadrada = 90,3727%

Error estandar del est. = 1,86602

Error absoluto medio = 1,99951

Estadistico Durbin-Watson = 2,32594 (P=0,8603)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =-0,17119

El diagrama 2 muestra que el efecto de la temperatura (A), el cuadrado de la
temperatura (AA), el cuadrado del tiempo (BB) y la interaccién temperatura-tiempo
(AB), ejercen un efecto significativo sobre la actividad enzimatica, mientras el
efecto que causa el tiempo (B) no es significativo sobre la actividad residual
enzimatica.
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Ademéas muestra que con un nivel de confianza del 95 %, la temperatura (A), el
cuadrado de la temperatura (AA), la interaccion temperatura-tiempo (AB) y el
cuadrado del tiempo (BB) causan disminucion sobre la actividad residual, es decir,
que la reducen a medida que estos factores aumentan. También se observa que la
temperatura es la que ejerce un mayor efecto de inactivacion enzimatica causando
que la actividad residual reduzca notoriamente, el cuadrado de la temperatura y el
cuadrado del tiempo indica que el disefio posee un punto O6ptimo de
pasteurizacion.

Diagrama 2. Diagrama de Pareto estandarizado para Actividad Residual PME
del disefio de composicién central

Fuente: esta investigacion

La grafica 4 indica que la disminucion de la actividad residual es producida en
mayor grado por el efecto de la temperatura, mostrando claramente que es
inversamente proporcional a la actividad residual a medida que esta se
incrementa. El tiempo tuvo un efecto ligeramente significativo sobre la actividad
residual PME.
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Grafica 4. Efectos principales para actividad residual PME del disefio de
composicion central

Fuente: esta investigacion

La gréfica 5 de superficie de respuesta, muestra el comportamiento de la actividad
residual respecto a los dos factores evaluados (tiempo y temperatura),
evidenciandose claramente que la temperatura causa un efecto mayor que el
ocasionado por el tiempo sobre la actividad residual llevandola a niveles
aproximados al 10 % a medida que estos dos parametros aumentan.

Gréfica 5. Superficie de respuesta estimada para actividad residual PME

Fuente: esta investigacién
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4.3.6 Optimizacion de los factores del proceso

Cuadro 23. Valor 6ptimo de los factores de temperatura y tiempo

Meta: mantener Actividad Residual < 10,0 %
Valor 6ptimo = 10,0 %

Factor Unidades Bajo Alto Optimo
Temperatura °C 68 82 80,3754
Tiempo S 6 34 10,4435

Fuente: esta investigacion

El cuadro 23 muestra que la mejor interaccién entre tiempo y temperatura para
inactivar PME en zumo de uchuva es de 80 °C x 10 s aproximadamente, con lo
gue se mantiene una actividad residual menor o igual al 10 % resultado que es
similar a lo reportado por De Sio y otros (2001), donde la actividad residual
enzimatica que alcanzo fue alrededor del 10 % para a una temperatura 81°C por
10,2 s 6 0,17 min, asi mismo Barroso y otros (2005), lograron resultados de %
AR= 7,3 para jugo de naranja a una temperatura de 72 °C por 8.22 s.

Cuadro 24. Coeficiente de regresion para Actividad Residual Enzimatica

Coeficiente Estimado
Constante -247,462
A:Temperatura 7,90962
B:Tiempo 3,17473
AA -0,057977
AB -0,04695
BB 0,0088223

Fuente: esta investigacién
La ecuacion de regresion que se ha ajustado a los datos es:

Actividad Residual = -247,462 + 7,90962*Temperatura - 0,057977*Temperatura’2
- 0,04695*Temperatura*Tiempo + 0,0088223*Tiempo”2

En donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades
originales.
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4.4 EVALUACION DEL RECUENTO MICROBIOLOGICO

Cuadro 25. Recuento microbiolégico para el zumo fresco 6 sin tratamiento y para tratamientos de 60 °C a 90

°Cpor10s-30s.

Parametro Valor admitido | Zumo de Zumo de Zumo de | Zumo de | Zumo de Zumo de Zumo de
Zumos uchuva uchuva 60 uchuva uchuva uchuva uchuva 90 uchuva
pasteurizados sin °C x 60 °C x 75 °C x 75 °C x °Cx10 S. 90 °C x
Resolucion tratamien 10 s. 30 s. 10 s. 30 s. 30s.
7992/91 to
Recuento de
Coliformes totales 9 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
(totales/qg)
Recuento de
Coliformes fecales <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
(fecales /g)
Recuento de
Aerobios 20.000 8.000 3000 700 900 800 500 500
mesofilos (UFC/g)
Recuento de
Hongos-Levaduras 1000 21.500 <10 <10 <10 <10 <10 <10
(UFC/qg)
Recuento Esporas
Clostridium sulfito <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10

reductora (UFC/g)

Fuente: Esta Investigacion
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Para el Zumo de uchuva fresco (testigo) 6 sin tratamiento se encontré que para el
parametro de hongos — levaduras se encuentran por fuera de los valores
permitidos por la resolucion No 7992/91 de INVIMA ya que estos
microorganismos por lo general son contaminantes del ambiente en el que se
trabaja, ademas en alimentos acidos y en los de baja actividad de agua crecen
con mayor rapidez que las bacterias, de ahi que los valores de recuento
encontrados en el zumo estén fuera de los rangos permitidos (Nutbro, 2012).

No obstante, en el cuadro anterior (cuadro 25), se puede observar que para la
resolucion  7992/91 de INVIMA se registraron los datos reportados por los
tratamientos de 60 °C, 75 °C y 90 °C con sus respectivos tiempos de 10y 30 s, los
cuales se encontraron aceptables ya que cumplieron los rangos admisibles por
esta norma.

Por otra parte y tomando en cuenta el cuadro 12, en donde se menciona la NTC
5468 para zumos de frutas, se encontré6 que después de ser aplicados los
anteriores tratamientos se obtuvo que el primero (60 °C x 10 s) no se encuentra
dentro de los parametros exigibles en la NTC, mientras que los tratamientos de 60
°Cx30s,75°Cx10s,75°Cx30s,90°Cx10syde 90 °C x 30 s si cumplieron
con dichos parametros.

Por lo tanto, el analisis de la carga microbiana después de la pasteurizacién del
zumo reporto una baja cantidad de microorganismos con valores que estan dentro
de los parametros admisibles para un alimento inocuo (en cuanto a la resoluciéon
7992/91 INVIMA y la Norma Técnica Colombina NTC 5468), esto quiere decir que
la técnica empleada en la pasteurizacion fue eficaz y cumplié con el objetivo
previsto. Concluyendo que es viable aplicar temperaturas desde los 60 °C hasta
los 90 °C, sin encontrar problemas de inocuidad, para tiempos desde los 10 s
hasta los 30 s.

4.5 EVAI’_UACION DE LAS CARACTERISTICAS SENSORIALES Y
FISICOQUIMICAS DEL ZUMO DE UCHUVA

4.5.1 Resultados calificacion de jueces entrenados. Para las pruebas
realizadas a los posibles jueces tenemos los siguientes resultados:
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Cuadro 26. Promedio de los resultados calificacion de los posibles jueces

Cdédigo Prueba de | Reconocimi | Pruebade | Pruebade | Discrimina | Puntaj
participante | discrimina ento de discrimina | discrimina cion de e total
cion de olores cion de cion de Color -

acidez (%) (%) dulzor olor Naranja prome

(%) (%) (%) dio

(%)
6224 75 50 80 100 100 81
8261 80 75 50 100 100 81
9421 50 100 85 60 100 79
2082 80 100 50 50 100 76
5770 80 100 60 50 100 78
0802 50 50 50 50 100 60
4027 80 50 85 75 100 78
3199 70 100 80 75 100 85
7686 70 100 85 50 100 81
3831 70 50 100 80 100 80
6386 50 100 60 100 100 82
8389 80 75 50 75 100 76
6553 85 75 50 70 100 76
0813 85 75 100 100 100 92
6458 70 50 85 50 100 71
1430 85 75 100 100 100 92

Fuente: Esta investigacion.

Cuadro 27. Parametros de calificacion del equipo de evaluacion sensorial

NIVEL | CALIFICACION | PUNTAJE | CONCEPTO
4 Nivel muy bajo 0 %-30 % | No califica para ser parte del panel.
Nivel bajo 30 %-54 % | No califica para ser parte del panel.
2 Nivel medio 55 %-74 % | Califica para ser parte del panel, pero necesita
refuerzo.
1 Nivel alto 75 %-100 | Califica para ser parte del panel.

%

Fuente: (Chamorro y otros, 2011)

Para la calificacion de los jueces entrenados se toma en cuenta por encima de 75
% correspondiente a un nivel alto.
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4.5.2 Andlisis pruebas sensoriales discriminativas para tratamientos
aplicados al zumo de uchuva mediante panel entrenado.

Cuadro 28. Tablas ANOVA Analisis estadistico pruebas de ordenamiento

sensoriales

Fuente Suma de Gl Cuadrado | Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Prueba de acidez

Entre grupos 6,05 3 2,01667 1,64 0,1908

Intra grupos 68,9333 56 1,23095

Total (Corr.) 74,9833 59

Prueba de color

Entre grupos 0,733333 3 0,244444 0,18 0,9066

Intra grupos 74,2667 56 1,32619

Total (Corr.) 75,0 59

Prueba de olor

Entre grupos 2,33333 3 0,777778 0,60 0,6181

Intra grupos 72,6667 56 1,29762

Total (Corr.) 75,0 59

Prueba de sabor

Entre grupos 5,91667 3 1,97222 1,60 0,1991

Intra grupos 68,9333 56 1,23095

Total (Corr.) 74,85 59

Fuente: Esta investigacion.

La tablas ANOVA muestran que el valor-P de la razén-F es mayor a 0,05,
indicando que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las
medias del zumo sin tratamiento y los tres zumos con tratamiento, con un nivel del
95,0% de confianza, segun el analisis para los cuatro parametros (acidez, color,
olor y sabor); en los cuatro tratamientos aplicados al zumo de uchuva no se
presentaron diferencias significativas para las variables sensoriales, por lo tanto,
se puede decir que para el panel de catacion no existieron diferencias que hicieran
a un tratamiento superior en calidad sensorial a otro, esto se traduce en que
organolépticamente cualquier tratamiento puede reemplazar al zumo natural de
uchuva.

Similares resultados obtuvieron Sentandreu y otros (2005), en zumos de
mandarina y naranja pasteurizados a 50, 70, 85 y 95 °C por 10 s, asi mismo
Osorio (2008) también encontr6 que no se evidencian cambios en la calidad
sensorial de un puré tratado térmicamente versus un puré natural o fresco.
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4.5.2.1 Resultados para la prueba triangular para zumo de uchuva . De la
prueba realizada (ver anexo de evaluacion de acidez), se obtuvo que de 14
jueces, 8 preferian la muestra 9914 (correspondiente al zumo sin tratamiento), 4
jueces preferian la muestra 6934 (correspondiente al zumo pasteurizado a 80 °C x
10 s) y 2 jueces preferian la muestra 3662 (correspondiente al zumo pasteurizado
a 80 °C x 10 s) con estos datos obtenidos se comparo los resultados mediante las
tablas del apéndice 5 del libro de Anzaldta-Morales (1994), y se encontré que no
habia diferencias significativas. Se analiz6 el grado aparente de diferencia
tomando como referencia Unicamente los 8 jueces que preferian la muestra 9914 y
se encontré6 que el grado, esta entre moderado y ligeramente moderado con
respecto a la preferencia. Por lo tanto los zumos pasteurizados frente a un zumo
fresco no se diferencian segun la apreciacion de los jueces.

4.5.2.2 Resultados para la prueba de preferencia entre zumo pasteurizado y
sin pasteurizar. De la prueba realizada (ver anexo prueba de preferencia de
zumo de uchuva) se obtuvo que de 14 jueces, 7 preferian la muestra 2867
(correspondiente al zumo sin tratamiento), mientras que los 7 restantes preferian
la muestra tipificada como 4680 (correspondiente al zumo pasteurizado a 80 °C x
10 s) con estos resultados se compar6 con la tabla del libro de Anzaldda-Morales
(1994) apeéndice 2, en el cual, se requiere que 11 de 14 jueces acierten para
obtener diferencias significativas, por lo tanto no hay diferencias significativas al 5
%,1 % y 0,1 % de significancia. De esta forma la aceptacion entre un zumo natural
y un zumo pasteurizado es igual, ya que los jurados evaluadores no detectaron
diferencias significativas.

4.6 DETERMINACION DE PROTEINA
Para la determinacién estadistica se trabajé con una curva de calibracion de 0 a

1000 pg/ml; que es el rango en el cual estan las absorbancias obtenidas con los
extractos enzimaticos de PME en la uchuva.
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4.6.1 Determinacion de la cantidad de proteina en los tratamientos del disefio
de Composicién Central:

Gréfico 6. Curva de calibracion con proteina BSA de 0 a 1000 pug/ml de
concentracion
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Fuente: esta investigacion

Ecuacion de la curva obtenida: Abs = 0,0004x + 0,2397 (Ecuacion 6) Coeficiente
de correlacion = 0,9932

Cuadro 29. Concentracion de proteina después de aplicados los tratamientos

Tratamientos Abs Promedio + DE Proteina Proteina
(nm) L Abs —0,2397 % = 2 X100
0,0004
(ng/ml)
68 °Cx 20 s 0,485 0,0026 613,25 96,84
70°Cx 10s 0,482 0,0025 605,75 95,66
70°Cx 30s 0,478 0,0021 595,75 94,08
75°Cx20s 0,451 0,0034 528,25 83,42
75°Cx20s 0,452 0,0027 530,75 83,81
75°Cx20s 0,451 0,0325 528,25 83,42
75°Cx20s 0,450 0,0016 525,75 83,02
75°Cx20s 0,452 0,0051 530,75 83,81
75°Cx20s 0,454 0,0066 535,75 84,60
75°Cx20s 0,449 0,0045 523,25 82,63
75°Cx 34 s 0,445 0,0085 513,25 81,05
75°Cx6 s 0,471 0,0063 578,25 91,31
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Tratamientos Abs Promedio + DE Proteina Proteina
(nm) _ Abs — 0,2397 % = E X100
70,0004 Fo
(ug/ml)

80°Cx 10s 0,476 0,0019 590,75 93,29
80°Cx30s 0,427 0,0027 468,25 73,94
82°Cx20s 0,431 0,0071 478,25 75,52
zumo fresco 0,493 0,0058 633,25 100

Fuente: esta investigacion

4.6.2 Andlisis estadistico para concentracién de proteina:

Cuadro 30. Tabla ANOVA Andlisis de varianza para concentracién de

proteina
Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 200507 15 | 13367,1 2,47 0,0156
Intra grupos 173294 32 | 5415,44
Total (Corr.) 373801 47

Fuente: esta investigacion

Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de las 16 variables con un nivel del 95,0 % de

confianza.
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Cuadro 31. Pruebas de Rangos Mdltiple para concentracion de proteina por
tratamientos aplicados (Tukey HSD).

Tratamientos Casos Media Grupos Homogéneos
80°Cx30s 3 364,667 A
80°Cx10s 3 468,667 AB
80°Cx20s 3 478,667 AB
75°C x 34 s 3 513,667 AB
75°Cx20s 3 524,667 AB
75°Cx20s 3 525,333 AB
75°Cx20s 3 528,667 AB
75°Cx20s 3 529,333 AB
75°Cx20s 3 531,0 AB
75°Cx20s 3 536,333 AB
75°Cx6 s 3 578,667 AB
75°Cx20s 3 591,0 B
70°Cx30s 3 596,0 B
70°Cx10s 3 606,0 B
68°Cx20s 3 613,667 B
Zumo sin tratar 3 633,667 B

Fuente: Esta investigacion.

La determinacion de la concentracion de proteina enzimatica por el método de
Bradford se hizo con el fin de corroborar si hay relacion, con la reduccién de la
actividad enzimética, es decir, que si la reduccion de la actividad enzimatica esta
relacionada con la reduccion de la concentracion de proteina enzimética a medida
gue se incrementa la temperatura y el tiempo en el tratamiento térmico aplicado.
Teniendo en cuenta los resultados reportados en el cuadro 29 y gréafico 7 se
obtuvo que la cantidad de proteina para todos los tratamientos no necesariamente
se reduce al incrementar la temperatura y tiempo por lo cual se deduce que no
esta relacionada directamente con los resultados obtenidos en la disminucion de la
actividad residual enzimatica.
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Grafico 7. Cajay bigotes para cuantificacién de proteina

Fuente: esta investigacion

En el cuadro 31, mediante el método (HSD) de Tukey se han identificado 2
grupos homogéneos segun la alineacion de las letras (A y B) en columnas,
encontrando que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos grupos que comparten una misma columna de letra, sin embargo hay una
diferencia significativa entre los dos grupos, dicha diferencia corresponde entre los
tratamientos de: 80 °C x 30 s y el tratamiento de 75 °C x 20 s, el tratamiento de 80
°C x 30 s y el tratamiento de 70 °C x 30 s, el tratamiento de 80 °C x 30 s y el
tratamiento de 70 °C x 10 s, el tratamiento de 80 °C x 30 s y el tratamiento de 68
°C x 20 s, sin embargo, cabe resaltar que este método de cuantificacion de
proteina no es especifico para PME puesto que también se lo utiliza para enzimas
como son las PPO (polifenoloxidasa), POD (peroxidasa) y PG (poligacturonasa)
(Owuso, 2002; Hirsch y otros, 2008), indicando que los resultados encontrados en
cuanto a concentracion de proteina enzimatica incluye estos cuatro tipos de
enzimas y todas aquellas enzimas presentes en este zumo.

Resultados similares reporté Owuso (2002) en el jugo de kiwi.
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4.7 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Cuadro 32. Obtencion de la curva de calibracion con patrones de trolox.

Concentracién Trolox | Abs 1 | Abs 2 | Abs3 | Abs Promedio + Abs corregida
(mM) X) Desviacion | (AbSgianco — AbSx)
Estandar

0,8 | 0,617 | 0,616 | 0,621 0,618 0,0026 0,264

0,4 | 0,736 | 0,729 | 0,734 0,733 0,0036 0,151

0,2 | 0,822 | 0,811 | 0,816 0,816 0,0055 0,069

0,1 | 0,848 | 0,852 | 0,857 0,852 0,0045 0,028

(Blanco) 0 | 0,891 | 0,880 | 0,885 0,885 0,0055 0,000

Fuente: esta investigacion

Debido a que con las concentraciones iniciales de trolox no se consiguio la
reaccion deseada, es decir, que éstas cambien de color, sino por el contrario
decoloraron por completo al ABTS*" se hizo necesario diluir las concentraciones
en relacién 1:10 quedando desde 0 hasta 0,8 mM, sin embargo, dicha disolucion
no se aplico a las muestras analizadas ya que las muestras presentaban

coloracion al reaccionar con el radical libre ABTS ™.

Grafico 8. Curva de calibracién con patrones de trolox
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Fuente: esta investigacién

La ecuacion de regresion lineal obtenida para el célculo de la concentracion de

mM equivalentes trolox/g de muestra es:

Abs = 0,3365x + 0,0014 (Ecuacion 7)

R? = 0,993
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Cuadro 33. Absorbancias de las muestras de uchuva

Muestras de zumo | Abs | Abs | Abs | Promedio Abs + Abs corregida
de uchuva 1 2 3 X DE (AbsB.ELnCO — Abs,)
80 °Cx10 s 0,588 | 0,580 | 0,585 0,584 | 0,0040 0,300
Sin tratamiento 0,574 | 0,536 | 0,541 0,550 | 0,0206 0,344
(Blanco) 0 0,891 | 0,880 | 0,885 0,885 | 0,0055 0,000

Fuente: Esta investigacion.

4.7.1 Capacidad antioxidante de la uchuva en equivalentes trolox TEAC. De la
ecuacion 4 de regresion lineal sacada de la curva de calibracion de trolox se
despejo x (concentracion de trolox) y se obtiene:

Abs—0,0014 B
= ——— (Ecuacion 8)
0,3365
80°Cx 105 = 200 — 0001 _ ) ooy 1M de equivalentes trol
x x10s = 0.3365 =0, mM de equivalentes trolox
. ) 0,344 — 0,0014 _
xsin tratamiento = 03365 = 1,018 mM de equivalentes trolox

Se llevd a cabo una comparacion de la pulpa de uchuva, con la de otras
variedades conocidas y consumidas normalmente en la dieta alimenticia. Para
este fin, se toma como referencia los estudios realizados por Encina y otros
(2007), Ceron y otros (2011) debido a que las metodologias y las condiciones
desarrolladas por estos autores son similares a las presentadas en esta
investigacion. El cuadro 35 presenta los resultados de la capacidad antioxidante
encontrada por el método ABTS (TEAC) de la pulpa y cascara de uchuva y de las
distintas variedades analizadas por los autores mencionados.

Cuadro 34. Valores TEAC de la uchuva

Fruta TEAC +DE Autores
Uchuva fresco 1,188 0,1 (Encina y otros, 2007)
Uchuva en almibar 1,154 0,3
Uchuva fresco 0,426 0,01 (Cerony otros, 2011)
Uchuva sin tratamiento 1,018 0,3 Esta investigacion
Uchuva 80°Cx 10 s 0,887 0,3 Esta investigacion

Fuente: esta investigacion
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Al comparar el TEAC presente en la pulpa y cdscara de la uchuva con valores
reportados por Encina y otros (2007), Cerdn y otros (2011), presentados en cuadro
(gréfico 10), se aprecia que esta fruta, tiene un contenido TEAC por debajo de los
resultados reportados por Encina y otros (2007), sin embargo, los valores TEAC
encontrados en esta investigacion son superiores al valor TEAC reportado por
Cerdn y otros (2011), por lo tanto, se puede afirmar que este fruto a pesar de ser
procesado mantiene un buen contenido de actividad antioxidante, lo cual convierte
este producto en una gran alternativa para incluirlo en la dieta alimenticia,
teniendo en cuenta los beneficios que muchos compuestos con capacidad
antioxidante y carotenoides estan presentes en la uchuva (Encina y otros, 2007).

Gréafico 9. Comparacion de la actividad antioxidante en diferentes productos
de uchuva
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Fuente: (Encina y otros, 2007; Cerdn y otros, 2011; esta investigacién)

4.7.2 Analisis de los parametros fisicoquimicos y composicion del zumo de
uchuva. Se realiz6 mediante un analisis de bromatologia en laboratorios
especializados, y se encontro los siguientes resultados:
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Cuadro 35. Evaluacion fisicoquimica del zumo testigo y la muestra 80 °C x 10
S y comparacion con valores reportados

Parametro Unidad de Zumo Zumo de Valores Teéricos + DE Coeficiente
medida uchuva Uchuva Uchuva de Variacién
sin tratamiento | Pasterizado (%)
80 °Cx10 s

Humedad g/100g 85,7 85,8 86,1 | 0,208 0,24
Sélidos g/100g 14,3 14,2 13,7 | 0,321 2,29
Totales
Ceniza g/100g 0,88 0,89 0,7 | 0,107 12,99
Proteina g/100g 0,51 0,48 1,5 0,580 69,93
Carbo- g/100g 10,8 10,1 11 | 0,473 4,44
Hidratos
Totales
Calcio mg/100g 11,6 10,2 91,301 12,67
Fésforo mg/100g 32 33,3 21 | 6,757 23,49
Hierro mg/100g 0,2 0,3 1,7 | 0,839 114,36
Acidez g/100g 5,65 5,66 4,03 | 0,938 18,35
(acido citrico)
Vitamina C mg/100g 13 12,9 25,1 | 7,015 41,26
Fibra cruda g/100g 0,35 0,3 0,4 | 0,050 14,29
°Brix 14,2 13,9 11,70 2.6 19,64

Fuente: Laboratorios especializados de la Universidad de Narifio, 2012 — esta investigacién
(Mahecha Godoy, 2011; Duque y otros, 2011; Novoa y otros, 2006; Castafieda y Paredes, 2003)

Al evaluar las anteriores propiedades para el zumo de uchuva (Physalis peruviana
L.) en la variedad pert y de acuerdo a lo reportado por Mahecha Godoy (2011)
Duque (2011), Novoa (2006), Castafieda y Paredes (2003) en uchuva ecotipo
Colombia, se encontraron diferencias para los pardmetros de proteina, hierro y
vitamina C con coeficientes de variacion altos de 69,93 %, 114,36 % y 41,26 %
respectivamente, lo cual indica que estos datos variaron notablemente, no
obstante, se registraron similitudes para el resto de parametros en cuanto a
humedad, solidos totales, ceniza, carbohidratos totales, calcio, fosforo, hierro,
acidez, fibra cruda y grados brix, alcanzando coeficientes de varianza
relativamente bajos. Sin embargo, al evaluar el zumo fresco frente al zumo de
tratamiento en variedad perd reporté valores similares en cada parametro
evaluado.

4.8 SEGUIMIENTO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
El seguimiento de reactivacion de la enzima PME se realiz6 al tratamiento 6ptimo

encontrado, 80 °C X 10 s, almacenado en refrigeracién a 4 °C en bolsas plasticas,
durante su actividad enzimatica inicial y a los 1, 10, 20,30, y 40 dias .
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Grafica 10. Seguimiento de Reactivacion de Actividad Residual Enzimatica

Fuente: esta investigacién

Cuadro 36. Seguimiento actividad enzimética y residual

Muestra Coef. Pendiente Actividad Actividad
Correlacion (dA/min) enzimatica residual (%)
(AAbs/min)
Patron 0,992 -0,03403 0,03403 100
1 dias 0,984 -0,003 0,0029 7,04
10 dias 0,991 -0,003 0,003 7,04
20 dias 0,985 -0,003 0,003 7,04
30 dias 0,986 -0,003 0,003 7,04
40 dias 0,987 -0,003 0,003 7,04

Fuente: Esta investigacion.
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4.8.1 Analisis estadistico para el Seguimiento de la enzima PME:

Cuadro 37. Analisis de varianza y Prueba HSD de Tukey para el seguimiento
de Reactivacion de la actividad enzimatica residual.

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 21604,5 5 143209 19942637,64 | 0,0000

Intra grupos 0,0026 12 | 0,000216667

Total (Corr.) 21604,5 17

Fuente: esta investigacion

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los promedios de la actividad residual
evaluada durante 40 dias contrastada con el promedio de la actividad enzimética
normal con un nivel del 95,0 % de confianza. Para determinar cuédles medias son
significativamente diferentes de otras, se realizé la Pruebas de Rangos Multiples
de Tukey.

Cuadro 38. Pruebas de Rangos Multiple (Tukey HSD)

Seguimiento Casos | Media Grupos
Homogéneos
dia 40 3 7,03 A
dia 1 3 7,037 A
dia 10 3 7,04 A
dia 30 3 7,043 A
dia 20 3 7,043 A
Actividad Normal PME | 3 100 B

Fuente: esta investigacion
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0,05)

El andlisis de varianza muestra una homogeneidad de la actividad residual con
respecto al tiempo de almacenamiento que comprende tiempos de seguimiento a
1, 20, 30 y 40 dias con porcentaje de residualidad enzimatica sin variaciones,
mostrando claramente que durante el tiempo de evaluaciéon de la enzima PME,
esta no se reactiva bajo las condiciones de almacenamiento (refrigeraciéon < 4°C)
resultado que es similar al reportado por Maca (2012) en el cual la enzima PME no
mostro reactivacion durante el tiempo de evaluacion (42 dias de seguimiento).
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Gréfica 11. Medias para reactivacion de PME

Fuente: Esta investigacion.

La grafica anterior muestra las medias de cada tiempo evaluado con su respectiva
desviacion estandar donde se observa que los tiempos entre 1, 10,20,30 Y 40 dias
son significativamente semejantes, mientras que este grupo indica una diferencia
altamente significativa con la muestra patron.
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5. CONCLUSIONES

Al optimizar la pasteurizacion del zumo de uchuva (80 °C por 10 s) se redujo a
niveles aceptables tanto el efecto de la pectinmetilesterasa (PME) (7,01 % de AR)
como la carga microbiana, garantizando por completo un producto apto para el
consumo humano. sin que haya un efecto significativo sobre sus caracteristicas
sensoriales en cuanto a la acidez, color, olor, sabor, obteniéndose un producto de
mejor calidad.

El recuento microbiolégico en zumo pasteurizado reportd una baja cantidad de
microorganismos con valores que estan dentro de los parametros admisibles para
un alimento inocuo (Resolucién 7992/91 INVIMA), indicando que si se trabaja bajo
estrictas normas de inocuidad es viable aplicar temperaturas desde los 60 °C
hasta los 90 °C, por tiempos de exposicion desde los 10 s hasta los 30 s, sin
encontrar problemas de inocuidad.

Los analisis sensoriales emitidos por el panel de jueces entrenados establecieron
gue no hay diferencia entre un zumo fresco y un zumo pasteurizado a 80 °C x 10
S, para parametros como la acidez, olor, color y sabor, indicando que es viable
aplicar esta temperatura alta por un tiempo de exposicion corto.

Evaluando la concentracion de proteina enzimatica por el método de Bradford se
encontré que la cantidad de proteina presente en cada tratamiento aplicado no
necesariamente disminuye a medida que la temperatura y tiempo aumentan,
indicando que la cuantificacion de proteina no esta directamente relacionada con
la reduccién de actividad enzimatica residual. Por otra parte el método de Bradford
no es especifico para un solo tipo de enzima, puesto que también cuantifica otras
enzimas presentes en el extracto enzimatico.

El analisis fisicoquimico realizado al zumo fresco y al zumo pasteurizado a 80 °C x
10 s, mostro que todos parametros evaluados se conservan después de aplicado
el tratamiento térmico; por otra parte la actividad antioxidante del zumo
pasteurizado mostro ser menor a la actividad antioxidante del zumo sin
tratamiento, pero comparado con otros productos elaborados a partir de uchuva
mostro tener una buena capacidad antioxidante tanto en zumo pasteurizado como
en zumo sin pasteurizar.

Evaluando el seguimiento de la actividad residual enzimatica se encontré que la

enzima no se reactivo durante los 40 dias de seguimiento, tiempo en el cual el
zumo a 80 °C x 10 s permanecio almacenado en refrigeracion a 4 °C
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RECOMENDACIONES

Debido al gran potencial que tiene la uchuva (Physalis peruviana L.) es necesario
seguir realizando estudios que permitan avanzar en el propésito de ofrecer al
consumidor un producto de mayor calidad y aceptacion hacia el mercado.

Completar la investigacion para otros factores nutricionales como es la vitamina A,
Tiamina, Riboflavina, Niacina y calorias.

Evaluar a que compuestos se le atribuye la actividad antioxidante del zumo de
uchuva y como estos se afectan al aplicar un tratamiento térmico.
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ANEXOS



Anexo 1. REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICO MUESTRA DE UCHUVA
SIN TRATAMIENTO
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Anexo 2. REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICO MUESTRA DE UCHUVA
60°Cx10s
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Anexo 3. REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICO MUESTRA DE UCHUVA
60°Cx30s
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Anexo 4. REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICO MUESTRA DE UCHUVA

75°Cx10s
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Anexo 5. REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICO MUESTRA DE UCHUVA
75°Cx30s
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Anexo 6. REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICO MUESTRA DE UCHUVA
90°Cx10s
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Anexo 7. REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICO MUESTRA DE UCHUVA
90°Cx30s
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Anexo 8. FICHA DE PRESENTACION

Nombre:

Teléfono:

Direccion:

Ocupacion:

Dificultad para hacer pruebas:

Alergias a algun alimento:

Edad:

Fuma:
Si_ No__

Observaciones:

Gracias por su colaboracién.
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Anexo 9. HOJA DE RESPUESTAS - PRUEBA DE RECONOCIMIENTO DE
OLORES BASICOS

Nombre:

Fecha:

INSTRUCCIONES
Las soluciones pueden tener un gusto dulce, acido. También puede haber una o
mAas muestras que tiene solamente agua. ldentifique el sabor de la solucién de
cada uno de los vasos codificados. Elimine sabores antes de empezar y entre
cada muestra con agua.

Cddigo Olor

875

711

539

134

COMENTARIOS:

Gracias por su colaboracion.
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Anexo 10. HOJA DE RESPUESTAS PRUEBA DE DISCRIMINACION-

Nombre:

ORDENAMIENTO

INSTRUCCIONES

Se le han entregado 18 muestras, indique sus respuestas usando el codigo
asignado en cada una. Elimine sabores antes de empezar y entre cada muestra

con agua.

SABOR: Indique el codigo de las muestras de menor a mayor intensidad.

Menor

Mayor

Codigo

OLOR: Indique el cddigo de las muestras de menor a mayor intensidad.

Menor

Mayor

Cédigo

COLOR: Indique el codigo de las muestras de menor a mayor intensidad.

Menor

Mayor

Caodigo

COMENTARIOS:

Gracias por su colaboracion
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Anexo 11. HOJA DE RESPUESTA PRUEBA DE DISCRIMINACION-
ORDENAMIENTO

Nombre:
Fecha:

EVALUACION DE ZUMO DE UCHUVA

1. Ante usted hay 16 muestras codificadas de zumo de Uchuva, clasificadas en
cuatro grupos (acidez, color, olor, sabor) ordénelas de menor a mayor intensidad
de sabor escribiendo el codigo en el espacio en blanco sefialado para cada grupo.
Enjudguese la boca con agua después de probar cada muestra, escupa en el
recipiente que se le dio.

ACIDEZ: ESCRIBA LOS CODIGOS DE MENOR A MAYOR INTENSIDAD

COLOR: ESCRIBA LOS CODIGOS DE MENOR A MAYOR INTENSIDAD

OLOR: ESCRIBA LOS CODIGOS DE MENOR A MEJOR OLOR

SABOR: ESCRIBA LOS CODIGOS DE MENOR A MEJOR SABOR

3. Comentarios:

Gracias por su colaboracién
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Anexo 12. HOJA DE RESPUESTA PRUEBA DE DISCRIMINACION-
TRIANGULAR

Nombre: Fecha:

EVALUACION SABOR DE ZUMO DE UCHUVA

1. Ante usted hay tres muestras de zumo de Uchuva. Dos de ellas tienen sabor
idéntico entre si.
Indigue cual es la muestra con sabor diferente. Enjudguese la boca con agua
después de probar cada muestra, escupa en el recipiente que se le dio.

Margue con una X

9914 3662 6934

2. En el caso de la muestra diferente, diga cuanta es la diferencia con respecto a
las muestras duplicadas: (Marque con una X).

( ) Ligera diferencia
( ) Moderada diferencia
( ) Mucha diferencia

3. Comentarios:

Gracias por su colaboracion
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Anexo 13. HOJA DE RESPUESTA PRUEBA DE DISCRIMINACION-
PREFERENCIA

Nombre: Fecha:

PRUEBA DE PREFERENCIA DE ZUMO DE UCHUVA

1. Ante usted hay dos muestras de zumo de Uchuva. Pruébelas y marque con una
X la que le gusta mas. Enjuaguese la boca con agua después de probar cada
muestra, escupa en el recipiente que se le dio.

Marqgue con una X

2867 4680

3. Comentarios:

Gracias por su colaboracion.
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Anexo 14. TABLA DE NUMEROS ALEATORIOS DE ANZALDUA MORALES
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Anexo 15. TABLAS DE SIGNIFICANCIA PARA PRUEBAS DE PREFERENCIA-
ANZALDUA MORALES
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Anexo 16. TABLA PARA INTERPRETAR RESULTADOS ESTADISTICOS
PRUEBA TRIANGULAR-ANZALDUA MORALES
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Anexo 17. REPORTE DE ANALISIS FISICOQUIMICOS ZUMO DE UCHUVA SIN
TRATAMIENTO
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Anexo 18. REPORTE DE ANALISIS FISICOQUIMICOS ZUMO DE UCHUVA
80°Cx10s
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