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RESUMEN

El creciente interés en el estudio de los compuestos antioxidantes naturales se ha
visto acompafiado por un aumento en el mercado de los llamados alimentos
funcionales, dentro de los cuales reciben considerable atencion las bebidas
basadas en frutas y productos lacteos. Es asi como se desarroll6 una bebida
basada en la mezcla de leche UHT descremada con pulpa de tomate de arbol
(Solanum betaceum (Cav.) Sendtn).

Previamente al desarrollo de la bebida, se evalué la actividad enzimatica de
Peroxidasa en pulpa de tomate de arbol, para lo cual se estandariz6 el protocolo
de extraccion y medicion de la enzima, empleando un disefio experimental de
composicién central (DCC) 2° méas puntos estrellas y puntos centrales con
metodologia de superficie de respuesta con dos repeticiones para un total de 32
unidades experimentales y se hizo variar el tiempo de centrifugacion (TC) entre
10-30 min, el porcentaje de pulpa en la extraccion (PP) entre 20-50% y la cantidad
de extracto enziméatico (VE) empleado en la medicion, entre 30-90 pL, resultando
como valores 6ptimos para maximizar la actividad enzimética un TC de 34 min, PP
de 60% y un VE de 110 pL.

Adicionalmente la pulpa de tomate de arbol fue sometida a tratamientos térmicos
tomando como referencia la inactivacion de peroxidasa (POD), teniendo en cuenta
gue es una de las enzimas mas termoestables, que afecta negativamente las
caracteristicas organolépticas del producto. Para ello, también se empleé un DCC
2% mas puntos estrellas y puntos centrales con metodologia de superficie de
respuesta con dos repeticiones y un total de 32 unidades experimentales y se
evaluaron condiciones de temperatura y tiempo entre 60 a 90°C y 20 a 60 s,
respectivamente, resultando como Optima una pasteurizacion a 92°C por 56 s,
tratamiento con el cual también se logro la inocuidad de la pulpa.

Por otra parte, la bebida empleada para el analisis de su capacidad antioxidante
mediante el método DPPH, la determinaciéon de contenido de fenoles totales a
través del método de Folin-Ciocalteu, la determinacién de acido ascoérbico y
carotenoides por cromatografia liquida de alto rendimiento, asi como también para
realizar el andlisis microbiolégico, el seguimiento de sus propiedades
fisicoquimicas y la reactivacion de POD durante un mes almacenamiento a 4°C,
fue obtenida tomando como referencia las mayores calificaciones en cuanto a
sabor y viscosidad después de realizar una evaluacién sensorial.

De esta manera, se observo una disminucion en el contenido de fenoles totales de
33,150+2,020 hasta 21,467+1,360 mg GAE/100 mL, al igual que en el contenido
de acido ascorbico de 12,967+0,603 hasta 5,167+0,321 mg/100 mL y en el de B-
caroteno de 243,00+5,66 hasta 146,50+2,12 pg/100 mL, durante el
almacenamiento a 4°C, lo cual se reflejo en la disminucion de la capacidad
antioxidante de la bebida de 3,450+0,041 a 1,581+0,025 mmol Trolox/L. Por otra



parte, el pH y los sdlidos solubles totales no presentaron un descenso significativo,
mientras que la acidez aumenté con el tiempo. Ademas, los analisis
microbiolégicos permitieron establecer que la bebida almacenada a 4°C tiene un
periodo de vida uatil de 3 dias, ya que al cabo de este tiempo el recuento de
mesofilos sobrepaso el limite maximo permitido por la normatividad vigente.

Palabras clave: TOMATE DE ARBOL, BEBIDAS CON LECHE, CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE, ACIDO ASCORBICO, COMPUESTOS FENOLICOS,
CAROTENOIDES, PASTEURIZACION, PEROXIDASA, ACTIVIDAD
ENZIMATICA.



ABSTRACT

The growing interest in the study of natural antioxidant compounds has been
accompanied by an increase in the market of so-called functional foods, within
which receive considerable attention beverages based in fruits and dairy products.
Thus we developed a drink from the UHT skim milk mixture with tree tomato
(Solanum betaceum (Cav.) Sendtn) pulp.

Previously to the development of the beverage, POD enzymatic activity was
evaluated and standardized the extraction and measurement frotocol of the
enzyme, using a central composite experimental design (CCD) 2° more star and
central points with response surface methodology with two replicates for a total of
32 experimental units, it was varied the centrifugation time (CT) between 10-30
min, the percentage of pulp in the extraction (PP) between 20-50% and the amount
of the enzyme extract (EV) used in the measurement, 30-90 uL, resulting optimum
values as to maximize the enzyme activity a CT of 34 min, a PP of 60% and an EV
of 110 uL.

Additionally the tree tomato pulp was subjected to heat treatment with the aim of
the inactivate peroxidase, considering that it is one of the most thermostable
enzymes, which adversely affects the organoleptic characteristics of the product.
For this we also used a CCD 2° more star and central points with response surface
methodology with two replications and a total of 32 experimental units and
evaluated conditions of temperature and time between 60 to 90°C and 20 to 60 s,
respectively, resulting as optimal pasteurization at 92°C for 56 s, which treatment
also achieved the safety of the pulp.

Moreover, the beverage used for analysis in antioxidant capacity by DPPH method,
the determination of total phenol content through the Folin-Ciocalteu method, the
determination of ascorbic acid and carotenoids by high performance liquid
chromatography as well as for microbiological analysis, monitoring of their
physicochemical properties and the reactivation of POD for one month storage at
4°C, was obtained by reference to the highest marks for taste and viscosity after
performing a sensory evaluation.

Thus, there was a reduction in total phenolic content of 33,150+2,020 to
21,467+1,360 mg GAE/100 mL, in the ascorbic acid content of 12,967+0,603 to
5,167+0,321 mg/100 mL and the p-carotene content of 243,00+5,66 to
146,50£2,12 ug/100 mL during storage at 4°C, which is reflected in the decrease in
the antioxidant capacity of the beverage of 3,450+0.041 to 1.581+0.025 mmol
Trolox/L. Moreover, pH and total soluble solids not had a significant decrease,
while the acidity increased with time. In addition, microbiological analyzes allowed
to establish that the beberage has a lifetime stored at 4°C of 3 days, and that after
this time the mesophilic count exceeded the maximum limit allowed by current
regulations.



Keywords: TREE TOMATO, MILK DRINKS, ANTIOXIDANT CAPACITY,
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INTRODUCCION

En la actualidad los consumidores buscan adquirir productos naturales que
satisfagan los requerimientos nutricionales y que adicionalmente aporten
beneficios a la salud por su contenido de compuestos bioactivos, dando lugar a
una disminucion de la mortalidad y una mejor calidad de vida de la poblaciéon. Por
tanto, la industria alimentaria busca elaborar este tipo de alimentos conocidos
como funcionales debido a una mayor conciencia de los efectos de los alimentos
sobre la salud.

De acuerdo a lo anterior, una gran cantidad de alimentos liquidos pasteurizados
basados en bebidas de frutas y leche han aparecido en el mercado y estan
cobrando mayor popularidad debido a que sus atributos promueven la salud
(Pszczola, 2005). Es asi como el mercado de alimentos y bebidas funcionales ha
experimentado un rapido crecimiento en los Udltimos afos, y representa una
oportunidad de innovacion en el desarrollo de nuevos productos, tanto para la
industria alimentaria y la comunidad cientifica (Salvia et al., 2011).

La investigacion relacionada con los alimentos funcionales se centra en el estudio
de sus propiedades antioxidantes. Un antioxidante es una molécula capaz de
retardar o prevenir el dafio oxidativo de otras moléculas como los lipidos, las
proteinas y los acidos nucleicos por especies reactivas del oxigeno, las cuales se
generan por causas ambientales (radiacion, polucién), por la ingesta de algun
contaminante o incluso como consecuencia de nuestro propio metabolismo y se
asocian al riesgo de padecer enfermedades crénicas cardiovasculares,
neurodegenerativas, derrames cerebrales, cancer, diabetes, Alzheimer, cataratas
y al envejecimiento humano (Castarieda et al., 2008).

Entre esas moléculas que remueven los radicales libres y que se encuentran
naturalmente en los alimentos estan la vitamina C, los compuestos fendlicos
(flavonoides y antocianinas) y carotenoides (el B-caroteno que es fuente de
vitamina A). Estos se consideran antioxidantes naturales ya que muchos estudios
epidemioldgicos sugieren que el consumo de alimentos y bebidas ricos en estos
se asocia con un menor riesgo de padecer enfermedades. Se consideran
antioxidantes eficaces debido a su alto poder donador de electrones y a su
capacidad de atrapar directamente al radical superoéxido, al singlete de oxigeno, al
peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo (Gardner et al., 2000).

Cabe resaltar que en la literatura disponible en la actualidad, hay una falta de
informacion sobre la actividad de los antioxidantes en bebidas de leche con jugos
de frutas. Ademas, en el departamento de Nariio no se han desarrollado
investigaciones acerca de este tipo de bebidas empleando la mezcla de leche y
frutas regionales a pesar del potencial de la regién para su elaboracién. Es por
eso que el desarrollo de productos con caracteristicas funcionales y su
implementacion por parte de empresas agroindustriales se presenta como una



alternativa para mejorar las condiciones econémicas de dos cadenas productivas:
la lactea y la hortofruticola, estableciendo un panorama general que amplia el
interés de muchos investigadores y empresarios alrededor de este tema.

Dicho interés se refleja en el desarrollo de algunas investigaciones en las cuales
se reporta que ademas de tener gran preponderancia el estudio de la capacidad
antioxidante de las bebidas funcionales, también es importante aplicar tecnologias
para su conservacion y considerar los ingredientes y su formulacién (Salvia et al.,
2011).

Con la utilizaciébn de las tecnologias de conservacion, se debe lograr la
inactivacion de microorganismos patdégenos y de deterioro, asi como la
inactivacion de enzimas como requisitos previos para la prolongacion de la vida
atil de las bebidas. Lo anterior con el fin de evitar la alteracion de las propiedades
organolépticas y fisicoquimicas del producto (generacion de malos sabores, olores
y la decoloracién del producto) y evitar causar enfermedades (Velasquez et al.,
2012).

Estas bebidas se estabilizan cominmente por procesos térmicos, que a pesar de
constituirse en el método mas sencillo y fiable para garantizar su inocuidad y
estabilidad al almacenamiento, la alta temperatura alcanzada durante el proceso
destruye muchos de sus constituyentes deseables, lo cual se traduce en el
detrimento de sus propiedades bioactivas (Morales de la Pefia et al., 2011).

De acuerdo al panorama anterior, el objetivo de este proyecto se centra en la
elaboracion de una bebida basada en la mezcla de leche UHT descremada y
pulpa natural de tomate de arbol (Solanum betaceum (Cav.) Sendtn) estudiando
su composicion fisicoquimica y su valor funcional al evaluar sus caracteristicas
antioxidantes mediante el andlisis de la concentracion de &cido ascérbico,
compuestos fendlicos, carotenoides y su estabilidad durante el almacenamiento en
refrigeracion, lo que podria sugerir su inclusion en el grupo de los alimentos
funcionales.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y SU JUSTIFICACION

Segun el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (2006) el departamento de
Nariio por su ubicacion y heterogeneidad climética, presenta condiciones
adecuadas para el desarrollo de frutales tanto de clima calido como de clima frio,
especialmente mora, lulo y tomate de arbol.

En el mismo sentido, Narifio dispone de 332.000 hectareas aptas para frutales, lo
cual indica que el departamento tiene area suficiente para expandir su frontera
fruticola y las condiciones necesarias para ser competitivos en este subsector
(M.A.D.R, 2008).

Es asi como en el Consolidado agropecuario de Narifio (2010) el &rea sembrada
de tomate de arbol por 1704 unidades productoras fue 680,5 Has, con una
produccioén de 4477,5 Ton. De acuerdo a este panorama, el tomate de &arbol es un
frutal andino priorizado por su importancia social y econdmica, debido a que el
ndamero de poblacién rural involucrada en su produccion es significativa,
constituyéndose asi en un motor de desarrollo social, enmarcado en los beneficios
econdémicos y sociales que traeria la transferencia de tecnologia que contribuya a
la transformacion de este tipo de productos en el departamento de Narifio y el
mejoramiento integral de las condiciones de vida de los campesinos a través del
aprovechamiento potencial que posee Narifio en el campo agricola y la
apropiacion del conocimiento a favor del desarrollo social y productivo en la
region.

De otra parte, el departamento de Narifio sobresale a nivel pecuario con la
produccion de leche. El altiplano narifiense comprende dos regiones altamente
productoras de leche. La primera se ubica en el municipio de Pasto y la segunda
corresponde a los municipios de Guachucal, Cumbal, Tuquerres, Ipiales y
Pupiales, en esta region predomina el minifundio de explotacién familiar
campesina, cuya produccion promedio por municipio supera los 30.000 L/dia.
Entre todos los municipios en promedio se producen 786.288 L/dia. Con un
namero de predios aproximado de 31.949 y 361.803 hectareas, donde el 76% de
éstos no supera el tamafio de 10 hectareas, y el 88% de los predios tiene entre 1y
6 cabezas con produccion promedio de 22 Litros por predio (Secretaria de
agricultura de Narifio, 2010).

Considerando que una familia depende directamente de un predio de produccion,
son alrededor de 32.000 familias que encuentran el sustento de la produccién
lechera, solamente en la etapa primaria.

En cuanto al eslabdn industrial, en Narifio existen 57 empresas transformadoras,
donde el 93% corresponde a micro empresas y 4% a pequefias empresas,
teniendo como principal deficiencia el bajo nivel de adopcion de tecnologias
(Solarte et al., 2006).
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Bajo estas afirmaciones de produccion, en el mercado interno tanto las frutas
como la leche tienen aplicaciones en la transformacion agroindustrial, desde los
productos y derivados lacteos en la leche, hasta jugos, pulpas y dulces en el caso
de las frutas. Sin embargo, en Narifio no hay estudios sobre los beneficios que la
mezcla de estos dos podria aportar a la salud humana, lo cual ha conducido a la
necesidad de emprender investigaciones relacionadas con el desarrollo de nuevos
productos enfocados en la calidad nutricional, organoléptica y funcional.

Es asi como se establece que a pesar de que Narifio tiene el potencial
agropecuario capaz de satisfacer al sector economico secundario de materias
primas como leche y frutas, el nivel de agroindustrializacion es bajo, por lo cual se
requiere un proceso de dinamizacion, a través del desarrollo de productos que
generen valor agregado. En este sentido, la cadena productiva de elaboraciéon de
este tipo de bebidas contribuiria a generar ingresos a los productores primarios y
al sector encargado de la transformacion, impulsando la economia regional y
aportando al mejoramiento de la calidad de vida de los actores involucrados en
ella.

Sumado a lo anterior, es importante establecer que hoy en dia los consumidores
buscan alimentos saludables que generen beneficios a la salud humana, que
preserven su esencia natural y contribuyan a prevenir enfermedades, por tanto
cabe resaltar que en los mercados mundiales este tipo de bebidas han tenido gran
participacion dada las tendencias mundiales de la alimentacion. En los ultimos
afos, se indica un interés acentuado de los consumidores hacia ciertos alimentos
que, ademas de contener nutrientes, contengan sustancias fisiologicamente
activas que cumplan, al igual que los nutrientes esenciales, una funcion
beneficiosa en la reduccién de ciertas enfermedades. Estos son los denominados
alimentos "funcionales" (Castafieda, et al. 2008).

Es asi como en Europa la venta de productos funcionales en 2004 ascendi6é a
US$ 21,5 mil millones y entre el 2005 y 2006, 400 millones de habitantes gastaron,
per capita, entre US$ 300-400 en productos funcionales al afio. Dentro de las
razones por las cuales los europeos consumen alimentos y bebidas funcionales se
encuentran: tratamiento de problemas de salud, salud diaria, pérdida de peso y
por tener salud futura (ProCHILE, 2007).

En otros paises se considera como relevante las caracteristicas fisicoquimicas,
nutricionales y funcionales de los alimentos por contribuir directamente al
bienestar y calidad de vida; en donde se han encontrado diversidad de
compuestos con capacidad antioxidante, que al ser consumidos en forma regular
sin ser indispensables para el desarrollo, crecimiento y mantenimiento del
organismo humano influyen en uno o mas procesos fisioldgicos segin sea su
interaccion con otros constituyentes (Terpinc & Abramovic, 2010).
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Consciente de lo anterior, la agroindustria busca un aprovechamiento cada vez
mas integral de las materias primas de las que se dispone en una region y asi
elaborar este tipo de alimentos, partiendo de que contienen compuestos naturales
que podrian sustituir aditivos de caracter sintético, puesto que el uso de
antioxidantes de origen vegetal, tales como los acidos fendlicos, flavonoides,
tocoferoles, carotenoides, entre otros, en la industria alimentaria cobra cada dia
mayor importancia debido al efecto anticarcinogénico y a que generan otros
beneficios para la salud humana (Choi et al., 2007; Fan et al., 2007; Igbal &
Bhanger, 2007; Siddhuraju & Becker, 2007).

En este sentido, la interaccion entre leche vy frutas, lograria dar valor agregado a
estos productos, contribuir con beneficios para la salud humana y se constituye en
una alternativa conducente a articular dos cadenas productivas priorizadas en el
departamento de Narifio.

De esta manera, las cadenas lactea y hortofruticola se establecen como una
estrategia industrial, que parte de un proceso de integracion y articulacion
econOmica y social, involucra factores como dinamizacion de mercados, desarrollo
institucional y creacion de condiciones en infraestructura a nivel regional (Yoshioka
et al., 2003).

De ahi, que la Gobernacion de Narifio en el plan de desarrollo 2012 — 2014:
NARINO MEJOR plantea entre sus objetivos el incentivar la investigacion y el
desarrollo tecnol6gico aplicados a las actividades productivas de la regién y
contribuir a elevar el nivel de ingresos de pequefios y medianos productores con
base en el mejoramiento de procesos de produccion, transformacion,
comercializacion y organizacién socio empresarial en los diferentes sectores y
fortalecer procesos para abrir nuevos mercados y mejorar los canales de
comercializacion de la produccion regional.

De esta manera, el disefio y desarrollo de nuevos productos es fundamental para
generar valor, tecnificar la produccion y diversificar la demanda de productos
saludables. Por tanto, la elaboraciéon de este tipo de bebidas involucra aspectos
como la formulacién, la aceptabilidad de sus caracteristicas organolépticas y el
método de conservacion.

Este ultimo aspecto reviste especial interés, debido a que la tecnologia aplicada
para la conservacion debe asegurar calidad nutricional, funcional y organoléptica.
Actualmente se ha venido desarrollando una serie de innovaciones y tendencias,
ante todo buscando ademéas de un método de conservacion idéneo, la obtencion
de un alimento seguro y de alta calidad sensorial y nutricional; en estas
caracteristicas se engloban los denominados alimentos funcionales (Andlauer y
Furst, 2002; Bello, 2001). Sin embargo, el método de conservacion por
tratamientos térmicos, sigue siendo el proceso mediante el cual un gran porcentaje
de las empresas basan su procesamiento, debido a su eficiencia y sencillez.
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En este orden de ideas, la elaboracion de la bebida se presenta como una
oportunidad de desarrollo e innovacion tanto para la industria alimentaria como
para la comunidad cientifica, debido a que para comercializar con éxito este tipo
de productos la tecnologia aplicada para su conservacién es considerada tan
importante como los ingredientes y la formulacién (Granato et al., 2010).

Bajo este contexto, los anteriores aspectos condujeron al planteamiento de la
siguiente pregunta de investigacion:

¢ Es posible desarrollar una bebida mediante la mezcla de leche y pulpa de tomate

de éarbol (Solanum betaceum (Cav.) Sendtn) que posea caracteristicas
funcionales, garantizando su inocuidad y conservacion?
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL
Desarrollar una bebida con caracteristicas funcionales basada en una mezcla de
leche y una fruta regional de la zona andina: tomate de arbol (Solanum betaceum
(Cav.) Sendtn), aplicando tratamientos térmicos a la pulpa.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Evaluar la actividad enzimatica residual de peroxidasa (POD) en la pulpa de

tomate de arbol (Solanum betaceum (Cav.) Sendtn) para determinar la

efectividad de los tratamientos térmicos.

v Determinar la formulacion de la bebida con base en la aceptabilidad de sus
propiedades sensoriales.

v Determinar el potencial funcional de la bebida a través de la evaluacion de
su actividad antioxidante, contenido de fenoles totales, acido ascoérbico y
carotenoides.

v' Evaluar las caracteristicas microbiolégicas y fisicoquimicas de la bebida
durante el almacenamiento.
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3. MARCO TEORICO

3.1. TOMATE DE ARBOL (Solanum betaceum (Cav.) Sendtn)

Segun Belén et al. (2004), el tomate de arbol (Solanum betaceum (Cav.) Sendtn)
pertenece a la familia Solanaceae, originaria de Perq, incluye entre 35 y 50
especies, distribuidas en los bosques mésicos de América tropical en latitudes que
van desde los 20° Norte hasta los 30° Sur, con un esparcimiento especialmente en
Sur América. En general se trata de una planta arbustiva, de tallo semilefioso que
alcanza hasta 5 m de altura y buen desarrollo bajo condiciones favorables.

Asimismo, en Colombia el tomate de arbol, segun Bernal et al. (2003), es un
cultivo importante, con un &rea de siembra cercana a 7.000 hectareas,
concentrada en los departamentos de Antioquia, Cundinamarca, Boyaca, Huila,
Valle del Cauca, Tolima, Narifio y los Santanderes. Este tiene una participacion
significativa dentro de las exportaciones agropecuarias colombianas, y se citan
entre los cultivos promisorios de exportacién en los programas de incremento y
diversificacion de exportaciones (Lasso, 2007).

En el departamento de Narifio se constituye en uno de los frutales andinos con un
gran potencial de agroindustrializacion, debido a que se cuenta con la materia
prima disponible para ello, asi, segun se reporta en el Consolidado agropecuario
de Narifio (2010) de un area sembrada de 680,5 Has, se obtuvieron 4477,5 Ton de
tomate de arbol.

Teniendo en cuenta lo anterior, segun Jaramillo (2003) el cultivo de tomate de
arbol es importante, no solo por lo que representa para la seguridad alimentaria
del pais, ya que es basico en la canasta familiar, sino por la generacién de mano
de obra para las labores del cultivo, transporte, comercializacién y transformaciéon
agroindustrial, que se traduce en mejor calidad de vida para las personas
vinculadas de manera directa o indirecta a dichas actividades y mayor desarrollo
de los municipios.

Ademas, el consumo regular de tomates y productos basados en tomate han sido
asociados a la reducida incidencia de algunos tipos de cancer y enfermedades del
corazon (Clinton, 1998). Esas propiedades benéficas han sido atribuidas en parte
a su contenido en varios componentes antioxidantes representativos, entre los que
se encuentran la vitamina C y compuestos fendlicos, los cuales estan presentes
en mayor cantidad, tanto en tomates de color rojo como amarillo. Mientras que
algunos carotenoides y la vitamina E estan presentes en niveles mas bajos,
resaltando que los tomates son una fuente predominante de B-caroteno el cual
exhibe una alta capacidad antirradical y es el principal carotenoide con actividad
provitamina A (Beecher, 1998). De esta manera, se concluyd que el tomate rojo
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tiene mayor actividad antioxidante que el amarillo, pero ambos tienen mayor
actividad antioxidante que muchos alimentos comunes (Lister et al., 2005).

Asi mismo, varios estudios han reportado que el tomate de arbol es una fuente
importante de Vitamina A, Bg, C (25 mg por cada 100 g), E (Lister, C. et al., 2005),
de minerales como el hierro, calcio, potasio y de otros compuestos como fibra y
beta carotenos (provitamina A, carotenos 150 unidades internacionales (Ul) por
100 g) (FAO, 2006; Repo de Carrasco y Encina, 2008; Calvo, 2009; Ordofiez, et
al. 2005) y son bajos en carbohidratos (un promedio del fruto contiene menos de
40 calorias).

Por esto, el consumo de tomate y sus derivados es considerado como un
indicador nutricional de buenos habitos alimenticios y un estilo de vida saludable.

3.2. PEROXIDASA (POD)

Segun Ercan y Soysal (2011), POD es una enzima que contiene el grupo hemo y
puede catalizar un gran numero de reacciones en las que el peréxido es reducido,
mientras que un donante de electrones se oxida. Se ha encontrado que la
presencia de esta enzima tiene relacion con sabores desagradables y colores
indeseados en los vegetales crudos congelados y sin escaldar. Por lo tanto, la
inactivacion de esta enzima aumenta la vida util de las hortalizas durante el
almacenamiento congelado y se usa a menudo como un indice de un escaldado
adecuado.

Anthon et al. (2002) establecen que esta enzima es un indicador de la inactivacion
enzimatica en muchas frutas y verduras debido a su alta estabilidad térmica y a los
cambios desfavorables que puede generar en las caracteristicas organolépticas
del producto, ya que segun sefiala Aguero et al. (2008) si esta enzima se inactiva,
otros sistemas enzimaticos responsables de la degradacion de los tejidos también
se desactivaran.

Los métodos espectrofotométricos han sido los mas usados para cuantificar la
actividad de esta enzima desde que lo propusieron en 1954 Maehly y Chance
(1954). Para determinarla se puede medir la cantidad de producto formado o la de
peréxido de hidrégeno (H.O,) consumido. Para ello hay que controlar muy bien la
concentracion del oxidante, del dador y el tiempo de reaccion (Saunders, et al.,
1964).

Los estudios sobre la cinética de inactivacion térmica de POD han demostrado
curvas en dos fases, lo que podria deberse a la presencia de isoenzimas con
estabilidad térmica diferente. El disefio de los procesos térmicos requiere el
conocimiento de los parametros de la cinética de inactivaciéon y la fraccion labil y
resistente al calor. Esta informacion es Unica para cada vegetal, especie, variedad
en determinadas condiciones ambientales (Aguero, et al., 2008).
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Actualmente no hay muchos datos publicados para la inactivacion térmica de POD
en tomate de arbol, sin embargo Ercan y Soysal (2011), plantean tres procesos
principales que participan en la inactivacion de POD: (1) la disociacion del grupo
prostético (hemo) de la haloenzima (sistema activo de la enzima), (2) cambio de
conformacién en la apoenzima (parte proteica de la enzima), y/o (3) la
modificacion o la degradacién del grupo prostético.

Es asi como la reduccion de la actividad POD en el jugo de tomate es un objetivo
importante para evitar el deterioro del color, la formacion de mal sabor y la pérdida
de nutrientes (Civello, et al. 1995) en frutas crudas y productos procesados
(LOpez, et al.1994).

Ademas, POD puede producir un gran namero de reacciones separadas, por lo
que tiene un grado de versatilidad muy elevado en comparacion con otras
enzimas. Es capaz de catalizar reacciones peroxidativas, oxidativas, cataliticas e
hidroxilaciones utilizando un sustrato oxidante y uno reductor (Robinson, 1991).

De esta forma, POD es una enzima capaz de reaccionar con Nnumerosos
compuestos. Se sabe que probablemente estd involucrada en reacciones de
degradacion de flavonoides (Schreier, 1985). También, a partir de los sustratos
naturales, incluyendo compuestos fendlicos presentes en frutas, se pueden formar
gamas muy amplias de productos a través de reacciones, que incluyen radicales
libres. Es asi como segun Fang et al. (2008) la oxidacion fendlica mediada por
POD se cree que esta asociada con el deterioro en el sabor, color, textura y valor
nutricional de los alimentos procesados. En condiciones donde se utilizan
compuestos fenolicos, sélo es importante la reaccion peroxidativa (Whitaker, 1994)
y ésta se da con sustratos como guayacol, resorcinol, p-cresol o p-fenilendiamina,
entre otros.

3.2.1. Mecanismo de reaccién. POD es una oxidorreductasa que cataliza
reacciones usando oxigeno o peroxido como aceptor de hidrogeno. Los
mecanismos de accion de POD estan basados en la formacion de un complejo
enzima - donante de hidrégeno, como se observa en la siguiente reaccion:

ROOH + AH, - ROH + A + H,0

POD cataliza la reaccion de ciertos compuestos dadores de hidrégeno, como
fenoles (guayacol, pirogalol) y aminas aromaticas (o-fenilendiamina) por medio de
peréxidos (H20.,). El sustrato oxidable mas usado es el guayacol, que es oxidado a
un complejo coloreado de tetraguayacol en presencia de peroxido. La velocidad de
formacion del color rojo ladrillo puede ser utilizada como medida de la actividad
enzimatica por lecturas espectrofotométricas de las absorbancias con relacion al
tiempo (Lopez, 2003).
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3.2.2. Estabilidad térmica. Las diferencias en la conducta de la POD de un
vegetal a otro pueden estar relacionadas con la presencia de isoenzimas que
actuan diferente frente a la presencia de antioxidantes, temperatura, pH éptimo
etc. Las PODs de diversas fuentes presentan variadas estabilidades térmicas y
son inactivadas a diferentes velocidades por calor, presumiblemente debido a
heterogeneidad estructural de las enzimas. Las multiples formas de POD no son
igualmente susceptibles a tratamientos por calor y otros, por lo que se requiere
determinar las condiciones Optimas de proceso para cada vegetal y fruta (L6pez,
2003).

Uno de los problemas de la inactivacion de POD es la presencia de 1 - 10% o mas
de isoenzimas termoestables en la mayoria de los vegetales. Por otro lado, uno de
los inconvenientes de no destruir completamente a POD es que puede
regenerarse bajo ciertas condiciones (Lépez, 2003).

3.2.3. Capacidad de regeneracion. Se ha estudiado las condiciones en que POD
se regenera y se sefala que se produciria por una desactivacién parcial con el
tratamiento térmico. Sin embargo, algunos estudios demuestran que aun con la
desactivacion total de peroxidasa por sobreprocesamiento, se produce
regeneracion cerca del tercer mes de almacenamiento en congelacion, y que esta
actividad regenerada no estaria relacionada con pérdidas de calidad del producto
(L6pez, 2003)

3.3. LECHE

La leche de vaca es una fuente Unica de nutrientes y componentes bioactivos,
entre ellos se encuentran las proteinas de alto valor bioldgico, por contener una
gran variedad de aminoéacidos y péptidos bioactivos con diferentes caracteristicas
funcionales, destacando que la leche contiene 5,3 g/Kg de nitrégeno, del cual
aproximadamente el 80% corresponde a caseinas (CA) y el resto a proteinas del
suero (Walstra y Jannes, 1987). Ademas, cabe resaltar que su grasa es muy
digestible, es buena fuente de calcio y fésforo y aporta notables cantidades de
vitaminas (Di Michele, et al., 1987),

Debido a la gran importancia nutricional de la leche, las autoridades deben ser
exigentes en lo que respecta a su obtencion, composicion, pruebas de calidad y
procesamiento industrial (Decreto 616 de 2006). Ademas, su calidad es de vital
interés para la salud publica obligando a una constante atencion y control a nivel
de planta.

En cuanto a las propiedades que ofrece la leche, se ha encontrado en los diversos

productos lacteos y fracciones obtenidas de ella por ejemplo, leche descremada,
suero de leche, la caseina y la lactoferrina, un caracter antioxidante (Calligaris, et
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al., 2004; Lo Scalzo, et al., 2004; Steijns & Van Hooijdonk, 2000; Tong, et al.,
2000). Sus antioxidantes tienen un papel importante en la prevencion de la
peroxidacion lipidica y el mantenimiento de su calidad.

Algunos autores mencionan la importancia de determinar la actividad antioxidante
de la leche y caracterizar los compuestos responsables de esta (Chen, et al.,
2003; Vanderjagt, et al., 2001) porque la leche es un alimento basico para el
desarrollo humano. Dependiendo de su naturaleza, los antioxidantes de la leche
se diferencian en antioxidantes proteicos y no proteicos. En el grupo no proteico,
estan las vitaminas A, C y E, y en el grupo proteico se incluye a varios tipos de
enzimas, y también una serie de proteinas y péptidos (Cervato, et al., 1999;
Lindmark, et al, 2000; Satué, et al., 2000).

3.4. ALIMENTOS FUNCIONALES.

Segun Neira y Yuri (2004), las causas ambientales (radiaciéon, polucion), asi como
la ingesta de algun contaminante o incluso como consecuencia de nuestro propio
metabolismo, surgen algunas moléculas que poseen uno 0 mas electrones
desapareados y que pueden provocar dafio al reaccionar con moléculas de grasa,
proteinas, carbohidratos, ARN o ADN, alterando su estructura y funcién. A estas
se les conoce como especies oxigeno reactivas, las cuales se asocian al riesgo de
padecer enfermedades cronicas cardiovasculares, cancer, diabetes, Alzheimer,
cataratas y al envejecimiento humano.

En nuestro organismo, la produccion de los radicales libres que se dan
constantemente "in vivo", ha permitido desarrollar diversos mecanismos de
defensa antioxidante, entre ellos se encuentran las enzimas superéxido
dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa. Un antioxidante es una molécula
capaz de retardar o prevenir el dafio oxidativo de otras moléculas como los lipidos,
las proteinas y los acidos nucleicos por especies reactivas del oxigeno. Entre esas
moléculas que remueven los radicales libres se encuentran: el glutation reducido,
los tocoferoles (vitamina E), el acido ascoérbico (Vitamina C), entre otros, pero
cuando la defensa antioxidante, no es cien por ciento eficiente, incrementa la
formacién de radicales libres en el organismo; a esto se denomina estrés oxidativo
(Castarieda, et al., 2008).

En vista de esta situacion, se han comenzado a tomar medidas, Weng y Chen
(1996) mencionan una solucion en los alimentos funcionales o alimentos para la
salud, el término "funcional” implica que el alimento tiene algun valor identificado
que conduce a beneficios para la salud, incluyendo la reduccion del riesgo de
enfermedad para la persona que lo consume (Pascal, G., 1996).

Es asi como Ramirez (2010) establece que una categoria de alimentos
funcionales podria ser aquella en la cual se incorporaron nutrientes o agentes
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beneficiosos para la salud en el proceso de fabricacion, entre estos se puede
encontrar en el mercado, adicionados con:

ACIDOS GRASOS (p.ej., omega 3), que reducen el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y el desarrollo de tumores; también se sabe que reducen los
sintomas de la menopausia (p.€j., huevos, productos de mar).

ANTIOXIDANTES (vitaminas C y E, carotenos, flavonoides y polifenoles), que
reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares y el desarrollo de tumores
(p-€j., zumos y refrescos).

FITOQUIMICOS (fitoesteroles, isoflavonas y lignina), que reducen los niveles de
colesterol y los sintomas de la menopausia (p.ej., margarinas)
PREBIOTICOS (fructo-oligosacaricos), que favorecen el crecimiento de las
bacterias intestinales beneficiosas (p.ej., cereales integrales).

PROBIOTICOS (lactobacilos y bifidobacterias), que mejoran la funcion intestinal
(p.€j., yogures bio)

VITAMINAS y MINERALES (vitaminas B6, B12, D y K, acido félico, calcio,
magnesio y zinc), que reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares y
osteoporosis y fortalecen el sistema inmune (p.ej.,, productos lacteos y de
panaderia).

Hoy en dia, tomando ventaja de esta situacion, han surgido las bebidas basadas
en una mezcla de jugos de fruta y leche fortificada con vitaminas, minerales y
fibra, como los alimentos funcionales mas ampliamente consumidos (Pszczola,
2005).

En el mismo sentido, el nivel de compuestos antioxidantes endégenos y bioactivos
es una corriente de interés y muchos trabajos estan conduciendo a determinar el
perfil de pigmentos y antioxidantes en los jugos y cOomo estos pueden ser
nutricionalmente beneficiosos (Huang, Y., et al. 2009).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que el consumo de frutas tiene un
efecto benéfico en la salud y contribuye a la prevencion de procesos
degenerativos, particularmente aterosclerosis y cancer (Gundgaard, et al., 2003;
Gosslau y Chen, 2004). Estos efectos benéficos han sido atribuidos en parte a la
presencia de componentes bioactivos con actividad antioxidante, cuyo mecanismo
de accién es inhibir la iniciacidbn o impedir la propagacion de las reacciones de
oxidacion, evitandose asi el dafio oxidativo (Shi, et al., 2001). Por esta razén, el
consumidor debe valorar positivamente aquellos alimentos vegetales que no solo
le proporcionan nutrientes indispensables para la vida (hidratos de carbono,
proteinas, vitaminas, etc.), sino que ademas posean sustancias con un posible
efecto protector como es el caso de los antioxidantes (Prior y Cao, 2000).
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Murillo (2002), demostr6 una estrecha correlacion entre el consumo de frutas y la
menor incidencia de enfermedades cronico degenerativas, debido a su bajo
contenido en colesterol y a la presencia de vitaminas, fibra, antioxidantes naturales
y minerales.

Liu (2003), menciona que las bebidas de frutas poseen muchos componentes
bioactivos como el 4cido ascorbico, los tocoferoles, carotenoides y polifenoles, que
ejercen efectos antioxidantes y anticancerigenos actuando de forma aditiva y
sinérgica.

Es asi como la vitamina C, es un antioxidante natural que puede inhibir el
desarrollo de enfermedades. Segun varios estudios epidemiolégicos mostraron
gue los sujetos con una mayor ingesta de vitamina C tienen menor riesgo de
padecer varias enfermedades cronicas del corazén, diabetes, cancer o
enfermedades neurodegenerativas. Ademas, esta vitamina es requerida como un
co-factor para muchas enzimas y su forma reducida, el acido L-ascorbico, es su
principal forma biol6égicamente activa y es un eficaz antioxidante debido a su alto
poder donador de electrones y la conversion a la forma reducida activa. Por tanto,
es considerada como el antioxidante hidrosoluble mas importante, ya que en la
mayoria de los sistemas bioldgicos protege a los componentes de los espacios
extracelulares e intracelulares, reduciendo a su forma activa a los radicales
tocoferol en las membranas celulares y atrapando directamente al radical
superoéxido, al singlete de oxigeno, al peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo
(Gardner et al., 2000).

Por otra parte, los polifenoles (acidos fendlicos, flavonoides, mondémeros
catequina, antocianidinas, flavonas, flavanonas, antocianinas) han recibido mucha
atencién, ya que muchos estudios epidemiol6gicos sugieren que el consumo de
alimentos y bebidas ricos en estos estd asociado con un menor riesgo de
enfermedades cardiovasculares, derrames cerebrales y ciertos tipos de cancer.
Estos efectos protectores en parte se han atribuido a las propiedades
antioxidantes de especialmente los flavonoides (Klimczak et al., 2007).

Asi mismo, la actividad antioxidante de los carotenoides se debe a su capacidad
de interactuar con varias especies de radicales que se pueden generar dentro de
las células como el singlete de oxigeno y radicales peroxilo, por lo cual se les
atribuye algunas propiedades anticancerigenas, asi como también a que mejoran
las respuestas inmunes frente a varias enfermedades ya que juegan un papel
importante en la proteccion de células y organismos contra los efectos nocivos del
medio ambiente (Palace, et al., 1999). Por ejemplo, el B-caroteno (3, B-caroteno)
se oxida en presencia de radicales libres, produciendo compuestos epoxi, hidroxilo
y carbonilo y fragmentos de bajo peso molecular, tales como (-ionona, 5,6-epoxi-
B-ionona y dihidroactinidiolida (DHA) (Vasquez, et al., 2007).
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De esta manera, como muchos zumos de fruta contienen vitamina C, compuestos
fendlicos y carotenoides, algunos de los cuales tienen un potencial antioxidante y
cuya ingesta también ha sido inversamente asociada con las enfermedades
anteriormente mencionadas, con el fin de establecer la contribucién relativa de la
vitamina C, los carotenoides y compuestos fendlicos al potencial antioxidante de
varios zumos de frutas, se los ha evaluado utilizando su capacidad para reducir
especies sintéticas de radicales libres (Gardner, et al., 2000).

Existen diversas formas de medir la actividad antioxidante total y el contenido de
fenoles en las bebidas. Algunos métodos han sido desarrollados para medir la
capacidad antioxidante total, entre los que se encuentra el método de FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) capaz de medir la capacidad de reduccion de
un antioxidante y los métodos ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-acido-6-
sulfénico)), DPPH (2,2-difenil-2-picrilhidrazilo) y el método de decoloracién del B-
caroteno que miden la capacidad de los antioxidantes de neutralizar y evitar la
propagacion en cadena de los radicales libres (Espinal, 2010).

El segundo método se basa en la reduccion del radical DPPH en la reaccion con
un antioxidante (AH) o especies de radicales (R) de acuerdo con la siguiente
reaccion:

DPPH" + AH — DPPH—H + A’
DPPH" + R* — DPPH—-R

En su forma radical el DPPH es de color purpura oscuro y absorbe a 515 nm, pero
después de la reduccion el color purpura cambia a amarillo. EI cambio en la
absorcion es proporcional a la capacidad de inactivacion de radicales del
antioxidante probado (Piljac-Zegarac et al. 2009).

Por otra parte, el contenido de fenoles puede ser determinado por la capacidad del
polifenol de reducir el reactivo de Folin-Ciocalteu en medio basico y ocasionar la
formacién de los 6xidos de molibdeno y tungsteno de color azul que pueden ser
cuantificados a 760 nm, este cambio de color es proporcional a la concentracion
de antioxidante (Espinal, 2010).

3.5. BEBIDAS BASADAS EN UNA MEZCLA DE LECHE Y FRUTAS

Las nuevas bebidas funcionales a base de jugos de frutas con leche son cada vez
mas y mas populares debido a sus atributos en la promocion de la salud. El
mercado de alimentos y bebidas funcionales ha experimentado un rapido
crecimiento en los ultimos afios, y representa una oportunidad de desarrollo de
nuevos productos y la innovacion tanto para la industria alimentaria como para la
comunidad cientifica (Granato, et al., 2010).
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En este sentido, las bebidas a base de frutas y productos lacteos estan recibiendo
una considerable atencion debido a que su mercado potencial esta creciendo. Sin
embargo, en la literatura disponible en la actualidad hay una falta de informacién
sobre la actividad de los antioxidantes en las bebidas de leche con frutas (Zulueta,
et al., 2007).

A partir de la determinacion del poder antioxidante total, es posible evaluar la
capacidad antioxidante de un producto, independientemente de su composicion
particular. Este parametro puede ser utilizado para la caracterizacion de la materia
prima y su evolucion en relacion con el tratamiento o las condiciones de
almacenamiento (Arnao, et al., 1998). En particular, se cree que los tratamientos
térmicos son la causa principal de la reduccion de los antioxidantes naturales
(Anese, et al., 1999).

Bajo este contexto, Zulueta et al. (2007), estudiaron la composicién fisicoquimica y
el valor nutricional de bebidas comercializadas en Espafa basadas en la mezcla
de leche vy frutas, proporcionando un andlisis mas extenso de sus caracteristicas
antioxidantes mediante el estudio de la concentracién de vitaminas Ay C y
compuestos fenolicos bajo condiciones de almacenamiento en refrigeracion y a
temperatura ambiente.

En dicha investigacion se obtuvo que los valores de solidos solubles totales
variaron desde 4 hasta 14,43°Brix. EI pH oscil6 desde 2,96 hasta 4,10. La
densidad varié desde 1,017 hasta 1,062 g/mL. En las bebidas lacteas, el contenido
de acido ascérbico oscil6 desde 9,32 hasta 53,9 g/100mL. El promedio de las
muestras almacenadas a temperatura ambiente (34,0+10,1 mg/100 mL) fue mayor
que la de las muestras refrigeradas (31,5+16,1 mg/100 mL), pero las diferencias
no fueron estadisticamente significativas.

Se determiné que la adicibn de vitamina C en la etiqueta influyd en la
concentracion final de la vitamina. El pH sélo tuvo una influencia significativa, y
una correlacion negativa con las concentraciones de vitamina C aportadas por la
fruta. El contenido de vitamina A, expresado como equivalentes de retinol (RE),
oscil6 entre 0,44 + 0,08 a 34,0 £ 5,98 RE.

El total de carotenoides y de vitamina A no fueron estadisticamente diferentes en
diversas condiciones de almacenamiento. Esto se debié a la gran variedad de
concentraciones encontradas en las muestras, resultante de la composicion de la
fruta, la fortificacion del producto hecha por el fabricante, o su adicion como
antioxidantes.

Los valores de pH no mostraron correlaciones con los carotenoides o vitamina A,
mientras que los °Brix y la densidad de cada uno mostro una correlacion positiva
para el B-caroteno. La capacidad antioxidante (TEAC) de las bebidas comerciales,
oscilaron entre 3,60 a 0,61 mmol Trolox/L. La capacidad antioxidante total de las
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muestras almacenadas bajo refrigeracion (2,74+0,82 mmol Trolox/L) fue
ligeramente superior, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa al
compararlas con la de las muestras almacenadas a temperatura ambiente (2,34 +
1,04 mmol Trolox/L). TEAC fue mayor en las muestras que contenian limén
(p=0,031), seguido de naranja, la cual tiene una alta concentracion de
carotenoides, especialmente (3-criptoxantina, que tiene una influencia significativa
en TEAC, y también es rica en compuestos fendlicos (naringina, hesperetina), y
por lo tanto tiene una alta capacidad antioxidante.

TEAC se debi6 principalmente a la vitamina C, seguido por los compuestos
fendlicos. Los altos valores de °Brix y de densidad contribuyeron a la estabilidad
de los antioxidantes presentes en las muestras.

Cilla et al. (2011) mencionan que para producir alimentos funcionales, las bebidas
de frutas son suplementadas con vitaminas y/o minerales como el hierro y el zinc
y/o leche. El estudio de estos autores consistid en evaluar la influencia de la
suplementacién con minerales y/o leche en la capacidad antioxidante de las
bebidas de fruta, el contenido de acido ascoérbico, y polifenoles totales y la
evolucion de esta capacidad antioxidante durante el almacenamiento en frio y
después de la digestidén gastrointestinal in vitro.

Respecto a la elaboracién, Salamanca y otros (2010) mencionan que para la
obtencion de jugos, néctares, conservas, compotas, mermeladas, yogures y
demas se requiere encontrar la mezcla Optima de ingredientes que permita
generar un nuevo producto cuya formulacion ofrezca caracteristicas de producto
funcional con alto valor nutricional y en las que se mantengan propiedades
organolépticas de aroma y sabor deseables.

Es asi como Zuleta et al. (2010) elaboraron una bebida basada en mezcla de
leche y jugo de naranja, utilizando (50% v/v) jugo de fruta, (20% v/v) leche UHT,
descremada (30% v/v) agua, (7.5% w/v) azucar, (0.1% w/v) &cido citrico y (0.3%
w/v) de pectina, evaluando en esta bebida la degradacion del acido ascorbico al
tratarla con campos eléctricos y un tratamiento térmico convencional.

En la anterior investigacion se obtuvo que la concentracién de &cido ascorbico
(AA) en la bebida sin tratar fue 26,35+1,35 mg/100 mL, después de la
pasteurizacion por calor este valor disminuyd. El procesamiento por el método de
pulsos eléctricos causd una reduccion significativa en las concentraciones de AA'y
la retencion minima obtenida fue de alrededor del 90%, con 22,66+1,42 mg/100mL
presentandose alrededor del 86% de retencibn. Ademds, las bebidas
almacenadas a 10°C presentaron alteraciones y se separaron en dos fases
después de 6 semanas (42 dias) de almacenamiento. Las bebidas almacenadas a
4°C también presentaron estos cambios durante la Ultima semana del estudio (49
dias).
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La vida util de las bebidas realizadas a partir de jugo de naranja y leche, tratadas
con pulsos eléctricos, es similar a las bebidas pasteurizadas. Las diferencias se
pueden atribuir a las condiciones de almacenamiento (tiempo y temperatura). No
obstante, la degradacién inicial de &cido ascérbico es menor en las muestras
tratadas por pulsos eléctricos y la concentracion de acido ascoérbico es mayor
durante el periodo de almacenamiento en las muestras tratadas mediante esta
tecnologia (Zuleta, et al., 2010).

Salvia et al., (2011) extrajeron el jugo de diferentes frutas y las mezclaron en las
siguientes proporciones: naranja (30%), kiwi (25%), mango (10%) y pifia (10%).
Los jugos de frutas se mezclaron con leche entera o descremada (17,5%) y azucar
(7,5%), en seguida ajustaron el pH a 3,35 con &cido citrico. Las proporciones de
cada ingrediente segun Salvia et al., (2011) se seleccionaron en base a estudios
previos con el fin de maximizar el contenido de vitamina C, la concentracion total
de fenoles y la capacidad antioxidante en las bebidas. Todas las muestras se
almacenaron en frascos estériles de plastico a 4°C.

De dicha investigacion se obtuvo que la supervivencia de L. innocua en bebidas
tratadas con pulsos eléctricos de alta intensidad de campo disminuyo
significativamente al aumentar el tiempo de tratamiento. Sin embargo, en los
tiempos mas altos de tratamiento la tasa de inactivacion disminuyé.

Los recuentos iniciales de mohos y levaduras en muestras frescas de jugo de fruta
con leche entera (FJ-WM) y jugo de fruta con leche descremada (FJ-SM) fueron
4,26 y 3,61 log UFC/mL, mientras que los de bacterias psicotrépicas fueron 3,87 y
3,12 log UFC/mL, respectivamente. Los pulsos eléctricos y los tratamientos
térmicos redujeron los recuentos microbianos (bacterias psicotrépicas y mohos y
levaduras) en <1 log UFC/mL inmediatamente después del tratamiento.

Las muestras de FJ-SM mostraron menores valores de acidez (1,10+0,02 mg
acido citrico/100 mL) y de solidos solubles totales (SST) (18,48+ 0,27%) en
comparacion con las muestras de FJ-WM (1,33+0,05 mg &cido citrico/100 mL y
19,41+ 0,38%), mientras que no se observaron diferencias significativas en su pH.

Ademas, a pesar de sus bajos valores de pH y la acidez alta, las bebidas tratadas
y no tratadas de FJ-SM y FJ-WM después de 56 dias a 4°C no manifestaron
separacion de fases. El procesamiento con pulsos eléctricos no influyé en los
valores de acidez, pH o de SST. Las propiedades fisicoquimicas de las bebidas a
base de frutas y leche se mantuvieron practicamente constantes a lo largo el
tiempo de almacenamiento a 4°C, independientemente del tratamiento aplicado.
Los resultados mostrados indican que en ambas bebidas el tratamiento térmico
fue mas eficaz para la inactivacion de Pectinmetilesterasa (PME) que los pulsos
eléctricos, disminuyendo la actividad PME hasta 29,34+ 4,02% y 12,67+ 1,66%
para FJ-SM y FJ-WM, respectivamente.
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La actividad residual de PME fue de 58,77+8,71% en la bebida FJ-WM
inmediatamente después del procesamiento con pulsos eléctricos, mientras que la
inactivacion de PME no se observo en las muestras de FJ-SM tratadas con este
método de conservacion.

El procesamiento con pulsos eléctricos de alta intensidad de campo inactivo a la
enzima poligaracturonasa (PG) de las bebidas de forma significativa, alcanzando
los valores residuales de actividad de 79,07+£3,02% y 73,08+5,47% en FJ-WM y
FJ-SM, respectivamente. La bebida FJ-SM tratada térmicamente mostré 67,30+
2,92% de actividad de PG inmediatamente después de su transformacion, y un
ligero aumento de la actividad de esta enzima fue observado en el caso de
bebidas FJ-WM.

La viscosidad de las bebidas FJ-SM y FJ-WM sin tratar fue 34,93 cP y 36,13 cP,
respectivamente. Un aumento significativo de la viscosidad fue detectado en las
bebidas inmediatamente después del tratamiento en comparacién con las no
tratadas, los cambios de viscosidad pueden estar influenciados por la actividad de
enzimas pectinoliticas tales como la PME y PG.

Morales de la Pefa et al., (2010) prepararon la bebida mezclando jugos de frutas
en las siguientes proporciones: naranja (250 mL/L), kiwi (180 mL/L) y pifia (70
mL/L), formulacién considerada segun previos estudios y escogida segun las
consideraciones anteriormente mencionadas por Salvia, et al. (2011). Los jugos
fueron mezclados con leche de soja (425 mL/L), azUcar (75g/L) y acido citrico
hasta llegar a un pH de 3.7.

De acuerdo a la anterior investigacion se obtuvo una reduccién microbiana
maxima de 5,44 y 5,09 unidades logaritmicas después de aplicar un tratamiento
con pulsos eléctricos de 800 o 1400 us a la bebida realizada a partir de jugo de
fruta con leche de soja (FJ-SoyM) inoculada con Lactobacillus brevis y
Lactococcus innocua respectivamente. La inactivaciéon total (<1 log UFC/mL) de
ambos microorganismos se observd después del tratamiento térmico aplicado
(90°C, 60 s).

El tratamiento con pulsos eléctricos en 800 y 1400 us redujo en 17,5% y 29% la
actividad de POD en la bebida FJ-SM, respectivamente, del mismo modo la
actividad de lipoxigenasa (LOX) se redujo en un 39% y 34% inmediatamente
después del tratamiento con 800 y 1400 ps. La inactivacion enzimética mas alta
(100% - POD y 51% LOX) se obtuvo después de aplicar el tratamiento térmico.
Justo después de la transformacion, no hubo diferencias significativas en la
retencion de vitamina C (87 - 90%) entre las bebidas tratadas térmicamente y con
pulsos eléctricos. Como se sabe, el acido ascorbico es un nutriente termolabil,
pero a bajas condiciones de pH se estabiliza. El contenido de vitamina C de las
bebidas FJ-SoyM disminuyd gradualmente durante el almacenamiento,
independientemente del tratamiento aplicado.
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La concentracion inicial de los compuestos fendlicos totales en las bebidas FJ-
SoyM vari6é de 79,88 (sin tratar) a 83,09 (1.400 ps- tratado con pulsos eléctricos)
mg de acido galico/100 mL, sin diferencias significativas entre las muestras sin
tratar y tratadas. No hubo pérdidas significativas de fenoles totales en las
muestras tratadas con pulsos eléctricos, aunque algunas fluctuaciones se
observaron durante todo el periodo.

La capacidad antioxidante de las bebidas no tratadas y tratadas evaluadas
inmediatamente después de los tratamientos varid6 de 27,26% (tratamiento
térmico) a 29,61% de inhibicién de DPPH (800 ps- tratadas con pulsos eléctricos),
sin diferencias significativas entre las muestras. El porcentaje de inhibicion de
DPPH en las bebidas no tratadas y tratadas disminuy6é gradualmente a medida
gue aumento el tiempo de almacenamiento, y fue significativamente menor en las
bebidas tratadas por calor.

Sampedro et al., (2009) realizaron la formulacién de la bebida empleando: jugo de
naranja pasteurizado (50% v/v), leche descremada UHT (20% v/v), pectina de alto
metoxilo (0.3 % m/v) como estabilizante, &cido citrico comercial (0.1% m/v), azlcar
(7.5% m/v) y agua destilada (30% v/v). Los ingredientes sélidos fueron puestos en
el agua en los pesos en la proporcion indicada. La bebida fue preparada justo
antes de ser usada.

En esa investigacion se estudiaron los efectos de procesamiento con tratamientos
térmicos, pulsos eléctricos (PE) y alta presion hidrostatica (APH) sobre la actividad
de pectinmetilesterasa (PME) y la concentracion de compuestos volatiles en la
bebida. Se requirié un tratamiento térmico (85°C, 1 min), otro mediante CE a 25
kV/cm, 65°C o el tratamiento APH a 650 MPa, 50 °C para inactivar 90% de PME.
Doce compuestos volatiles fueron extraidos por microextraccién en fase soélida
(SPME) y seleccionados para la cuantificacion por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (GC-MS) después de la aplicaciéon de los diferentes
tratamientos.

La pérdida media de la concentracion de compuestos volatiles estuvo entre 16,0 y
43,0% después del tratamiento térmico. Después del tratamiento mediante PE la
pérdida promedio fue entre -13,7 y 8,3% a 25°C, 58 y 21,0% a 45°C y 116y
30,5% a los 65°C. Después del tratamiento con APH la pérdida promedio fue entre
-142 y 75% a 30°C y 22,9 y 42,3% a 50°C. Los resultados demostraron el
potencial de las tecnologias no térmicas en el suministro de alimentos con un alto
estandar de calidad en comparacion con el tratamiento térmico.

Y la relevancia industrial dada por los autores sefiala que el uso de tecnologias no
térmicas como una alternativa para el procesamiento en la pasteurizacién de
bebidas ha adquirido relevancia en los ultimos afios, puesto que el tratamiento con
PE puede lograr un alto grado de inactivaciéon de PME en una bebida a base de
zumo de naranja y se mantiene mejor el aroma natural que con AHP vy los
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tratamientos térmicos. El procesamiento con PE tendria entonces un enorme
potencial para pasteurizar zumos de fruta y preservar sus caracteristicas naturales
de calidad.

3.6. METODOS DE CONSERVACION DE LAS BEBIDAS

3.6.1. Vida util. La vida util o caducidad de un alimento puede definirse como “el
periodo de tiempo, después de la elaboracion y/o envasado y bajo determinadas
condiciones de almacenamiento, en el que el alimento sigue siendo seguro y
apropiado para su consumo”. Todos los alimentos poseen una caducidad
microbiolégica, una caducidad quimica y/o fisico-quimica y una caducidad
sensorial; la cual depende de las condiciones de formulacion, procesamiento,
empacado, manipulacion y almacenamiento (Vankerschaver, et al. 1996).

Comunmente la determinacién de la vida util se hace por prueba y error siendo la
forma mas habitual el mantener el producto bajo condiciones de almacenamiento
tipicas hasta que ocurra su descomposicién. Sin embargo, la aplicacion de
modelos matematicos es una herramienta cientifica para predecir la vida de
anaquel, debido a que brinda una rigurosidad en su metodologia permitiendo
obtener resultados confiables monitoreando el comportamiento de cada uno de
los agentes que interactian en ese entorno cuando cambian uno o varios factores
(tiempo, temperatura, humedad, acidez, pH, etc.) que ejercen influencia sobre el
producto (Vankerschaver, et al. 1996).

Ademas, cabe resaltar que el periodo de vida util funcional de un producto se
estima usando la vida media de los componentes que le otorgan dicha
caracteristica entre los cuales se tiene la vitamina C, contenido de fenoles totales
y carotenoides (Laorko, et al., 2013), aplicando la cinética quimica de deterioro de
los alimentos a través de modelos matematicos como el de Arrhenius calculando
pardmetros cinéticos como: la constante de velocidad de reaccién (k), la energia
de activacion del modelo (Ea), el parametro Q1o (Vankerschaver, et al. 1996).

3.6.2. Tratamientos de conservacién aplicados a las bebidas. Respecto a los
tratamientos de conservacion utilizados para el procesamiento, Zuleta et al.
(2010), mencionan que el principal desafio en la elaboracién de una bebida es el
de preservar sus nutrientes y hacerlo atractivo desde el punto de vista sensorial.

Entre las tecnologias de conservacion se destacan: las altas presiones
hidrostaticas (Harte, et al., 2003; Guerrero, et al., 2005; Guerrero, et al., 2006;
Penna, et al., 2006; Raso, et al., 1998; San Matrtin, et al., 2002; Norton y Sun,
2008), los pulsos eléctricos de alta intensidad de campo (Sepulveda, et al., 2000;
Barbosa, et al., 1998; Bendicho, et al., 2002; Bendicho, et al., 2005; Cortes, et al.,
2006; Fernandez, et al., 2005); el ultrasonido (Barbosa y Rodriguez, 2002; Lopez,
et al.,, 1994), las radiaciones ionizantes, (Guerrero y Barbosa, 2006; Guerrero y
Barbosa, 2005; Guerrero y Barbosa, 2004; Song, et al., 2007); las atmosferas
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modificadas (Garcia, et al., 1998) y los envases "inteligentes". Tecnologias que
ademas de presentar ventajas y limitaciones en su procesamiento tecnoldgico,
hacen pensar ademas en el marco legal que regula su utilizacion en la industria.

Por lo anterior, los tratamientos térmicos son los métodos mas utilizados para
extender la vida atil de los alimentos liquidos por la inactivacion de
microorganismos y enzimas, sin embargo, el calor provoca la destruccion en
diversos grados de constituyentes deseables de los alimentos, tales como
nutrientes, cambios indeseados en las caracteristicas fisicoquimicas como color,
sabor y textura (Lee y Coates, 2003; Manso, et al, 2001), y la alteracion de sus
propiedades antioxidantes (Plaza, et al., 2006; Braddock, 1999). La efectividad del
tratamiento depende de variables como el tiempo, temperatura y pH (Osorio, et al
2008), de la composicion del alimento y del tipo de enzima.

En la tecnologia de conservacion de los productos, es esencial tener en cuenta
que los consumidores estan interesados en los alimentos procesados
térmicamente donde los compuestos nutritivos importantes sean afectados lo
minimo posible. Por lo tanto, es de gran importancia especificar condiciones y
objetivos adecuados para el procesamiento de los alimentos (Polata et al., 2009).

Es asi como, el ajuste de los parametros adecuados de un método de
preservacion para un nuevo producto requiere de la seleccién de microorganismos
y enzimas objetivos. Por eso, segun reporta Morales et al. (2010) Lysteria
monocytogenes y Lactobacillus brevis causan el deterioro de los alimentos y
enfermedades transmitidas por estos y peroxidasa y lipoxigenasa catalizan
algunas reacciones afectando un amplio rango de compuestos naturales como
fenoles y acidos grasos poliinsaturados (Bruemmer, et al.,, 1976; Eskin, et al.,
1977). Como consecuencia, se genera flavor y olor a rancio en varios vegetales y
jugos de frutas.

Por otro lado, hay varios estudios acerca de la mezcla de leche y frutas, que
incluyen la aplicacion de diversos métodos de conservacion baséndose en
actividad enzimatica, microorganismos de interés y la evaluacion de cambios en la
capacidad antioxidante y caracteristicas organolépticas del producto.

De esta forma, Sampedro et al. (2008), estudiaron la cinética de inactivacion de
Pectinmetilesterasa en una bebida a base de leche y jugo de naranja, asi como en
diferentes matrices de naranja bajo condiciones combinadas de altas presiones
hidrostaticas y calor.

Sampedro et al. (2009), estudiaron los efectos de los pulsos eléctricos, las altas
presiones hidrostaticas y los procesos térmicos en la actividad de
Pectimetilesterasa y los compuestos volatiles en una bebida a base de leche y
jugo de naranja.
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Morales de la Pefa et al.(2010), compararon los efectos de las altas presiones
hidrostaticas y las tecnologias térmicas en la estabilidad microbiana, los
parametros de calidad y los cambios en las propiedades antioxidantes de una
bebida a base de jugo de frutas y leche de soya teniendo en cuenta la inactivacion
de Listeria monocytogenes y Lactobacillus brevis .

Salvia et al. (2011), estudiaron el efecto de los campos eléctricos de alta
intensidad y tratamientos térmicos en la estabilidad microbiana, parametros
fisicoquimicos y enzimas relacionadas con la viscosidad de una bebida a base de
zumo de fruta y leche entera y descremada, teniendo en cuenta la inactivacion de
Listeria innocua, como microorganismo objetivo.

Por otra parte, la exploracion de métodos basados en campos eléctricos es una
alternativa de preservacion no térmica que podria ser utilizada como complemento
en la pasteurizacion de los alimentos liquidos, ya que han demostrado buenos
resultados para la inactivacion de microorganismos y enzimas y para la
preservacion de las caracteristicas organolépticas (Bendicho, et al., 2002; Cortés,
et al., 2005; Elez, et al., 2007; Fernandez, et al., 2005; Zulueta, et al., 2007).

Sin embargo, estudios previos desarrollados por Osorio, et al. (2008); Guerrero y
Barbosa, (2006); Guerrero y Barbosa, (2005); Guerrero y Barbosa, (2004); Song,
et al. (2007); han demostrado que el uso de tecnologias emergentes y entre ellas
la pasteurizacion a temperaturas bajas han inhibido la accién enzimética de jugos
de frutas sin ir en detrimento de la calidad de los productos implicados.

Por otra parte, Nagy y otros, (1993) establecen que los tipicos tratamientos
térmicos para jugos con pH bajos varian desde 90 a 95°C entre un rango de
tiempo de 15 segundos a 1 min.

Asimismo algunos autores han demostrado que los tratamientos térmicos son
apropiados teniendo en cuenta que el sustrato es la leche y que ademas, se
requieren de alternativas conjuntas como los envases y las bajas temperaturas de
almacenamiento para lograr 6ptimos resultados (Klopotek, et al., 2005; Chisari, et
al., 2007; Dutta, et al., 2006).

Aunado a lo anterior, los estudios de retencion de las vitaminas para evaluar los
efectos de los tratamientos son de gran importancia. Los investigadores han
utilizado el &cido ascérbico como indicador de calidad en frutas y verduras (Ayhan,
et al., 2001) debido a que es un compuesto bioactivo sensible.
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4. METODOLOGIA

4.1 DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA
PULPA DE TOMATE DE ARBOL Y LA LECHE.

4.1.1 Adquisicién de la materia prima. Se utilizd6 tomate de arbol (Solanum
betaceum (Cav.) Sendtn) en grado 6ptimo de madurez, proporcionado por la
empresa INPADENA dedicada a la obtencion de pulpas en el municipio de Pasto.

Por otra parte, se trabajo con leche UHT descremada la cual se obtuvo de un
supermercado local.

4.1.2 Tratamiento del tomate de arbol. Los frutos fueron seleccionados y
clasificados conforme a la NTC 4105 por su estado de madurez comercial; se
lavaron con agua potable y se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de
sodio a 50 ppm durante 5 minutos. Posteriormente fueron enjuagados, troceados y
homogeneizados empleando una despulpadora industrial marca Comek 500. La
pulpa obtenida fue almacenada bajo condiciones de congelacion (-23°C) hasta su
uso (ver diagrama 1).
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Diagrama 1. Diagrama de flujo de la obtencion de la pulpa de tomate de
arbol

Fuente: esta investigacion

4.1.3 Analisis fisicoquimico de las materias primas. Este analisis se realizo
tanto a la pulpa de tomate de arbol como a la leche. Los reactivos que se utilizaron
fueron de grado analitico.

4.1.4 Tomate de arbol. De acuerdo a la AOAC (1997), la pulpa de tomate de arbol
fue utilizada en fresco y sometida a las siguientes pruebas preliminares (ver figura
1):

v" Medicion de pH: se emple6 un pH metro marca Tecpel

v' So6lidos solubles totales (SST): se realizé con un refractbmetro marca
Atago, los resultados se expresaron como °Brix
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v Acidez: se realiz6 mediante titulacion con NaOH 0,1 N, los resultados se
expresaron como g de &cido citrico/100 g de muestra.

v Indice de madurez (IM): Se calculé mediante la ecuacién 1

SST
M = - Ecuacion 1
acidez

Figura 1. Extraccién de la pulpa de tomate y determinacidon de algunas
propiedades fisicoquimicas

Fuente: esta investigacion

La caracterizacion del material se realiz6 mediante métodos descritos para el
andlisis quimico de alimentos del laboratorio de bromatologia de la Universidad
de Narifio, basado en las técnicas de la AOAC (1997), tal como se observa en

el cuadro 1.
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Cuadro 1. Métodos y técnicas para la caracterizacion de la materia prima

Andlisis Método Técnica
Humedad Secado en estufa Gravimétrica.
Cenizas Incineracion en Mufla Gravimétrica
Fibra cruda Digestion acida-basica: Gravimétrica

Crisol Gooch
Proteina cruda Kjeldalh Volumétrica
Vitamina C HPLC Cromatografica
Carbohidratos totales Hidrdlisis directa: Somogyi- | Espectrofotométrica
Nelson
Determinacion de Hierro | Oxidacion humeda, EAA Espectrofotométrica
Determinacion de Potasio | Oxidacion hiumeda, EAA Espectrofotométrica
Determinacion de Fosforo | Oxidacion himeda, | Espectrofotométrica
Colorimetria
Determinacion de Calcio | Oxidacion humeda, EAA Espectrofotométrica

Fuente: esta investigacion

4.1.5 Leche. El analisis fisicoquimico se realizé en un equipo EKOMILK-M (ver
figura 2), en el cual se determiné la densidad, el porcentaje de grasa, proteina 'y de
sélidos no grasos. Ademas, se determind cenizas, carbohidratos totales, fibra,
calcio, pH y acidez empleando los métodos y procedimientos mencionados

anteriormente.

Figura 2. Determinacién de algunas propiedades fisicoquimicas de la leche

mediante EKOMILK

Fuente: esta investigacion

51




4.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL DE POD EN LA
PULPA DE TOMATE DE ARBOL PARA DETERMINAR LA EFECTIVIDAD DE
LOS TRATAMIENTOS TERMICOS.

4.2.1 Determinacién de la actividad enzimatica de pod en la pulpa de tomate
de arbol. Se ajustd las metodologias de extraccion y medicion de la enzima POD
basandose en investigaciones aplicadas a diferentes materiales (ver anexos 1y 2)
debido a que fue necesario determinar la actividad de la enzima POD en éptimas
condiciones y ademas porque ocurrieron inconsistencias con el protocolo que se
propuso al inicio de la formulacion del proyecto, las cuales se manifestaron en las
curvas de cinética enzimatica.

4.2.1.1 Metodologia de extraccion de POD. Basandose en la revision
bibliografica realizada (ver anexo 1) se establecieron algunos parametros
constantes debido a que sus valores fueron comunes para la mayoria de
investigaciones. Es asi como se establecié una velocidad de centrifugacion de
10.000 r/min, la concentracion del buffer fosfato, 0,05 M y se acord6é no agregar
ningun compuesto quimico adicional. Se hizo variar la relacion entre la cantidad de
pulpa y buffer fosfato de 1:1 a 1:4 (porcentaje de pulpa, PP=20 a 50% de pulpa) y
el tiempo de centrifugacion (TC) de 10 a 30 minutos (ver cuadro 2).

Cuadro 2. Factores experimentales del DCC para la estandarizacion del
protocolo de extraccion y medicion enzimatica de POD

Factores Bajo Alto |Unidades|Continuo
Tiempo de 10 30 Minutos Si
centrifugacion
Cantidad de | 20 50 % Si
Pulpa
Volumende | 30 90 pL Si
Extracto

Fuente: esta investigacion

4.2.1.2 Obtencion del extracto enzimatico. Las muestras se prepararon para el
andlisis (ver figura 3) mediante la mezcla en tubos de centrifuga de 15 mL de los
volimenes dados en la matriz experimental del anexo 3 que representaron la
cantidad de pulpa y de buffer fosfato de sodio de concentracion 0,05 M y pH 6,5,
empleados en cada ensayo. Las muestras fueron centrifugadas en un equipo
Universal 320 marca Hettich segun el tiempo estipulado en dicha matriz a 7.800
r/min. El precipitado se descartd y el sobrenadante constituyd el extracto
enzimatico que fue utilizado inmediatamente para la determinacion de la actividad
POD.
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Figura 3. Extraccion enzimatica y determinacién de la actividad de POD

Fuente: esta investigacion

4.2.1.3 Metodologia de medicion de la actividad POD. Se establecieron como
pardmetros constantes el pH, 6,5, el protocolo de Morales, et al. (2002) con
respecto a las cantidades de sustratos y se hizo variar la proporcion de solucién
sustrato con respecto al volumen de extracto enzimatico (VE), manteniendo
constante el volumen total empleado, 2,5 mL.

4.2.1.4 Medicion de actividad POD. Para el andlisis de la actividad de POD se
uso un buffer de concentracién 0.2 My pH de 6,5. La solucion sustrato se preparo
diariamente y se realizé con la mezcla de 0,1 mL de guayacol (99,5%), 0,1 mL de
perdxido de hidrogeno (30%), y 99,8 mL de buffer fosfato de sodio, 0,2 My pH 6.5
(Morales, et al. 2002).

Los ensayos de actividad de POD se llevaron a cabo mediante la mezcla de los
volimenes de extracto enzimatico y de la solucién sustrato que se establecieron
en la matriz experimental presentada en el anexo 3, en cubetas del
espectrofotometro. El blanco se preparé de la misma forma pero empleando agua
destilada en lugar del extracto enzimatico. La muestra y el blanco se agitaron y se
colocaron en un espectrofotometro marca Thermo Scientific. Se tomaron lecturas
de la absorbancia a 470 nm cada 30 segundos durante un total de 30 minutos y
los datos obtenidos fueron analizados empleando el programa Thermo Vision Lite.

La actividad enzimética se determind a partir de la pendiente de la linea recta que
se origind hasta los 10 minutos transcurridos de la curva de ajuste, por tanto, la
unidad de actividad POD se define como el cambio de absorbancia por minuto
(AAbs/min).
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4.2.1.5 Disefio experimental. Se utilizé un disefio compuesto central (DCC) 23
mas puntos estrella y puntos centrales con metodologia de superficie de
respuesta, para determinar el efecto de los factores, sobre la actividad enzimatica
de POD. Este disefio fue seleccionado por tres razones: 1. Se disponia de un
buen control local de las variables experimentales que a su vez eran continuas, 2.
porque el objetivo era maximizar la actividad POD vy finalmente porque con la
revision bibliografica realizada, se tuvieron valores maximos y minimos de los tres
factores estudiados, con los cuales se llevo a cabo la optimizacion de la variable
respuesta.

Los atributos del disefio son:

Numero de factores experimentales: 3

Numero de bloques: 2

Numero de respuestas: 1

Numero de corridas: 32, incluyendo 2 puntos centrales por bloque
Grados de libertad para el error: 21

Aleatorizado: Si

Cuadro 3. Variable respuesta del DCC para la estandarizacién del protocolo
de extraccion y medicion enzimatica de POD

Respuesta Unidades
Actividad Enzimética POD|AAbs/min
Fuente: esta investigacion

4.2.1.6 Tratamiento térmico. El tratamiento térmico se aplico a la pulpa de tomate
de arbol y se desarrollé procurando mantener las caracteristicas organolépticas y
funcionales de la fruta, teniendo en cuenta los rangos empleados en la
inactivacion de POD de varios productos (ver cuadro 4) y resaltando la importancia
de elegir un rango de temperaturas y tiempos que conserven no soélo la calidad
nutricional y sensorial sino también la bioactividad de los constituyentes presentes
en la fruta.

Sin embargo, en el cuadro 5 se observan rangos de temperatura y tiempos que
especifican condiciones severas las cuales pueden provocar alteraciones de las
propiedades nutricionales, organolépticas y ademas reducirian el contenido o la
biodisponibilidad de algunos compuestos bioactivos. De esta manera, se decidid
elegir un rango de temperaturas y tiempos que a pesar de ser enérgicos, podrian
preservar de mejor forma las propiedades funcionales de la bebida.
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Cuadro 4. Tratamientos térmicos empleados en la inactivaciéon de POD en

frutas y vegetales

Valores de
Producto Tempoeratura Tiempo _tempera}tura y Referencia
(°C) tiempos optimos
(AR POD = 10%)
(Benlloch-
Puré de Kiwi 97 30s -- Tinoco et al.
2013)
Tomate (Solanum
lycopersium)
(Modelacion de la 2 325 (Sahin Ercan,
cinética de la 63—-67 min 67°C-3min C. Soysal,
inactivacion de 2011)
POD)
Calabaza
(Modelacién de la
cinética de la 75.95 2ab0 90°C-5,8 miny | (Gonsalves, et
inactivacion de min 95°C-3,9 min al., 2007)
POD)
grl:;itg/zgilgr? %Z : 93°C-1 min; (Vasquez, et
POD) 85-93 1-16 min 85°C-16 min; al 2007’)
88°C-16 min N
Jugo de ) i . 01 i (Vora et al.
Zanahorias 65-90 1-10 min 80°C-1 min 1999)
. i 5 15y O.E mi (Terefe et al.
Puré de fresa 25-90 30 min 60°C-5 min 2010)
. . (Fortea et al.
- - oC-
Uvas 60-80 1-40 min 75°C-5 min 2009)

Fuente: esta investigacion

Ademas, la pasteurizacion se realiz6 en tubos capilares de 2 mm de didmetro
interno, 3 de mm de diametro externo, de 85 mm de longitud y de una capacidad
de 115 pL, los cuales alcanzaron la temperatura de pasteurizacion en 15
segundos (ver figura 4). Estos fueron introducidos en un bafio termostatado con
agua a la respectiva temperatura de pasteurizacion y el choque térmico se realizo
empleando un bafio de hielo.
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Figura 4. Tubos capilares empleados en la pasteurizacion

Fuente: esta investigacion

4.2.1.7Disefio experimental. Se empled un disefio experimental en el cual los
factores de estudio a evaluar fueron: la temperatura (T) en los niveles 65 a 90 °C y
el tiempo (t) en los niveles 20 a 60 segundos (ver cuadro 5). Se utilizé un disefio
central compuesto 22 mas puntos estrellas y centrales con metodologia de
superficie de respuesta, con el fin de determinar el efecto de los factores, sobre la
variable respuesta: actividad enziméatica residual de POD (ver cuadro 6).

El porcentaje de actividad residual (AR) de POD se define como se indica en la
ecuacion 2:

Ag g
AR = 100.— Ecuacion 2
Ay

Donde, A:y Ag correspondieron a las actividades enzimaticas de las muestras de
pulpa tratadas y no tratadas, respectivamente. A; y Ap se determinaron
inmediatamente después del procesamiento para evitar los efectos del tiempo de
almacenamiento (Aguild, et al., 2008).

Los atributos del disefio son:

Numero de factores experimentales: 2

Numero de bloques: 3

Numero de respuestas: 1

Numero de corridas: 30, incluyendo 2 puntos centrales por bloque
Grados de libertad para el error: 22

Aleatorizado: Si

La matriz de disefio experimental para evaluar el efecto de los tratamientos
térmicos sobre la actividad residual de POD se presenta en el anexo 4.
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Cuadro 5. Factores experimentales del DCC para evaluar el efecto de los
tratamientos térmicos sobre la actividad residual de POD

Factores | Bajo | Alto |Unidades| Continuo
Temperatura | 65 90 °C Si
Tiempo 20 60 |[Segundos Si
Fuente: esta investigacion

Cuadro 6. Variable respuesta del DCC para evaluar el efecto de los
tratamientos térmicos sobre la actividad residual de POD

Respuestas Unidades
Actividad Residual POD %
Fuente: esta investigacion

4.2.1.8 Disefio de los andlisis. El analisis de resultados para los disefios
experimentales propuestos tanto en la metodologia de extraccién y medicion de la
actividad de POD como en la evaluacion de la efectividad del tratamiento térmico
sobre la actividad residual de POD, se desarroll6 empleando el programa
Statgraphics centurion © Plus version XV.II, mediante el cual se realizo:

Andlisis de varianza

Optima respuesta

Diagramas de Pareto

Gréficos de efectos principales
Graficos de interaccion
Superficies de respuesta.

ASANENENENEN

Después de realizado el andlisis de resultados, el tratamiento térmico con el cual
la actividad residual de POD se mantuvo en un valor 6ptimo del 10% fue empleado
para llevar a cabo un andlisis microbiologico en la pulpa, el cual consisti6 en
evaluar los siguientes parametros: coliformes totales, coliformes fecales, recuento
de esporas Clostridium sulfito reductor, mesofilos aerobios y recuento de mohos y
levaduras, exigidos en la Resoluciéon No. 7992 de 1991 del Ministerio de Salud de
Colombia, la cual reglamenta lo relacionado a la elaboracion, conservacion y
comercializacién de Jugos, concentrados, néctares, pulpas, pulpas azucaradas y
refrescos de frutas. Lo anterior con el fin de garantizar que el tratamiento térmico
optimo obtenido de evaluar la actividad residual de POD también aseguraba la
inocuidad del producto.
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4.3 DETERMINACION DE LA FORMULACION DE LA BEBIDA CON BASE EN
LA ACEPTABILIDAD DE SUS PROPIEDADES SENSORIALES

La preparacion de las bebidas se realizé utilizando leche UHT descremada, de
acuerdo a las consideraciones realizadas por Zulueta et al. (2010) y Sampedro et
al. (2010) y pulpa de tomate de arbol. Para evaluar las caracteristicas sensoriales
derivadas de la formulacion de la bebida, se tuvieron en cuenta algunas
consideraciones basadas en la Resolucion No. 7992 de 1991 del Ministerio de
Salud y la norma General del CODEX para zumos (Jugos) y néctares de frutas,
CODEX STAN 247 de 2005, entre las cuales cabe mencionar:

v Se mantuvo constante el porcentaje de pulpa (30%) y se hizo variar la
relacion leche: agua asi: R1 (100:0), R2 (70:30), R3 (40:60).

v' Tomando como referencia también el estudio de Zulueta et al., (2010) se
afiadi0 azlUcar y pectina citrica de alto metoxilo (0,3% w/v) como
edulcorante y homogeneizador, respectivamente. Las cantidades de
azucar, leche y agua fueron obtenidas a partir de los balances de masa
correspondientes.

En primera instancia, se realiz0 la estandarizacion del indice de madurez del
tomate de arbol aumentando los °Brix de la pulpa. Luego, los ingredientes soélidos
como el azlcar y la pectina se disolvieron en agua. Posteriormente se agrego la
pulpa de tomate de arbol y la leche se afiadio al final (Sampedro et al. 2008). La
mezcla se realiz6 empleando una licuadora marca Oster. Mas adelante se
procedid a aplicar el tratamiento térmico definido por el analisis estadistico
derivado del primer objetivo, en el cual POD presenté una actividad residual del
10% en la pulpa de tomate. La bebida se envaso en frascos de vidrio estériles
twist-off, los cuales se introdujeron en un bafio termostatado a temperatura de
pasteurizacion, 92°C. Las muestras de bebida tardaron 35 min en alcanzar esta
temperatura. Luego, se mantuvieron en el medio 56 s y el choque térmico se
realiz6 empleando un bafio de hielo (ver figura 5 y 6). Finalmente, una vez
obtenidas las muestras, se almacenaron a 4+1°C y en oscuridad hasta los analisis.
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Figura 5. Proceso de elaboracion de la bebida de leche y tomate de arbol

Fuente: esta investigacion

Figura 6. Muestras de Bebida para analisis

Fuente: esta investigacion

4.3.1 Evaluacion Sensorial. Para determinar la formulacion de la bebida se
realiz6 una prueba. sensorial afectiva. La prueba para medir el grado de
satisfaccion la evaluaron 50 jueces no entrenados escogidos del campus
universitario mediante el método de escala Hedonica descrito por Anzaldla
(1994), donde se calificaron las siguientes caracteristicas: color, olor, sabor y
viscosidad, en la cual cada juez eligi6 entre las siguientes opciones y puntajes: me
gusta mucho (5), me gusta (4), me es indiferente (3), me disgusta (2) y me
disgusta mucho (1). Las tres muestras elaboradas fueron rotuladas con nameros
al azar para evitar sesgar las encuestas y en el desarrollo de la prueba se les
solicitd a los jueces sefialar cuanto les gustaba o les disgustaba cada uno de los
atributos evaluados.
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Ademas, se tuvieron dos sitios de cata, los cuales correspondieron a la planta
piloto de la facultad de Ingenieria Agroindustrial y la cafeteria de la Universidad de
Narifio. Las muestras de la bebida fueron presentadas a una temperatura
aproximada de 10°C y se utilizd6 agua para eliminar sabores antes de iniciar la
prueba y entre cada muestra (ver figura 7). Por cada atributo se presento una hoja
de respuesta (ver anexo 5).

Figura 7. Aplicaciéon de la prueba sensorial afectiva en el campus
Universitario

Fuente: esta investigacion

El analisis de resultados se realizé con el programa Statgraphics Centurion ©Plus
version XV.II, mediante el cual se efectu6 el analisis de varianza y la prueba de
comparacion de minima diferencia significativa (LSD) de Fisher con un nivel de
significancia del 5%.

4.4. DETERMINACION DEL POTENCIAL FUNCIONAL DE LA BEBIDA A
TRAVES DE LA EVALUACION DE SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE,
CONTENIDO DE FENOLES TOTALES, ACIDO ASCORBICO Y
CAROTENOIDES.

4.4.1 Evaluacion de la actividad antioxidante. La actividad antirradical de la
bebida se determin6 mediante el ensayo de 2,2 difenil-1-picrilhidracil (DPPH), es
decir, se midi6 la capacidad para reducir el radical libre estable DPPH’ (que
absorbe intensamente a 515 nm). La variable a medir fue la reduccién de la
absorbancia del DPPH con el tiempo.

El método DPPH fue realizado segun la metodologia establecida por Espinal
(2010) a la cual se le realizaron algunas modificaciones. Para ello, se prepard una
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solucion de DPPH 0,1 mM en etanol. 975 pyL de esta solucién se incubaron a
temperatura ambiente durante 7 min y se midi6 la absorbancia inicial a 515 nm, la
cual fue de 0,691. Para construir la curva de calibracion se adicionaron 25 pL de
soluciones de Trolox en etanol entre 0,5y 2 mM a la solucién de DPPH (ver figura
8), se incubd a temperatura ambiente durante 7 min y se midio la absorbancia a
515 nm.

Figura 8. Determinacion de la curva de calibracion con trolox para evaluar la
capacidad antioxidante de la bebida

Fuente: esta investigacion

La medida de la actividad antioxidante de las muestras se realizé preparando la
solucion stock del radical DPPH 0,1 mM diariamente, incubando 975 pL a
temperatura ambiente durante 7 min y se midi6 la absorbancia inicial a 515 nm.

Ademas, 3 mL de bebida diluidos en 6 mL de agua destilada se centrifugaron a
5000 r/min durante 15 min. Posteriormente, 25 pL del sobrenadante se
adicionaron a la solucion de DPPH y después de 60 min de reacciéon a
temperatura ambiente se midid la absorbancia a 515 nm en un espectrofotometro
UV/Vis Thermo Scientific.

Los resultados se expresaron como la capacidad antioxidante equivalente al

Trolox (TEAC) expresada como mmol Trolox/L. Las medidas fueron realizadas por
triplicado (n = 3).
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4.4.2 Determinacion del contenido de fenoles totales. La determinacion de
fenoles totales en la bebida se realiz6 usando el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton & Rossi, 1965).

Para construir la curva de calibracion se empled acido galico a concentraciones
entre 50 y 500 ppm. 0,1 mL de cada una de estas soluciones fueron mezcladas
con 0,5 mL del reactivo de Folin-ciocalteu y 1,5 mL de solucién de carbonato de
sodio (Na,CO3) en agua destilada al 20% (p/v). Transcurridas dos horas de
reaccion se tomo la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro UV/Vis
Thermo Scientific (ver figura 9).

Figura 9. Determinacién de la curva de calibracion con acido galico para
evaluar fenoles totales en la bebida

Fuente: esta investigacion

Para medir el contenido de fenoles totales en la bebida, 0,1 mL de muestra fueron
mezclados con el reactivo de Folin-ciocalteu y la solucién de Na,CO; en las
cantidades indicadas anteriormente y se siguid6 el mismo procedimiento. Las
medidas fueron realizadas por triplicado (n = 3) y los resultados se expresaron
como mg de &cido galico equivalente (GAE)/100 mL.

4.4.3 Determinacién de acido ascoérbico. La extraccion de acido ascorbico en
las muestras de bebida de tomate se realizé empleando extraccion liquido-liquido,
utilizando un método adaptado de Nour et al. (2010) & Del caro et al. (2004). Esta
consistié en la mezcla de 10 mL de bebida con 25 mL de acido fosférico 0,05 N
mediante un Shaker marca Indulab durante 30 min, a 250 r/min a 4°C.
Posteriormente se centrifugé durante 20 min a 6000 r/min en una centrifuga marca
Sigma y del sobrenadante se emplearon 20 pL (ver figura 10).
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Figura 10. Extraccién y determinacion de acido ascorbico en la bebida

Fuente: esta investigacion

Dicho volumen se filtré a través de discos GHP (Acrodisc, Pall) de 13mm x 0,45um
y luego se inyect6 en el equipo HPLC marca Waters® Breeze™ 2 HPLC System
con deteccion UV. Las condiciones del sistema fueron: volumen de inyeccién 20
uL, detector PDA (Photodiode Array, Waters 2998), el rango de longitud de onda
trabajado fue 200 a 450 nm pero la lectura se realizé a 210 y 254 nm, flujo de 0,7
mL/min, columna C18 (2) Luna Phenomenex marca Waters de 250 mm x 4,6 mm.
La fase moévil empleada fue buffer fosfato de concentracion 25 mM y pH=2,5. La
identificacion de acido ascérbico en las muestras se realiz6 mediante comparacion
con el tiempo de retencion (tr) de una soluciébn patron de &cido ascorbico
analizada bajo las mismas condiciones. La cuantificacion se realiz6 empleando
estandar externo y relaciones de area cromatografica con soluciones patrén de
acido ascérbico. Las medidas fueron realizadas por triplicado (n=3) y los
resultados se expresaron como mg de acido ascoérbico/100 mL.

4.4.4 Determinacion de carotenoides. EI método empleado se basé en la
investigacion reportada por Siong & Chin (1992). Para la extraccion, 2 g de bebida
se mezclaron en un shaker marca Ika®-Werke durante 30 min a 150 r/min con 0,2
g de carbonato de magnesio y 35 mL de un solucién de Etanol-Hexano en una
relacion (4:3). Luego, se filtr6 y al residuo se le realiz6 tres lavados: primero con
30 mL de la solucién etandlica, luego con 12 mL de etanol y un ultimo lavado con
12 mL de hexano. Posteriormente se agregd 100 mL de solucion de NaCl al 10%
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con agua tipo | y se realiz6 una separacion liquido-liquido. Finalmente, la fase
organica obtenida se rotaevapor6 a 40°C (ver figura 11), el extracto se transfirio a
viales ambar y se mantuvo a -18°C hasta la inyeccién de las muestras en el
equipo HPLC.

Figura 11. Extraccién de carotenoides en la bebida

Fuente: esta investigacion

La cuantificacion de B-caroteno se realizd6 empleando estandar de B-caroteno al
93% (Sigma-aldrich) mediante relacion de areas cromatogréficas. Esta se analizé
mediante HPLC en un equipo marca Waters® Breeze™ 2 HPLC System con
deteccion UV (ver figura 12). Se emple6 una columna Spherisob ODS- C18 marca
Waters de 5 um, 100 mm x 4,6 mm, el volumen de inyeccién fue 20 uL, flujo de 0,7
mL/min, la absorbancia se escaned entre 210 y 500 nm, pero se hizo lectura a 450
nm empleando un detector PDA (Photodiode Array, Waters 2998) y las areas de
los picos fueron comparadas con el estandar de B-caroteno, la fase movil utilizada
fue metanol y las muestras previamente a la inyeccion fueron diluidas en la mezcla
de acetonitrilo-metanol-acetato de etilo. Las medidas fueron realizadas por
triplicado (n = 3) y los resultados se expresaron como g B-caroteno/100 mL.
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Figura 12. Inyeccion de una muestra de carotenoides de la bebida en el
equipo HPLC

Fuente: esta investigacion

4.5 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LA BEBIDA DURANTE EL
ALMACENAMIENTO

4.5.1 Condiciones de almacenamiento. La bebida fue envasada en frascos
estériles twist-off, los cuales se almacenaron bajo condiciones de refrigeracion
(4°C+1) en una nevera marca HACEB y en oscuridad. Ademas, las muestras se
analizaron por triplicado inmediatamente después de su obtencién y cada siete
dias hasta completar un mes de almacenamiento.

4.5.2 Caracteristicas fisicoquimicas. El contenido total de sélidos solubles
totales, pH y acidez total (AT) de las bebidas fueron determinadas cada 7 dias de
almacenamiento. SST se determind mediante un refractdmetro marca Atago, el pH
fue directamente medido con un pH-metro Tecpel previamente calibrado con
tampones a pH 4, 7 y 10. (Trujillo, et al., 2011). La acidez de las muestras se
determind por titulacion con NaOH 0,1 N y los resultados se expresaron en
gramos de acido lactico/100 g de muestra (ver figura 13). Las medidas fueron
realizadas por triplicado (n = 3).

65



Figura 13. Determinacién de propiedades fisicoquimicas en la bebida

Fuente: esta investigacion
Ademas, después de la obtencion de la bebida se determiné la densidad a 20°C

con un picnémetro y también la viscosidad empleando un viscosimetro rotacional
marca Fungilab, utilizando una aguja N. R2 a 60 r/min (ver figura 14).
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Figura 14. Determinacién de densidad y viscosidad en la bebida

Fuente: esta investigacion

4.5.3 Actividad Microbiolégica. Basandose en la reglamentacion para néctares
de la Resolucion No. 7992 de 1991 del Ministerio de Salud, se realizo la
determinacion de la flora natural procedente de las bebidas por siembra del
producto en medios de cultivo cada 7 dias de almacenamiento. Para el dia 0, se
efectué un andlisis completo, en el cual se incluyé los siguientes parametros:
coliformes totales, coliformes fecales, mesdfilos aerobios, recuento de esporas
Clostridium sulfito reductor, recuento de mohos y levaduras. A partir del dia 7 y
hasta completar el mes de almacenamiento se realiz6 solamente el analisis de
bacterias mesdfilas y el recuento de hongos y levaduras. Estos fueron realizados
por triplicado (n = 3).

4.5.4 Reactivacion de POD. El seguimiento de la actividad enzimatica residual de
POD en la bebida se realizé cada 7 dias y por triplicado hasta completar un mes
de almacenamiento siguiendo el procedimiento anteriormente descrito.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA
PULPA DE TOMATE DE ARBOL Y LA LECHE

Se obtuvo 7,04 Kg de pulpa a partir de 10,30 Kg de tomate de arbol y por tanto un
rendimiento del 70%, el cual es inferior a los valores establecidos por Ramirez
(2008), que varian entre 83 y 86%, debido a las pérdidas en las etapas de
selecciéon y despulpado.

5.1.1 Andlisis fisicoquimico de las materias primas.

5.1.1.1 Tomate de arbol. El analisis fisicoquimico se presenta en el cuadro 7. Los
resultados obtenidos para cada parametro corresponden a un promedio derivado
de un andlisis por triplicado (n=3) realizado por el Laboratorio de Bromatologia de
la Universidad de Narifio (ver anexos 6, 7y 8)
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Cuadro 7. Andlisis Fisicoquimico del tomate de arbol

PARAMETRO VALOR VALOR VALOR VALOR
(Fuente: esta (Fuente: (Fuente: (Fuente:
investigacién) Reina, C., Brito, et al. FAO,

1998) 2008) 2006)
Humedad (g/100g) 88,60%0,26 89,70 87,16 87,90
pHa 17°C 3,49+0,35 3,7 3,76 N.R
Sg!g‘(’foi?(')”b'eS totales a 8,92+1,06 12 12,70 N.R
?i(t::?cizll(goAg():ldo 1,44%0,07 1,15 1,87 N.R
Indice de madurez 5,27+1,28 N.R N.R N.R
Cenizas (g/100g9) 0,5240,03 0,70 0,81 0,70
Proteina (g/100g) 1,53+0,01 1,40 N.R 1,90
E;al‘;%gg')dratos totales 6,22+0,35 7.00 4,49 7,00
Calcio (mg/100g) 10,09+1,27 6,00 9,00 2,00
Fosforo (mg/100g) 24,47+2,54 22,00 34,7 36,00
Potasio (mg/100g) 331,00+24,25 N.R 385,20 N.R.
Hierro (mg/100g) 0,25+0,06 0,40 0,30 0,20
Fibra cruda (g/100g9) 1,39+0,24 1,10 N.R 1,10
Vitamina C (mg/100g) 19,72 + 0,20 25,00 33,00 20,00

Nota: N.R. No reporta; Los valores son la media de tres réplicas +DE.
Fuente: esta investigacion

En el andlisis fisicoquimico de la pulpa de tomate de arbol, se observan valores
similares de los pardmetros evaluados entre algunos de los estudios expuestos,
asi como también variaciones, las cuales segun Franco (1998) son debidas a las
modificaciones en el cultivo, clima, suelo y variedad del fruto.

Ademas cabe resaltar que el tomate de arbol empleado para el desarrollo de la
bebida, segun los porcentajes de contribucion a la dieta para nifios mayores de 4
afios y adultos, tomando como base el valor de referencia de ingesta diario (60
mg) segun la NTC 512-2 para rotulado nutricional de alimentos envasados, puede
considerarse como “Alto en Vitamina C” (para catalogarse en este valor debe
aportar con el 20% o mas del valor de referencia), ya que contribuiria en un 33% al
valor recomendado diario de la ingesta de esta vitamina.

5.1.1.2 Leche. El andlisis fisicoquimico se presenta en el cuadro 8. Los resultados
obtenidos para cada parametro corresponden a un promedio derivado de un
analisis por triplicado (n=3) realizado por el laboratorio de bromatologia de la
Universidad de Narifio (ver anexos 9 y 10)
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Cuadro 8. Andlisis Fisicoquimico de leche UHT descremada

PARAMETRO VALOR VALOR VALOR
Fuente: esta Fuente: Fuente: NTC
investigacion Decreto 3856
616/2006
Min. Max. Min. Max.

Humedad (g/1009) 90,08+0,01
Sdlidos totales (g/100g) 9,93+0,01 8,65 8,4
Ph 6,70+0,20 6,5 6,85
Ceniza (g/100g) 0,56+0,01
Carbohidratos totales 5,12+0,06
(g/100g9)
Grasa (g/100g) 0,14+0,02 0,1 0,5 <=0,5
Sdlidos No grasos 9,731£0,14 8,4
(g/100g9)
Densidad (g/mL) 1,036+0,001 1,033 1,036 1,033 1,036
Proteina (g/1009) 3,35%0,06 2,8
Calcio (mg/100g) 120,50+3,54
Acidez (g de acido 0,16+0,01 0,13 0,17 0,13 0,17
lactico/1009)
Fibra cruda (g/1009) 1,10+0,15

Nota: Los valores son la media de dos réplicas +DE.
Fuente: esta investigacion

El cuadro 8 muestra que la leche empleada en el andlisis cumple con los
requisitos que debe presentar la leche UHT descremada establecidos en el
decreto 616 de 2006 y en la NTC 3856, la cual reglamenta los parametros que
debe cumplir a leche UHT y ultrapasteurizada.

5.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA RESIDUAL DE POD EN LA
PULPA DE TOMATE DE ARBOL (Solanum betaceum (Cav.) Sendtn) PARA
DETERMINAR LA EFECTIVIDAD DEL TRATAMIENTO TERMICO.

5.2.1 Estandarizacion del protocolo de extraccion y medicion de POD. El
Cuadro 9 muestra los valores de actividad enzimatica promedio de POD obtenidos
en los diferentes tratamientos empleados para estandarizar el protocolo de
extraccidon y medicion de POD. Estos resultados se analizaron mediante el
software Statgraphics Centurion © Plus version XV.II.
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Cuadro 9. Actividad enzimatica promedio de cada tratamiento de POD en

pulpa de tomate de arbol

Cantidad Cantidad Coeficiente de Actividad

Tiempo Pulpa extracto correlacion Enzimética

(min) (%) (uL) (AAbs/min)
3 35 60 0,9988 + 0,0015 0,1635 + 0,0177
10 20 30 0,9994 £ 0,0004 | 0,0604 + 0,0015
10 20 90 0,9988 + 0,0011 0,0918 + 0,0650
10 50 30 0,9996 + 0,0000 0,0769 + 0,0028
10 50 90 0,9994 + 0,0000 0,2915 + 0,0800
20 10 60 0,9996 +0,0004 | 0,0742 +0,0483
20 35 10 0,9901 £ 0,0131 0,0366 + 0,0504
20 35 60 0,9992 £ 0,0004 | 0,0959 + 0,0338
20 35 110 0,9996 + 0,0003 0,2483 + 0,1080
20 60 60 0,9989 + 0,0007 0,1369 + 0,0312
30 20 30 0,9993 + 0,0002 0,1050 + 0,0958
30 20 90 0,9992 + 0,0003 0,1987 + 0,0930
30 50 30 0,9992 + 0,0001 0,1140 + 0,0481
30 50 90 0,9965 + 0,0003 0,2930 + 0,0065
37 35 60 0,9982 + 0,0002 0,2149 + 0,0226

Nota: Los valores son la media de tres réplicas tDesviacion estandar.

Fuente: esta investigacion
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Cuadro 10. Andlisis de Varianza para Actividad POD en Pulpa de tomate de
arbol

Fuente Suma de Grados de | Cuadrado |Razén-|Valor-
Cuadrados libertad Medio F P
A:Tiempo de 0,0111936 1 0,0111936 59,73 |0,0163
Centrifugacion
B:Cantidad de 0,026421 1 0,026421 140,98 {0,0070
Pulpa
C:Cantidad de 0,112017 1 0,112017 597,70 (0,0017
Extracto
AA 0,0216384 1 0,0216384 | 115,46 |0,0086
AB 0,00318519 1 0,00318519 | 17,00 |0,0541
AC 0,000176425 1 0,000176425 | 0,94 |0,4343
BB 0,000394033 1 0,000394033 | 2,10 |0,2841
BC 0,0180304 1 0,0180304 96,21 |0,0102
CcC 0,00577636 1 0,00577636 | 30,82 |0,0309
Bloques 0,00054971 1 0,00054971 2,93 |0,2289
Falta de ajuste 0,0577241 19 0,00303811 | 16,21 |0,0596
Error puro 0,000374827 2 0,000187413
Total (corr.) 0,254401 31

(P<0,05)=significativo; R°= (87,1625%); Estadistico Durbin-Watson=(2,09278;
P=0,4423)
Fuente: esta investigacion

El analisis de varianza presentado en el cuadro 10 muestra que 6 efectos son
significativos sobre la actividad enzimatica POD debido a que su valor-P es menor
que 0,05. Entre ellos se encuentran el tiempo de centrifugacioén, la cantidad de
pulpa, la cantidad de extracto, el cuadrado del tiempo de centrifugacion, la
interaccion entre la cantidad de pulpa y de extracto y el cuadrado de la cantidad de
extracto.

El estadistico R? indica que el modelo asi ajustado, explica 87,1625% de la
variabilidad en Actividad POD, con lo que se puede deducir que el disefio cuenta
con un ajuste aceptable y permite hacer analisis confiables sobre los factores
implicados en la variable respuesta.

Puesto que el valor-P del estadistico de Durbin-Watson (DW) es mayor que 5,0%,
se garantiza que no se presentan problemas de autocorrelacién serial en los
residuos, es decir, no se hizo omision de ninguna variable importante y los errores
estandar obtenidos no presentan sesgo alguno garantizando una buena
aleatorizacion de los experimentos.

El modelo ajustado segun los resultados obtenidos tras cada ensayo se expresa
mediante la ecuacion 3.
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Actividad POD = 1,91 x 1071 — (9,02 x 1073 x TC)- (1,96 x 1073 x PP)-( 3,05 x
1073 X VE) + (3,42 X 10™* X TC?) — (9,41 x 1075 x TC X PP) + (1,11 X 1075 x

TC X VE) + (2,05 x 1075 x PP2) + (7,46 X 1075 x PP X VE) + (1,96 X 1075 X

VE?) Ecuacién 3

Con esta ecuacion se pueden modelar posteriores experimentos con las mismas
condiciones, es decir, es valida para los rangos estudiados de los factores.

Cuadro 11. Optimizacién de la actividad POD

Factor Bajo | Alto [Optimo
Tiempo de Centrifugacion (min) | 3,182 | 36,818 | 33,860
Cantidad de Pulpa (%) 9,773 | 60,227 | 60,227
Volumen de Extracto (uL) 9,546 |110,454|110,454

Meta: maximizar Actividad POD
Fuente: esta investigacion

El cuadro 11 muestra la combinacién de los niveles de los factores, la cual
maximiza la actividad POD sobre la region indicada, obteniendo un valor 6ptimo
de 0,48192 AAbs/min.

Varios estudios reportan haber empleado un tiempo de centrifugacion similar (30
min) para la extraccion de POD en Zanahoria, brocoli (Morales, et al., 2006),
manzanas (Jang & Moon, 2011), puré de fresa (Terefe, et al., 2010), berros (Cruz,
et al., 2006), té de mate (Ceni, et al., 2008) y tomillo (Dogan & Dogan, 2004).

Asi mismo, el porcentaje 6ptimo de pulpa que maximiza la actividad POD es
similar a los trabajos de investigacion llevados a cabo en uchuva, lulo (Durango, et
al., 2007), zanahorias (Akyol, et al., 2006) y puré de fresa (Terefe, et al., 2010).
Ademas, la cantidad éptima de extracto para medicion de POD obtenida en esta
investigacion es similar a la reportada en calabaza (Agulero, et al., 2008), brécoli,
esparragos verdes (Morales, et al., 2006), zanahorias (Lemmens, et al., 2009),
sagu (Onsa, et al., 2004); guayaba (Ganijloo, et al., 2009), judias verdes (Akyol, et
al., 2006; Soysal, et al., 2004), guisantes (Akyol, et al., 2006), pifia (Zhou, et al.,
2003), berros (Cruz, et al., 2006), kiwi (Fang, et al., 2008), rAbanos (Zhong, et al.,
2007), hojas de menta (Rudra, et al., 2008) y fresas (Chisari, et al., 2007).
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Diagrama 2. Diagrama de Pareto estandarizado para Actividad Enziméatica de
POD en pulpa de tomate de &rbol
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En el diagrama de Pareto (Diagrama 2) se muestran claramente los efectos tanto
significativos como no significativos de los factores, como de sus interacciones
sobre la actividad enzimatica. Asi mismo indica que con un nivel de confianza del
95%, la cantidad de extracto, de pulpa, el cuadrado del tiempo de centrifugacion,
la interaccion entre la cantidad de pulpa y extracto, el tiempo de centrifugacion y el
cuadrado de la cantidad de extracto, son los que ejercen un efecto
significativamente positivo sobre la actividad enzimatica, es decir que la aumentan.
Pero, un leve cambio en cantidad de extracto causaria mayor efecto que un
cambio en el tiempo de centrifugacion o en la cantidad de pulpa.

Lo anterior debido a que al emplear casi la misma cantidad de pulpa y de buffer en
la extraccidon, se provee de mayor cantidad de enzima a la matriz, lo cual se
complementa con el uso de un volumen de extracto enzimatico considerable al
realizar la medicion de la actividad POD. Similares resultados se obtuvieron en el
estudio de Ceni et al. (2008), en el cual con el incremento de la masa del material
vegetal se aumentd la actividad enzimatica. Por otra parte, en el rango de tiempo
de centrifugacion 6ptimo, hay una mayor separacion entre los solidos totales y la
fase liquida de la pulpa, por tanto los primeros se precipitan y la enzima se ubica
en el sobrenadante porque el pH al que se encuentra es el 6ptimo para
permanecer en solucion, facilitando la determinacion de su actividad (Roe, 2001).
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Gréfica 1. Efectos principales para Actividad POD del Tiempo de
Centrifugacion, la Cantidad de Pulpay el Volumen de Extracto sobre la
Actividad Peroxidasa en pulpa de tomate de arbol.

Fuente: esta investigacion

La grafica de efectos principales (Grafica 1), muestra un marcado efecto de las
variables: TC, PP y VE sobre la actividad POD. Se observa claramente el efecto
positivo sobre la variable respuesta del incremento en la cantidad de pulpa, de
extracto y el tiempo de centrifugacion (para este ultimo factor a partir de los 20
min), notandose que leves aumentos en estos, causan un incremento importante
en la actividad POD.

Sin embargo a tiempos de centrifugacion entre los 10 y 20 min se evidencia una
disminucién de la actividad POD. Segun Roe (2001), esto pudo ser causado
porque no se logrd una liberacion completa de la enzima y por tanto POD no pudo
expresar toda su actividad; también debido a que se pudieron haber generado
reacciones como acidificacion y la oxidacion durante la extraccion enzimatica por
presencia de sustratos fendlicos, los cuales al oxidarse causan su inactivacion
parcial y se forman pigmentos oscuros que pueden interferir con el proceso de
extraccion, lighnhdose a la enzima e inactivandola, por tanto, estos deben
sustraerse de la matriz antes del ensayo con aditivos como Polivinilpolipirrolidona
(PVP) insoluble (o un detergente Triton X-100 junto con PVP insoluble, lo cual
mejora la extraccion Ceni, et al., 2008).
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Gréfica 2. Grafico de interacciéon del Tiempo de Centrifugacion, la Cantidad
de Pulpay el Volumen de Extracto sobre la Actividad POD en pulpa de
tomate de arbol

Fuente: esta investigacion

Las interacciones que se muestran en la Grafica 2 y los resultados que se
observan en la tabla ANOVA, muestran que la Unica interaccién relevante sobre el
rendimiento es la interaccion BC (Cantidad de pulpa-Cantidad de extracto) con un
P-valor de 0,0102. Ademas muestra que el mejor efecto de la interaccion frente a
la actividad enziméatica se da cuando la cantidad de pulpa y la cantidad de extracto
se encuentran cercanas a su nivel superior. Esto se presenta debido a que el
material de inicio tuvo la cantidad suficiente de POD y asi después de la remocion
de sélidos se present6 una recuperacion eficiente de la enzima, dado que las
condiciones de pH y temperatura fueron las Optimas, obteniéndose un
sobrenadante clarificado que contuvo la enzima activa (Roe, 2001).

Grafica 3. Superficie de respuesta estimada para un tiempo de centrifugacion
de 30 minutos

Fuente: esta investigacion
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La superficie de respuesta de la Grafica 3, representa un modelo de segundo
orden y muestra la tendencia que exhibe la atividad enzimética al hacer variar los
factores en estudio, por tanto a medida que se incrementan los valores de la
cantidad de pulpa y de volumen de extracto, la actividad enzimatica se aumenta.

5.2.2 Evaluacién de la efectividad de los tratamientos térmicos sobre la
inactivacién de POD en la pulpa

El Cuadro 12 muestra los valores de actividad enzimatica y actividad residual
promedio de POD, obtenidos después de aplicar los diferentes tratamientos
térmicos.

Cuadro 12. Actividad Residual promedio de POD de cada tratamiento en
Pulpa de tomate de arbol pasteurizada

. Coeficiente de . Actiyidad
Temperatura Tiempo correlacion Actividad F_’OD residual

(°C) (s) (AAbs/min) (%)

Sin tratamiento 0,9973 0,1287 100,00
60 40 0,9973+0,0029| 0,1041+0,0029 | 80,86 + 4,15
65 20 0,9981 +0,0017| 0,0655 + 0,0017 | 50,87 + 3,51
65 60 0,9997 £0,0001| 0,0315+0,0001 | 24,48 +2,02
78 12 0,9979+0,0025| 0,0216 +0,0025 | 16,78 + 0,49
78 40 0,9985+0,0014| 0,0181 +0,0014 | 14,05+ 0,34
78 68 0,9995 +0,0003| 0,0135+0,0003 | 10,53 +0,41
90 20 0,9984 +0,0015| 00,0140 + 0,0015 | 10,86 + 0,66
90 60 0,9984 +0,0016 | 00,0082 +0,0016 | 6,37 +0,16
95 40 0,9994 +0,0001| 0,0112+0,0001 | 8,72+0,18

Nota: Los valores son la media de tres réplicas zDesviacion estandar.
Fuente: esta investigacion

En la Grafica 4 se presenta la cinética de POD en pulpa de tomate sin tratamiento
térmico. Los primeros 10 minutos fueron empleados para calcular la pendiente de
la curva a través de regresion lineal (grafica 5), la cual correspondié a 0,1287
Aabs/min. Este valor se constituye en Ao, con el cual se determiné la actividad
residual mediante la ecuacion 2 al aplicar los diferentes tratamientos térmicos.
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Gréfica 4. Curva patron de cinética de POD

Fuente: esta investigacion

Grafica 5. Parte Lineal de la curva de Cinética de POD

Fuente: esta investigacion
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Cuadro 13. Analisis de Varianza para Actividad Residual de POD en Pulpa de
tomate de arbol pasteurizada

Fuente Suma de Grados de Cuadrado |Razdén-| Valor-
Cuadrados libertad Medio F P
A:Temperatura 9616,18 1 9616,18 178,40 {0,0000
B:Tiempo 591,594 1 591,594 10,98 |0,0032
AA 2630,63 1 2630,63 48,80 |0,0000
AB 359,708 1 359,708 6,67 [0,0170
BB 40,5418 1 40,5418 0,75 |0,3952
Bloques 10,695 2 5,34751 0,10 [0,9060
Error total 1185,83 22 53,9013
Total (corr.) 15379,1 29
(P<0,05)=significativo; R“= 92,2893%; Estadistico Durbin-Watson= 1,71232
(P=0,1150)

Fuente: esta investigacion

En el cuadro 13 se muestra el andlisis de varianza que prueba la significancia
estadistica de cada efecto, comparando su cuadrado medio contra un estimado
del error experimental. En este caso, la temperatura, el tiempo, el cuadrado de la
temperatura y la interaccién entre temperatura y tiempo, tienen un valor-P menor
gue 0,05, indicando que ejercen un efecto significativo sobre la actividad residual
de POD con un nivel de confianza del 95,0%.

Similares resultados fueron reportados por Ercan & Soysal (2011), quienes al
evaluar la inactivacion térmica de POD en tomate (Solanum lycopersium)
encontraron que segun el analisis estadistico, después de aplicar un analisis de
varianza a los datos experimentales se presentd una interaccion significativa
(P<0,05) entre el tiempo y la temperatura estudiados. Ademas, se encontré que no
habia inactivacion POD a temperaturas inferiores a 60°C.

La ecuacion del modelo ajustado es:

Actividad Residual POD = 7,41 x 102 - (1,62 x 10 X T)- (1,60162 X t) +
(8,86 x 1072 % T2) + (2,19 X 1072 X T X t)- (4,30 X 1073 X t2) Ecuacién 4

En donde los valores de las variables estan especificados en sus unidades
originales.
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Diagrama 3. Diagrama de Pareto estandarizado para Actividad Residual de
POD

ATemperatura /. +
I -
AA
B:Tiempo
AB
«

0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado

Fuente: esta investigacion

El diagrama 3 muestra claramente los efectos tanto significativos como no
significativos de los factores, como de sus interacciones sobre la actividad residual
de POD. Asi mismo indica que con un nivel de confianza del 95%, la temperatura,
el tiempo y la interaccion entre estos dos factores causan un efecto significativo y
a su vez negativo sobre la actividad residual de la enzima, es decir la disminuyen.
Ademas, cabe destacar que un leve cambio en la temperatura causaria un mayor
efecto que un cambio en el tiempo de pasteurizacion.

Grafica 6. Efectos principales para Actividad Residual de POD
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Fuente: esta investigacion

Asi mismo, la Grafica 6 presenta que a medida que la temperatura y el tiempo

aumentan, la actividad enzimatica residual se disminuye. Por tanto se observa el
efecto negativo que causan sobre la variable respuesta.
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Gréfica 7. Grafica de interaccion de factores para Actividad Residual POD

Fuente: esta investigacion

La grafica 7 muestra que el mejor efecto de la interaccion frente a la actividad
enzimatica residual se da cuando la temperatura y el tiempo se encuentran
cercanos a su nivel superior. Se presenta la diferencia entre los tiempos aplicados
y se observa que la mayor actividad residual resulta al aplicar el tratamiento
térmico a 65°C por 20 s y la menor después de la pasteurizacion a 90°C y 60 s.

Cuadro 14. Optimizacién de la Actividad residual de POD
Factor Bajo | Alto | Optimo

Temperatura 60 95 92,3704
(&(®)
Tiempo (s) 12 70 55,6218

Meta: mantener Actividad Residual POD en 10,0%;
Fuente: esta investigacion

Se tomo6 como valor 6ptimo 10% de actividad residual, debido a que desde un
punto de vista comercial el nivel aceptable de inactivacion enzimatica corresponde
a un 90% de pérdida de la actividad inicial (Gunes & Bayindirli, 1993).

De esta manera, el cuadro 14 muestra la combinacion de los niveles de los
factores, la cual mantiene la Actividad Residual POD en 10,0% sobre la region
indicada, resultando como 6ptimo el tratamiento a 92°C y 56 s. Se reporta que los
tratamientos térmicos tipicos de los jugos de citricos varian desde 90 hasta 95°C
durante 15 s - 1 min (Morales de la Pefa, et al. 2010), por tanto, el tratamiento
térmico 6ptimo obtenido se encuentra en dicho rango de temperatura y tiempo. Sin
embargo, en la investigacion realizada por Osorio (2008), se obtuvo que en puré
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de fresa un tratamiento térmico mas enérgico (90°C-2 min) redujo la actividad
POD por debajo del 10% de la inicial.

Por otra parte, los resultados obtenidos en esta investigacién son similares a los
reportados por otros autores, los cuales evallan los tratamientos térmicos sobre
bebidas lacteas. Es asi como en el estudio realizado a base de leche de soja con
jugo de naranja, kiwi y pifia, al pasteurizar el producto a 90°C por 60 s, se inactivo
completamente a POD después de aplicar el tratamiento térmico (Morales de la
Pefia, et al. 2010) y segun reporta Salvia et al. (2007) se empled un tratamiento
térmico similar, con condiciones de temperatura y tiempo de 90°C y 1 min para
asegurar la inactivacion de microorganismos de degradacion y la estabilidad
enzimatica de pectimetilesterasa y poligalacturonasa en una bebida a base de
leche descremada y jugos de naranja, kiwi, mango y pifia. Cilla et al. (2011) utilizé
una pasteurizacion de 95°C- 45 s en una mezcla de jugos de uva, naranja y
albaricoque con leche descremada para obtener un producto alimenticio
microbiol6gicamente estable.

Cabe resaltar que en el procesamiento de alimentos, la pasteurizacion ademas de
inactivar a las enzimas causantes de deterioro de las propiedades fisicoquimicas y
organolépticas del producto, tiene como uno de los objetivos principales destruir
los organismos patdégenos asegurando de esta manera su inocuidad (Farnwortha,
et al., 2001). Por esta razén al evaluar en la pulpa de tomate de arbol pasteurizada
a 92°C-56 s, los parametros microbiologicos exigidos para pulpas por la resoluciéon
7992/91 del Ministerio de Salud, entre los cuales estuvieron el analisis de
coliformes totales, coliformes fecales, recuento de mesofilos, de hongos y mohos y
de esporas Clostridium sulfito reductor, se obtuvieron resultados (ver anexos 11y
12) dentro de los rangos permitidos por dicha normatividad, lo cual indica que el
tratamiento térmico aplicado a la pulpa es efectivo y puede aplicarse para su
conservacion.
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Gréfica 8. Superficie de respuesta estimada para Actividad residual de POD
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Fuente: esta investigacion

La Grafica 8 de superficie de respuesta, representa un modelo de segundo orden
y se observa el comportamiento inversamente proporcional de la actividad residual
respecto a los factores evaluados: tiempo y temperatura.

5.3 DETERMINACION DE LA FORMULACION DE LA BEBIDA CON BASE EN
LA ACEPTABILIDAD DE SUS PROPIEDADES SENSORIALES

5.3.1 Balances de materia para determinar las formulaciones de la bebida a
ser empleadas en la evaluacién sensorial. El tomate de arbol fue clasificado
segun la tabla de color de la NTC 4105 y como se explicO anteriormente, se
determiné la acidez y los sélidos solubles totales para establecer el indice de
madurez. De esta manera, se encontrd, que la mayoria de los frutos se ubican
dentro del color 3 y 4. Con indices de madurez (IM) entre 4 y 6, respectivamente
(ver cuadro 15). Segun, Garcia (2008) de acuerdo a la grafica 9, teniendo en
cuenta que el tomate es una fruta no climatérica, deberia ser recolectada después
de la semana 23, cuando ya esta muy cerca al punto de mayor desarrollo de sus
caracteristicas organolépticas, esto es SST entre 8 y 10°Brix, firmeza entre 4 y 5
kgf/cm?, acidez entre 1.4 y 1.5 g acido citrico/100 g e indice de madurez entre 6 y
8.
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Cuadro 15. Propiedades fisicoquimicas de las muestras de tomate de arbol
analizadas

Solidos solubles Acidez )
totales (% Acido citrico) | Indice de madurez
Color °Brix
3 8,17+0,23 1,87+0,05 4,37+0,26
4 9,67+0,58 1,57+0,02 6,18+0,38

+ Desviacion estandar
Fuente: esta investigacion

De esta manera, al encontrar que las muestras de tomate de &rbol tienen un IM
entre 4 y 6, fue necesario estandarizarlo hasta alcanzar un valor de 8. Para ello se
empled el balance de materia presentado en el cuadro 16, con el cual se pretendié
incrementar los solidos solubles totales de la pulpa afiadiéndole azlcar.

Gréfica 9. Evolucion del indice de madurez del tomate de arbol durante el
proceso de crecimiento y maduracién

Fuente: Garcia (2008)

Se partié de tomate de arbol con 9 °Brix, y 1,7% de acidez. Por tanto, se tiene un
IM de 5, para llevarlo a 8, los °Brix que debe tener la pulpa son 13,6°Brix, tal como
se muestra en los siguientes calculos.

IM =

°Brix
%Acidez
°Brix

1,7
°Brix =8+ 1,7 = 13,6°Brix
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Cuadro 16. Balance de materia para estandarizar el IM del tomate de arbol

Ingredientes 100 °Brix S.SA
Pulpa de tomate 9 9
de arbol X 100
Azlcar y 100 y
TOTAL 100 13,6

Fuente: esta investigacion
Las ecuaciones que resultan del balance son:

x+y =100 Ecuaciéon 5

9 L
mx +y = 13,6 Ecuacion 6

Los valores de x y y al resolver las ecuaciones 5 y 6, son: 94,95 y 5,05, esto
significa que al mezclar 94,95 partes de pulpa con 5,05 partes de azlcar, se
obtendra pulpa estandarizada de tomate de arbol con un IM de 8.

Una vez estandarizada la pulpa de tomate se procedi6 a realizar los tres balances
de materia correspondientes (cuadros 17, 18 y 19), en los cuales se hizo variar la
relacion entre leche UHT descremada y agua para obtener tres formulaciones
diferentes de bebida (cuadro 20), las cuales determinaron las 3 muestras (con
codificacion de 122, 340 y 430) que se evaluaron sensorialmente.

Cuadro 17. Balance de materia para la formulacion de la bebida con leche
UHT descremada

Ingredientes 100 °Brix S.S.A
Pulpa de tomate
de arbol 30 13,5 4,05
Azlcar X 100 X
Leche UHT 9 9
descremada Y 100~
TOTAL 100 14

Fuente: esta investigacion
Las ecuaciones que resultan del balance son:

30+ x +y =100 Ecuacion 7

4,05+ x + = 14 Ecuacioén 8

100”7

Los valores de x y y que corresponden a las partes de azucar y leche UHT
descremada al resolver las ecuaciones 7 y 8, son: 4,01 y 65,99, respectivamente.
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Cuadro 18. Balance de materia para la formulacion de la bebida con la
mezcla de leche UHT descremada y agua en proporcion 70:30

Ingredientes 100 °Brix S.S.A
Pulpa dg tomate 30 135 4.05
de arbol
Azlcar X 100 X
Leche UHT 6

descremada- y 6 —y
Agua 100
TOTAL 100 14

Fuente: esta investigacion
Las ecuaciones que resultan del balance son:

30+ x +y =100 Ecuaciéon 9

6
4 —vy =14 F om 1
,05+x+100y cuacion 10

Los valores de x y y que corresponden a las partes de azucar y leche UHT
descremada-agua al resolver las ecuaciones 9 y 10, son: 6,12 y 63,88,
respectivamente

Cuadro 19. Balance de materia para la formulacion de la bebida con la
mezcla de leche UHT descremada y agua en proporcion 40:60

Ingredientes 100 °Brix S.S.A
Pulpa de tomate
de arbol 30 13,5 4,05
Azlcar X 100 X
Leche UHT 4 4
descremada y 100~
TOTAL 100 14

Fuente: esta investigacion
Las ecuaciones que resultan del balance son:

50+ x +y =100 Ecuacion 11

45+ x + = 14 Ecuacion 12

100”7

Los valores de x y y a las correspondientes a las partes de azucar y leche UHT
descremada-agua al resolver las ecuaciones 11 y 12, son: 7,45 y 62,55,
respectivamente.
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De esta manera, la cantidad de materia prima y demas ingredientes requeridos
para cada formulacion se presentan en el cuadro 20.

Cuadro 20. Formulaciones de las muestras de bebida para la evaluacién
sensorial

Puloa | AzGcar Mezcla Cantidad de | Cantidad de
Muestra ( F)) @) Leche-Agua Agua Leche
9 9 (mL) (mL) (mL)
0,
122 (100% 30 401 65,99 0 65,99
leche)
0,
340 (70%lechey | 54 | ¢ 45 63,88 19.16 44,72
30% agua)
0,
430 (40%lechey | 55 | g5 62,55 3753 2502
60% agua)

Fuente: esta investigacion

5.3.2 Andlisis estadistico de la prueba sensorial afectiva.

Cuadro 21. Andlisis de varianza para color

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razo6n- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P

Entre 3,77333 2 1,88667 240 |0,0943

grupos

Intra 115,56 147 0.786122

grupos

Total

(Corr) 119,333 149

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion

El cuadro 21 y la grafica 10 muestran que el valor-P de la razén-F es mayor que
0,05, por tanto no existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias
de los tratamientos. Ademas, el cuadro 22 muestra que existen 2 grupos
homogéneos y que solo hay diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos 430 y 122, destacando que el tratamiento 122 tiene una mayor
calificacién en cuanto a color.
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Cuadro 22. Prueba LSD Fisher para color

Tratamiento|Casos|Media|Grupos Homogéneos
430 50 | 3,70 X
340 50 | 3,82 XX
122 50 | 4,08 X
Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Gréfica 10. Gréafica de medias para color
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Fuente: esta investigacion
Cuadro 23. Analisis de varianza para olor
Fuente Suma de Grados de Cuadrado | Razon- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P
Entre 0,373333 2 0,186667 0,21 |(0,8077
grupos
Intra 128,3 147 0,872789
grupos
Total 128,673 149
(Corr.)

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion

El cuadro 23 y la grafica 11 muestran que el valor-P de la razon-F es mayor que
0,05, por tanto no existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias
de los tratamientos. Ademas, el cuadro 24 muestra que existe un grupo
homogéneo con una media aproximada de 3,71 (me gusta).
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Cuadro 24. Prueba LSD Fisher para olor

Bebida|Casos|Media|Grupos Homogéneos
430 50 | 3,66 X
340 50 | 3,70 X
122 50 | 3,78 X

Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Gréfica 11. Gréfica de medias para olor
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Fuente: esta investigacion
Cuadro 25. Andlisis de varianza para sabor
Fuente Sumade Grados de Cuadrado | Razo6n- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P
Entre 28,2533 2 14,1267 13,57 |0,0000
grupos
Intra 153,08 147 1,04136
grupos
Total 181,333 149
(Corr.)

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion

El cuadro 25 y la grafica 12 indican que existe diferencia significativa entre las
medias de los tratamientos con un valor-P menor a 0,05. Se observa que los
tratamientos 430 y 340 presentaron la mayor calificacion (me gusta) y el
tratamiento 122 la menor calificacion (me es indiferente).
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Cuadro 26. Prueba LSD Fisher para sabor

Tratamientos|Casos|Media|Grupos Homogéneos
122 50 | 3,12 X
340 50 | 4,02 X
430 50 | 4,06 X
Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Ademas, segun el cuadro 26 se identifica 2 grupos homogéneos, resaltando que
entre los tratamientos 340 y 430, no existen diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al atributo evaluado, lo cual se refleja en el valor de las
medias, mientras que entre estos dos tratamientos y el 122 existe diferencia
significativa.

Gréfica 12. Grafica de medias para sabor
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Fuente: esta investigacion

Cuadro 27. Analisis de varianza para viscosidad
Fuente Suma de Grados Cuadrado Razén- | Valor-
Cuadrados de Medio F P
libertad
Entre 20,28 2 10,14 11,13 |0,0000
grupos
Intra grupos 133,88 147 0,910748
Total (Corr.) 154,16 149

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion
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El cuadro 27 y la grafica 13, muestran que existe diferencia significativa entre las
medias de los tratamientos con un valor-P menor a 0,05. Se observa que el
tratamiento 340 tuvo la mayor calificacion, el tratamiento 122 la menor calificacion
y el tratamiento 430 obtuvo una calificacion intermedia. Ademas, el cuadro 28
muestra que existen 3 grupos homogéneos, debido a la variacion entre sus
medias.

Cuadro 28. Prueba LSD Fisher para viscosidad

Bebida|Casos|Media|Grupos Homogéneos
122 50 | 3,38 X
430 50 | 3,86 X
340 50 | 4,28 X
Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Gréfica 13. Grafica de medias para viscosidad
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Fuente: esta investigacion

La gréfica 14 muestra una valoracion global de las calificaciones sensoriales
(color, olor, sabor y viscosidad) evaluadas por los jueces consumidores, en la cual
las mejores calificaciones ocupan la mayor area. De esta manera, se observa que
los tratamientos 430 y 340 obtuvieron las mejores calificaciones en cuanto a
sabor. Pero con respecto a la viscosidad, el tratamiento 340 tuvo el mayor puntaje.
En cuanto al olor y color, las diferencias son minimas, pero la mayor calificacion
en ambos atributos fue para el tratamiento 122, seguida por el tratamiento 340 y
430.
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Gréfica 14. Valoracion global de los atributos de la bebida evaluados por los
consumidores en la prueba sensorial
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Fuente: esta investigacion

De acuerdo a lo anterior, con esta evaluacion sensorial se determiné que la
variacion de la leche con respecto al agua a la cual se expuso a la bebida,
ocasiondé cambios en las propiedades sensoriales del producto y estas a su vez
fueron detectadas por el consumidor y medidas a través de la escala de 5 puntos,
la cual permiti6 conocer qué tanto gustaba o disgustaba la bebida segun el
tratamiento. De esta manera, se observa, que en general, la muestra 340 obtuvo
la mejor aceptacion entre los jueces, teniendo en cuenta las calificaciones con
respecto a sabor y viscosidad, que fueron los atributos con diferencias
significativas entre los tratamientos. Por tanto, los analisis para determinar el
potencial antioxidante de la bebida asi como para evaluar su estabilidad durante el
almacenamiento se realizaron empleando esta muestra.

Por otra parte, cabe resaltar que el olor y el color son atributos que no influirian
significativamente en la aceptacién del producto si para su comercializacion se
emplearia un empaque tipo tetra pack que impediria al consumidor captar una
percepcion de ellos.
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5.4 DETERMINACION DEL POTENCIAL FUNCIONAL DE LA BEBIDA A
TRAVES DE LA EVALUACION DE SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE,
CONTENIDO DE FENOLES TOTALES, ACIDO ASCORBICO Y
CAROTENOIDES.

5.4.1 NAnalisis fisicoquimico de la bebida. El cuadro 29 presenta el analisis
fisicoquimico de la muestra 340. Los resultados obtenidos para cada parametro
corresponden a un promedio derivado del analisis por triplicado (n=3) realizado
por el laboratorio de bromatologia de la Universidad de Narifio (ver anexos 13, 14
y 15)

Cuadro 29. Andlisis fisicoquimico de la bebida
Parametro Valor Contribucién a la dieta
segun el valor de
referencia diario

(%)
Solidos solubles totales a 20°C (°Brix) 12,0+0,0
pHa 10,2 °C 4,19+0,02
Acidez (g acido lactico/100 g) 0,645+0,094
Densidad a 20°C (g/mL) 1,050+0,005
Viscosidad a 20°C (mPa.s) 39,92+0,73
Humedad (g/100 Q) 85,10+0,00
Ceniza (g/100 g) 0,31+0,13
Proteina (g/100 g) 1,80+0,01 7,6
Carbohidratos totales (g/100 g) 9,30+0,54 6,5
Calcio (mg/100 g) 52,13+0,80 10,9
Fosforo (mg/100 g) 49,07+1,82 10,3
Potasio (mg/100 g) 151,33£12,50 9,0
Hierro (mg/100 g) 0,07+0,02 0,82
Acido Ascorbico (mg/100 mL) 12,97+0,603 45,4
Fibra cruda (g/100 g) 1,22+0,12 10,3

Nota: Los valores son la media de tres réplicas £Desviacién estandar.
Fuente: esta investigacion

Los valores de SST, pH y acidez de la bebida sobrepasan los valores minimos
requeridos por la Resolucién 7992/91 del Ministerio de Salud para néctares de
fruta pasteurizados que corresponden a 10 °Brix, 2,5y 0,2 g de &cido anhido/100 g
de muestra, respectivamente, por tanto estos parametros cumplen con la
normatividad. Ademas, los SST y la densidad se encuentran dentro de los rangos
reportados en la investigacion de Zulueta et al. (2007), en la cual se evaluaron 17
bebidas comerciales en Espafia basadas en la mezcla de leche y jugos de
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diferentes frutas, encontrando valores desde 4,00+0,01 a 14,43+0,06 °Brix y
1,017+0,005 a 1,062+0,012 g/mL (pertenecientes a bebidas de leche con jugo de
manzana Yy leche con jugo de naranja y mango, respectivamente). En el caso del
pH, el valor inicial de la bebida no difiere de forma significativa del limite méaximo
del rango de valores de pH obtenido en dicho estudio que corresponde a
2,96x0,01- 4,11+0,01 (pertenecientes a las bebidas de leche con jugo de manzana
y leche con jugo de naranja y pifia, respectivamente), asi como tampoco del valor
reportado por Sampedro et al. (2007) en cuyo estudio se obtuvo un pH de
4,05+0,04 para una bebida de leche y jugo de naranja.

Por otra parte, la viscosidad de la bebida es mayor a la reportada por Sampedro et
al. (2007), que correspondio a 20,0+0,02 mPa.s, sin embargo, similares resultados
se reportan por Salvia et al. (2011), con un valor de 38,53+1,00 mPa.s, en una
bebida de leche descremada con jugo de naranja, kiwi, mango y pifia tratada a
90°C-60 s.

Esta bebida puede ser considerada como “Alta en acido ascoérbico” debido a que
por porcion de consumo habitual de referencia aporta el 45,4% de esta vitamina a
la dieta.

Sin embargo, de acuerdo al contenido de minerales: calcio, fésforo, potasio y
hierro en la bebida, cabe resaltar que segun los porcentajes de contribucién a la
dieta para nifios mayores de 4 afios y adultos, tomando como base los valores de
referencia diarios segun la NTC 512-2 para rotulado nutricional de alimentos
envasados y ademas una porcion de 200 mL de bebida (1 vaso), esta no puede
considerarse como “Alta en calcio, fésforo, potasio y hierro”, ya que no contiene el
20% 6 mas del valor de referencia ni tampoco como “Buena fuente de calcio,
fésforo, potasio y hierro”, porque no contiene del 15% al 19% del valor de
referencia de estos minerales, los cuales son los requisitos que se establecen en
esa horma para catalogarla en dichos términos.

Por otra parte, es preciso mencionar que la bebida es buena fuente de fibra, ya
que contiene mas del 10% del valor de referencia declarado en la NTC 512-2.

Ademas, en su rotulado puede emplearse el término “saludable“ o cualquier
término derivado de este, tales como: “salud”, “salubre”, “saludablemente”,
“salubridad”, “buena salud”, “estado sano”, ya que la bebida contiene 10,9y 10,3%
de calcio y fibra, respectivamente y por tanto sobrepasa el minimo porcentaje (10
%) del valor de referencia para ser considerada como tal.

Ademas, debido a que las cantidades de calcio, fosforo y potasio, no son inferiores
al 2% del valor de referencia por porcion de bebida, segun la NTC 512 la
expresion: “No es una fuente significativa de” tampoco se ajusta a los valores
obtenidos, ya que como puede observarse, la contribucion a la dieta de estos
minerales se encuentran cercanos al 10% y por tanto se ubican en un nivel
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intermedio en el que la bebida no puede declararse como “Alta en”, “Buena fuente
en” o “No es una fuente significativa de” dichos minerales.

En este sentido cabe resaltar que la estabilidad de los minerales depende de
varios factores, incluyendo la naturaleza de la comida en la que se encuentran, el
tamafio de particula, y la exposicion al calor y el aire (Akhtar, Anjumet y Salim-Ur-
Rehman, 2009). Teniendo en cuenta los efectos del calor, se ha encontrado que
los tratamientos térmicos también modifican el contenido de minerales en los
alimentos dependiendo de su severidad (Morales de la Pefia, et al., 2011), por
tanto la pasteurizacion empleada pudo haber causado una disminucién de estos
en la bebida. Sin embargo, cabe destacar que a pesar de haber sometido a la
bebida a un tratamiento enérgico resulté ser buena fuente de fibra y podria ser
designada como un producto saludable por contener un valor superior al 10% de
calcio y fibra.

5.4.2 Determinacion del contenido de fenoles totales en la bebida. La gréafica
15 muestra la curva de calibracion empleada para obtener la cantidad de fenoles
totales de la bebida (ver cuadro 30) durante cada semana hasta completar un mes
de almacenamiento. Cabe mencionar que su coeficiente de correlacidbn es muy
cercano a 1, por lo tanto se puede asegurar que a partir de la ecuacién de
regresion lineal se obtuvieron datos confiables para el andlisis.

Grafica 15. Curva de calibracion para determinar la cantidad de fenoles
totales

Fuente: esta investigacion
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Cuadro 30. Cantidad de fenoles totales de la bebida durante el
almacenamiento
Tiempo Absorbancia Contenido de fenoles totales

(Dia) (DO a 765 nm) (mg GAE/100 mL)
Patron  0,407+0,010 40,117+0,971
0 0,338+0,020 33,150+2,020
7 0,279+0,007 27,317+0,728
14 0,245+0,005 23,883+0,511
21 0,232+0,014 22,625+1,373
28 0,221+0,014 21,467+1,360

Nota: Los valores son la media de tres réplicas + DE.
Fuente: esta investigacion

El contenido de fenoles totales en la bebida varié desde 21,467+1,360 mg GAE/
100 mL (dia 28 de almacenamiento) hasta 33,150+2,020 mg GAE/ 100 mL (dia O
de almacenamiento), por tanto el limite superior obtenido se ubica dentro del
rango reportado por Zulueta et al. (2007) quienes evaluaron la concentracion de
compuestos fenolicos totales en 17 muestras de bebidas comerciales en Espafia
con leche y jugos de frutas (naranja, pifia, mango, fresa, banano, durazno, kiwi,
lima, albaricoque, limén, en la mayoria de casos empleando una mezcla de jugos),
encontrando que los valores variaron de 26,5+0,02 mg GAE/100mL para la bebida
de mango y pifia, hasta 99,8+0,04 mg GAE/100mL para la bebida de durazno y
albaricoque. A partir de la segunda semana se presentd una disminucion de la
cantidad de fenoles por debajo del limite minimo reportado por Zulueta et al.
(2007).
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Grafica 16. Variacion del contenido de fenoles totales de la bebida durante el
almacenamiento
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Las diferencias en el contenido fendlico total entre la bebida a base de tomate de
arbol y leche descremada y las bebidas comerciales son principalmente debido al
tipo de fruta, el grado de maduracion, condiciones ambientales de cultivo y
cosecha de las frutas empleadas para la formulacion, asi como por la variedad de
planta, los procesos tecnoldgicos utilizados para su obtencién y el tiempo de
almacenamiento (Morales de la Pefia, et al., 2010; Klimczak, et al.2007).

Segun Gardner et al. (2000), los antioxidantes fendlicos en alimentos incluyen
flavonoides, antocianinas, catequinas, chalconas y acidos hidroxibenzoico vy
hidroxicinamico, muchos de los cuales estan presentes en los zumos de frutas.

En el tomate de arbol, se encuentran principalmente antocianinas. Es asi como en
la investigacion realizada por Osorio et al. (2012) sobre compuestos fendlicos en
tomate de arbol procedente de Norte de Santander, Colombia, se reporto la
presencia de estos compuestos, entre los que se encuentran: 1) delfinidina 3-O-a-
L-ramnopiranosil-(1—6)-B-b-glucopirandsido-3'-O-B-b-glucopirandsido; 2)
delfinidina-3-O-(6"-O-a-ramnopiranosil)-B-glucopirandsido, 3) cianidina-3-O-(6"-O-
a-ramnopiranosil)-B-glucopirandsido y 4) pelargonidina-3-O-(6"-O-a-
ramnopiranosil)-B-glucopirandsido. Los autores determinaron la capacidad
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antioxidante de las cuatro antocianinas aisladas y los resultados mostraron que
estas tienen una mayor capacidad para capturar radicales libres en solucion
acuosa (pH=5,2) que el acido ascorbico. También se observo que el grado de
hidroxilacion de los rutindsidos aislados tiene una gran influencia sobre la
capacidad antioxidante.

Ademas, en los primeros estudios sobre compuestos fendlicos constituyentes de
tomate de arbol procedentes de Nueva Zelanda, informaron sobre la presencia de
3-rutinésidos y 3-glucosidos de pelargonidina, cianidina y delfinidina (Wrolstad y
Heatherbell, 1974); mientras que pelargonidina 3-glucosil-glucosa, peonidina 3-
glucosil-glucosa, y malvidina 3-glucosil-glucosa fueron identificados en frutos de
tomate de &rbol de Brasil (Bobbio, et al., 1983). Recientemente, se reportaron
antocianinas como delfinidina 3-rutinésido, cianidina 3-rutindsido, y pelargonidina
3-glucésido-5-ramnosido (tentativamente) en frutos procedentes de Brasil (Vera de
Rosso y Mercadante, 2007). En frutos de tomate de arbol de Ecuador se report6 la
presencia de las antocianinas: delfinidina glucosil rutindsido, delfinidina rutinésido,
cianidina rutinésido y pelargonidina rutinésido, &cidos hidroxicinamicos, acido
dicafeoilquinico, acido cafeoilquinico, cafeoil glucosa y glucosa feruloil (Mertz et
al., 2009).

5.4.2.1 Analisis estadistico

Cuadro 31. Resumen estadistico del contenido de fenoles totales de la
bebida durante el almacenamiento

Tiempo de Recuento|Promedio| Desviacion | Coeficiente | Coeficiente
almacenamiento Estandar de de
Variacion | correlacion
Total 18 28,0931 6,8887 21,5212% 0,98

Fuente: esta investigacion

Cuadro 32. Andlisis de varianza para el contenido de fenoles totales de la
bebida durante el almacenamiento

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razon- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P

Entre 786,819 5 157,364 94,84 10,0000
grupos
Intra 19,9117 12 1,65931
grupos
Total 806,731 17
(Corr.)

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion
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El cuadro 32 muestra que el valor-P es menor a 0,05, por tanto existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias del contenido de fenoles
totales en las diferentes semanas de almacenamiento con un nivel del 95,0% de
confianza. Ademas, segun el cuadro 33 y como se puede observar en la grafica
17, se han identificado 5 grupos homogéneos, a partir de los cuales existe una
diferencia significativa entre las medias del contenido de fenoles totales del
tratamiento patron y los demas dias de almacenamiento, mientras que no existe
una diferencia significativa entre las medias de los dias 21 y 28.

Tal como lo muestra la grafica 16, se presentd una disminucion significativa del
contenido de fenoles totales durante el almacenamiento. Similares resultados
fueron reportados por Morales de la Pefia et al. (2010), quienes trabajaron con una
bebida de naranja y pifia con leche de soja tratada térmicamente a 90°C-60 s, la
cual mostré una disminucion significativa en el contenido de compuestos fendlicos
después del tercer dia de almacenamiento, por tanto se establecid que los
tratamientos térmicos son, por lo general, la causa principal del disminucion de los
antioxidantes naturales y ademas, segun Kumar-Roy et al. (2007) afectan de una
manera considerable el contenido de compuestos fendlicos en los vegetales. Por
lo tanto, las altas temperaturas aplicadas durante el proceso podrian haber
afectado los compuestos fendlicos susceptibles en la bebida de leche descremada
con pulpa de tomate de arbol haciéndolos facilmente degradables en el tiempo.

Laorko et al. (2013) y Cao et al. (2012) también reportaron una disminucién del
contenido total de fenoles totales durante el almacenamiento, en jugo de pifia
pasteurizado y clarificado por microfiltracion y en jugo de fresa procesado
mediante altas presiones hidrostéaticas, respectivamente.

Adicionalmente cabe mencionar, las principales enzimas responsables de la
descomposicion de fenoles en productos vegetales como las fresas son la
polifenol oxidasa y peroxidasa (Cao et al., 2012). Sin embargo, en este estudio
dichas enzimas han sido inactivadas en la bebida mediante la pasteurizacion, por
tanto no se presentd la degradacion enzimatica de los compuestos fendlicos. Sin
embargo, su disminucién, segun Cao et al. (2012) se debe a la degradacién por
oxidacion y su polimerizacion con proteinas reduciéndose asi el nUumero de grupos
hidroxilo libres, medidos a través del método de Folin-Ciocalteu.

Por otra parte, al relacionar las propiedades fisicoquimicas con el contenido de los
compuesto fendlicos, segun Zulueta et al. (2007) los valores de pH, SST y la
densidad no se correlacionan con el contenido de los compuestos fendlicos
totales. Sin embargo, al estudiar la estabilidad de las antocianinas aisladas de
tomate de arbol frente al pH, se encontré que eran elativamente mas estables en
condiciones de baja acidez con valores de pH entre 2,0-3,4 (Hurtado, et al., 2009).
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Cuadro 33. Prueba LSD Fisher para el contenido de fenoles totales de la
bebida durante el almacenamiento

Nivel |Casos| Media |[Grupos Homogéneos
28 3 (21,4667 X
21 3 22,625 XX
14 3 |23,8833 X
7 3 (27,3167 X
0 3 33,15 X
Patron| 3 40,1167 X
Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Grafica 17. Grafica de medias del contenido de fenoles totales de la bebida
durante el almacenamiento
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5.4.3 Determinacion del contenido de acido ascorbico. El cuadro 34 presenta
los resultados del contenido de acido ascorbico evaluado en la bebida a lo largo
del tiempo de almacenamiento, los cuales corresponden a un promedio derivado
del analisis por triplicado (n=3) realizado en el Laboratorio de Cromatografia de la
Universidad de Nariiio (ver anexo 16). Los cromatogramas de algunos de los
tratamientos se muestran en la gréafica 18.
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Cuadro 34. Contenido de acido ascorbico en la bebida durante el
almacenamiento
Tiempo de almacenamiento Contenido de acido ascorbico

(Dias) (mg/100 mL)
Control 19,433+0,404
0 12,967+0,603
7 6,167+0,115
14 5,367+0,252
21 5,167+0,153
28 5,167+0,321

Nota: Los valores son la media de tres réplicas *DE.
Fuente: esta investigacion

Como se observa, la concentracion inicial de acido ascorbico en la bebida fue de
19,433+0,404mg/100mL. Inmediatamente después del tratamiento térmico, la
retencién de acido ascorbico fue 12,967+0,603 mg/100 mL, por tanto disminuy6 en
un 67%.

Sanchez et al. (2006) establecieron que después del tratamiento térmico el acido
ascorbico de puré de tomate tratado a 90°C durante 1 min en un intercambiador
de calor disminuy6 sélo en un 34%. Ademas, en dicha investigacion al emplear
esta pasteurizacion, el acido ascorbico presentdé una mayor degradacion (en
aproximadamente un 18%) que al ser tratado por altas presiones durante los
primeros 14 dias de almacenamiento probablemente, debido a la presencia de
oxigeno residual en el jugo.

Con base en estos resultados, se puede inferir que a pesar de que en esta
investigacion se empled un tratamiento térmico similar, las condiciones de proceso
de la bebida expusieron al producto al calor durante un mayor tiempo y por tanto
se presentd una degradaciébn mas alta del acido ascoérbico que en el puré de
tomate.

De acuerdo al cuadro 34, el contenido de acido ascoérbico de la bebida después de
la pasteurizacion estd dentro del rango de concentracion de vitamina C (9,32 a
53,9 mg/100 mL) reportado en bebidas comerciales a base de leche y zumos de
frutas en la investigacion realizada por Zulueta et al. (2007), sin embargo, a partir
de la primera semana disminuyo significativamente y los valores de &cido
ascorbico se ubican por debajo de dicho intervalo. Ademas, segun los resultados
obtenidos en dicho estudio, se establecio que el limon y la naranja son las frutas
gue proporcionan las mayores concentraciones de vitamina C, lo que resulta en
una mayor capacidad antioxidante. Esto se atribuye debido a que la presencia de
estas dos frutas causan un descenso en el pH de las bebidas, lo cual contribuye a
estabilizar al acido ascorbico, asi, las muestras con valores de pH mayores a 3,59
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tuvieron una concentracion promedio de vitamina C de 30,3 = 3,45 mg/100 mL,
mientras que las que presentaron un pH menor a ese valor tuvieron un promedio
de 42,1+4,23 mg/100 mL.

Gréfica 18. Variacion del contenido de acido ascorbico en la bebida durante
el almacenamiento

16

—
=
|

—%
M2
|

[e]
1

(]
|

Contenido de acido ascorbico (mg/100 mL)
=)

4 I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo de almacenamiento (Dias)
Fuente: esta investigacion

Asi mismo, en la grafica 18 se observa una disminucién del contenido de acido
ascoérbico durante el tiempo de almacenamiento. Similares resultados fueron
reportados por Laorko et al. (2013) quienes encontraron que el contenido de
vitamina C disminuy6 considerablemente (p<0,05) durante el primer mes del
almacenamiento, presumiblemente, debido a la degradacién completa del acido L-
ascorbico, mientras que el acido dehidroascorbico se mantiene en el jugo. Choi et
al. (2002) encontraron resultados similares cuando estudiaron la retencion de
acido ascorbico en jugo de naranja pasteurizado (90°C, 90 s) durante
almacenamiento refrigerado. Se encontré que mas del 50% del acido L-ascorbico
se perdio durante las 3 primeras semanas de almacenamiento, y se degradd
completamente después de 5 semanas de almacenamiento.
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La disminucion en el contenido de vitamina C durante el almacenamiento
refrigerado también se observo en estudios realizados por Zulueta et al. (2010) en
una bebida de leche UHT descremada con jugo de naranja, obteniendo diferencias
significativas (p<0,05) entre las concentraciones de &cido ascoérbico en funcion del
tiempo de almacenamiento; también en la investigacion realizada por Klimczak et
al., (2007) en jugo de naranja comercial y en el estudio de Piljac-Zegarac et al.,
(2009), sobre jugos de frutas oscuras, encontrando que el contenido de vitamina C
en zumo de arandano se redujo a cero después de 7 dias de almacenamiento, y
se redujo a 50% del valor inicial dentro de las primeras 74 h. En los zumos de
granada y arandano la vitamina C se redujo a cero después de 9 dias de
almacenamiento refrigerado, mientras que mostré una disminucién gradual pero
constante en cereza y fresa, obteniendo al dia 28 una reduccion de vitamina C de
35% y 58% de los valores iniciales, respectivamente.

Morales de la Pefia et al. (2010) también reportan que el contenido de vitamina C
de las bebidas de leche y jugo disminuyé gradualmente durante el
almacenamiento, independientemente del tratamiento aplicado. Sin embargo, las
muestras que fueron tratadas térmicamente mostraron el mas bajo porcentaje de
retencién de vitamina C (6,7%) que las tratadas por pulsos eléctricos debido a las
temperaturas de tratamiento mas bajas logradas en este ultimo.

Cao et al. (2012), reportaron que el acido ascorbico en jugo de fresa tratado con
pulsos eléctricos disminuyé gradualmente con el aumento del tiempo de
almacenamiento a 4°C.

La disminucion del &cido ascoérbico en esta investigacion y en los demas estudios
anteriormente citados se puede atribuir a varios factores.

En general, las vitaminas responden de manera diferente a los tratamientos
térmicos, es asi como las vitaminas hidrosolubles son mas sensibles que las
liposolubles (Rivas, et al., 2007; Klimezak, et al., 2007). Entre todos los
compuestos analizados, la vitamina C fue la mas afectada por la temperatura y el
tiempo de almacenamiento (Rawson, et al., 2011). Como se sabe, el &cido
ascorbico es un nutriente termolabil pero se conoce que condiciones de pH bajos
lo estabilizan (Morales de la Pefia, et al., 2010). Es asi como en la investigacion
realizada por Bi et al. (2013) las diferencias en la retencion de vitamina C entre
zumos de manzana y sandia tratados con pulsos eléctricos se atribuyen al pH,
puesto que en condiciones mas acidas la vitamina C es mas estable.

Ademas, segun estudios anteriores, el mecanismo de degradacion del acido
ascorbico es especifico para cada sistema en particular. Asi, su pérdida en
diferentes zumos puede explicarse por el desarrollo de reacciones consecutivas
de primer orden, es decir, el acido ascorbico se degrada aerébicamente y
anaerobicamente durante el almacenamiento. La velocidad de deterioro depende
del método de procesamiento empleado y las condiciones de almacenamiento,
teniendo en cuenta factores como la temperatura, el oxigeno y la luz (Zerdin et al.,
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2003). De esta manera en la fase inicial de almacenamiento, el oxigeno residual
en los jugos induce la degradacion aerdbica del acido ascérbico y sucede una
reaccion rapida dependiente del oxigeno que continGa hasta que este se agota y
se produce la degradacion anaerdbica. La via de oxidacidén aerébica puede seguir
una via catalizada o no catalizada. Ambas vias tienen productos intermedios
comunes que no se pueden distinguir por el analisis quimico y producen &cido
dehidroascorbico (DHAA), que por una mayor degradacién forma el acido 2,3-
dicetogulonico (DKGA). En la via anaerdbica el acido ascoérbico se somete a
cetonizacion para formar el intermedio ceto-tautomero (acido ceto-ascorbico) que
esta en equilibrio con su anién (ceto-monoanién del acido ascorbico) que
siguiendo la delactonization forma DKGA (Rawson et al., 2011).

Por otra parte, cabe resaltar que la retencién de vitamina C se ha utilizado como
un indicador de la calidad de los zumos de frutas (Klimczak, et al., 2007), y
también como un marcador de su vida atil. Seguin Shaw (1992), los zumos de fruta
llegan al final de su vida util en el momento en que la concentracion de vitamina C
llega al 50% del contenido inicial. EI 50% de la concentracién inicial de acido
ascorbico de la bebida se alcanzé a los 7 dias de almacenamiento En la
investigacion realizada por Morales de la Pefia et al. (2010) la concentracion de
vitamina C en las bebidas se redujo alrededor del 50% después de 17 dias de
almacenamiento a 4°C, respectivamente. En la investigacion de Zulueta et al.
(2010) la vida util de las bebidas almacenadas a 4°C fue de 52 dias. Para los
jugos de naranja y zanahoria pasteurizados almacenados a 2 y 10°C, fue de 11y
5 dias, respectivamente (Torregrosa, et al. 2006) y Yeom et al. (2000) establece
un tiempo de vida atil de 31 dias para jugo de naranja pasteurizado a 94,6°C-30 s.

5.4.3.1 Analisis estadistico

Cuadro 35. Resumen estadistico del contenido de acido ascé6rbico de la
bebida durante el almacenamiento

) ... | Coeficiente | Coeficiente
Tiempo de .| Desviacién
: Recuento|Promedio , de de
almacenamiento Estandar S, .,
Variacion | correlacion
Total 18 9,1 0,30804 3,3850% 0,98

Fuente: esta investigacion
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Cuadro 36. Anadlisis de varianza para el contenido de acido ascoérbico de la
bebida durante el almacenamiento

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razén- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P

Entre 518,107 5 103,621 121.99 | 0,0000

grupos

Intra 10,1933 12 0,849444

grupos

Total

Corr) 5283 17

Fuente: esta investigacion

Segun el cuadro 36, el valor-P es menor que 0,05, por tanto existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias del contenido de &cido ascorbico
de las semanas de almacenamiento, con un nivel del 95,0% de confianza.
Ademas, se han identificado 3 grupos homogéneos (ver cuadro 37 y grafica 19),
en los cuales existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias
del contenido de &cido ascorbico del control y el dia cero de almacenamiento y los
dias 7, 14, 21 y 28, mientras que en estos Ultimos cuatro tratamientos no hay
diferencias significativas.

Cuadro 37. Prueba LSD Fisher para el contenido de acido ascorbico de la
bebida durante el almacenamiento

Nivel |Casos| Media |Grupos Homogéneos
21 3 |5,16667 X
14 3 15,36667 X
28 3 55 X
7 3 16,16667 X
0 3 12,9667 X
Control| 3 [19,4333
Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion
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Grafica 19. Grafica de medias del contenido de acido ascoérbico de la bebida
durante el almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

5.4.3.2 Determinacion del contenido de carotenoides. El cuadro 38 presenta
los resultados del contenido de B-caroteno evaluado en la bebida a lo largo del
tiempo de almacenamiento, los cuales corresponden a un promedio derivado del
analisis por triplicado (n=3) realizado en el Laboratorio de Cromatografia de la
Universidad de Narifio (ver anexo 17).

Cuadro 38. Contenido de B-caroteno en la bebida durante el almacenamiento

iy Qe Contenido de B-caroteno
almacenamiento
(Dias) (ng/100 mL)
Control 278,00+7,55
0 243,00+5,66
7 214,15+4,60
14 164,00+£12,73
21 160,50+14,85
28 146,50+2,12

Nota: Los valores son la media de tres réplicas DE.
Fuente: esta investigacion

El cuadro 39 presenta la identificacién de otros carotenos como B-criptoxantina, 9-
cis-B-caroteno, 13-cis-B-caroteno y licopeno en las muestras de la bebida de
tomate de arbol a lo largo del tiempo de almacenamiento. Ademas, segun la
cantidad relativa de cada uno de estos, se establece que el B-Caroteno es el que
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Se encuentra en mayor proporcion en comparacion a los demas carotenoides
identificados, seguido por la B-criptoxantina, 13-cis-B-caroteno y 9-cis-p-caroteno.

El licopeno solo pudo ser identificado en tres muestras, a partir del dia 21 de
almacenamiento.

Cuadro 39. Identificacion de carotenos en las muestras de la bebida durante
el almacenamiento por HPLC-PDA scan (210-500nm)

Tiempo de
almacenamiento 0 7 14 21 28
(Dias)
Muestras (No.) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
B'C”pt(%a”“”a 10,6 | 1585 | 26,4 | 14,1 | 17,5 | 16,6 | 21,1 | 19,0 | 20,75 | 27,2 | 21,5 | 25,5 | 20,1 | 16,3 | 19,7
B'C‘?&;eno 89,4 | 84,15 | 64,2 | 78,4 | 76,5 | 76,4 | 68,95 | 69,6 | 68,8 | 59,1 | 65,1 | 63,6 | 70,3 | 55,2 | 71,0
9-C|S-B(—(;)f;lr0ten0 18 | 34 |40 20|18 |31 | 32 |36 | 34 |28|11|39]32]|25] 38
13-cis-B-
caroteno 20| 30 | 54 |53|40 (39| 65 | 76| 67 | 93|64 |70 64] 62| 56
(%)
Licopeno
(%) 15 | 55 19,6

Fuente: esta investigacion
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Gréfica 20. Variaciéon del contenido de B-caroteno en la bebida durante el

almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

Como se observa en la grafica 20, el contenido de B-caroteno en las muestras de
bebida disminuyé con el tiempo de almacenamiento. La muestra control present6
278,00+7,55 pg/100mL de B-caroteno, cantidad que decrecid significativamente
con el tratamiento térmico. El rango de B-caroteno obtenido desde el dia 0 al dia
28 de almacenamiento bajo refrigeracion fue de 243,00+5,66 a 146,50+2,12
png/100mL. El contenido de B-caroteno obtenido hasta la segunda semana de
almacenamiento fue superior a los rangos reportados por Zulueta et al. (2007), en
cuya investigacion estudiaron la concentracion de varios carotenoides con
actividad provitamina A entre los cuales se encuentran: B-criptoxantina, a-
caroteno, B-caroteno y retinol en 17 muestras de bebida de leche y jugos de frutas.

Para el caso del B-caroteno, se establece un rango de 0,50+0,03 a 160+3,89
Hg/100 mL (encontradas en las bebidas de leche con jugo de manzana y leche
descremada con jugo de mango y pifia, respectivamente). Ademas se establecio
que la capacidad antioxidante de los carotenoides fue mayor para B-criptoxantina,
seguido de [-caroteno y a-caroteno, segun sus capacidades relativas para
secuestrar los radicales libres, las cuales estan influenciadas por la presencia de
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grupos funcionales que incrementan la polaridad, como grupos carbonilo y
hidroxilo en los anillos terminales y por el nUmero de dobles enlaces conjugados.
Mertz et al. (2010) encontraron que los principales carotenoides del tomate de
arbol procedente de ecuador son ésteres de trans-B-criptoxantina y trans-B-
caroteno mientras que en el estudio de Rodriguez et al. (1983), se identificaron a
B-criptoxantina y B-caroteno como los carotenoides mas importantes en la cidscara
y la pulpa de tomate de arbol brasilefio, los cuales, son resultados que respaldan
la identificacion y la cantidad relativa obtenida de los carotenoides encontrados en
esta investigacion.

Morales de la Pefia et al. (2011) reportan similares resultados a los obtenidos en
esta investigacion, observando que el contenido total de carotenoides de las
bebidas de leche de soja y jugos de frutas sin tratar y tratadas térmicamente y con
pulsos eléctricos tendid a disminuir a medida que se incrementé el tiempo de
almacenamiento.

Hsu et al. (2008) también reportan que durante los primeros 14 dias de
almacenamiento a 4°C, los carotenoides totales y el licopeno del zumo de tomate
procesado térmicamente con el tratamiento convencional (98°C-15 min) se
degradé rapidamente en 16% y 12% en comparacién con el control, y no hubo una
pérdida significativa durante el almacenamiento entre los dias 14 a 28. También,
Cortes et al. (2006) y Odriozola et al. (2009) informaron que la concentracion total
de carotenoides en zumos de tomate y naranja tratados con pulsos eléctricos y
térmicamente disminuyé durante el tiempo de almacenamiento refrigerado,
independientemente del tratamiento aplicado. Sanchez et al. (2003) y Cortés et al.
(2006), observaron que la luteina, zeaxantina y B-caroteno mostraron las mayores
pérdidas entre todos los carotenoides durante el almacenamiento en melén y jugo
de naranja.

Ademas, se han reportado varias investigaciones que establecen el efecto de la
pasteurizacion sobre los zumos de mora, pifia y manzana, estableciendo que este
tratamiento conduce a una disminucion en los niveles de carotenoides (Aramwit, et
al, 2010; Rattanathanalerk, et al, 2009; Zepka y Mercadante, 2009).

Es asi como al estudiar los cambios en el contenido de carotenoides después de
la pasteurizacion térmica de néctares de tomate de arbol desgasificados y sin
desgasificar a tres temperaturas (80, 90 y 95°C-10 min), se encontré que el
aumento de las temperaturas condujo a pérdidas significativamente mas altas en
algunos carotenoides, dependiendo de su estructura quimica, tales como
zeaxantina y B-caroteno. Ademas, los carotenoides con provitamina A tuvieron una
estabilidad térmica mas alta que otros, estableciendo que la labilidad térmica
parece estar influenciada por las condiciones experimentales y la naturaleza de la
matriz del alimento. Ademas, se concluyo que la degradacion de los carotenoides
se debid principalmente al tratamiento térmico, el cual dependiendo de su

109



gravedad y duracion indujo la 5,8-epoxidacién y cis-isomerizacion (Mertz et al.,
2010).

Segun lo anterior, la descomposicidén térmica parece ser una de las causas mas
probables de la pérdida de los carotenoides y depende de la estructura quimica de
las moléculas, destacando que una estructura insaturada es mas propensa a la
degradacion. Por ejemplo, el licopeno en el tomate es resistente a la degradacion,
mientras que otros antioxidantes como el acido ascorbico, tocoferol y 3-caroteno
disminuyen en funcién del procesamiento térmico (Abushita, et al., 2000). Ademas
el oxigeno disuelto en los alimentos liquidos también puede aumentar la tasa de
degradacion de estos compuestos bioactivos y por lo tanto la desgasificacion
antes de la pasteurizacion puede ayudar a una retencion mas alta (Rawson, et al.,
2011).

En consecuencia, la exposicion al calor o al oxigeno puede inducir a la
isomerizacion y la oxidacion de los carotenoides en los jugos y los compuestos de
oxidacion de los carotenoides tienen efectos perjudiciales in vivo, a través de la
induccion del estrés oxidativo y los efectos citotéxicos y genotoéxicos.

Asi mismo, autores como Hsu et al. (2008) establecen que la degradacion de los
carotenoides es debida principalmente a la oxidacién, la cual es una reaccién
espontédnea en cadena de radicales libres en presencia de oxigeno y se estimula
por la luz, el calor, metales, enzimas, y peroxidos, y se inhibe por los
antioxidantes, tales como tocoferoles y &cido ascorbico. En su investigacion, la
degradacion de los carotenoides totales y el licopeno después del tratamiento
térmico convencional del jugo de tomate y el almacenamiento a baja temperatura 'y
en oscuridad es debido a la presencia de oxigeno residual en el jugo.

Cabe resaltar que la estabilidad de los compuestos carotenoides durante la vida
atil comercial afecta la calidad del producto. Las reacciones de isomerizacion y
oxidacion de los carotenoides que se producen durante el almacenamiento, resulta
en una pérdida de color, que es uno de los atributos mas importantes relacionados
con la calidad que afecta la eleccion de compra de productos (Morales de la Pefia,
et al., 2010).

5.4.3.3 Anédlisis estadistico

Cuadro 40. Resumen estadistico del contenido de B-caroteno de la bebida
durante el almacenamiento

Tiempo de Recuento|Promedio| Desviacion | Coeficiente | Coeficiente
almacenamiento Estandar de de
Variacion | correlacion
Total 12 200,942 50,5335 25,1483% 0,98

Fuente: esta investigacion
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Cuadro 41. Anélisis de varianza para el contenido de -caroteno de la bebida
durante el almacenamiento

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razén- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P

Entre 27537.3 5 5507.46 59,80 |0,0000

grupos

Intra 552.625 6 92,1042

grupos

Total

Corr) 280899 11

Fuente: esta investigacion

El cuadro 41 muestra que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, por tanto
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias del contenido
de B-caroteno de los tratamientos con un nivel del 95,0% de confianza. Ademas,
segun la prueba de multiples rangos, LSD de Fisher (ver cuadro 42) y como se
observa en la gréfica 21, se han identificado 4 grupos homogéneos, en los cuales
las medias del contenido de 3-caroteno del control, el dia 0 y 7 de almacenamiento
presentan diferencias estadisticamente significativas entre estos mismos y con
respecto a los dias 14, 21 y 28. Por el contrario, las medias del contenido (-
caroteno de estos Ultimos tres tratamientos no exhiben diferencias
estadisticamente significativas entre ellos.

Cuadro 42. Prueba LSD Fisher de varianza para el contenido de f3-caroteno
de la bebida durante el almacenamiento

Nivel |Casos|Media|Grupos Homogéneos
28 2 146,5 X
21 2 160,5 X
14 2 164,0 X
7 2 214,15 X
0 2 243,0 X
Control| 2 277,5 X
Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion
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Gréfica 21. Gréafica de medias del contenido para el contenido de B-caroteno
de la bebida durante el almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

5.4.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante de la bebida. La grafica 22
presenta la curva de calibracion empleada para obtener la capacidad antioxidante
de la bebida durante el tiempo de almacenamiento. Debido a que el coeficiente de
correlacion de la ecuacion al aplicar la regresion lineal es muy cercano a 1 los
resultados obtenidos permitieron realizar un analisis confiable.
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Gréfica 22. Curva de calibracion para evaluar la actividad antioxidante en la
bebida

Fuente: esta investigacion

Cuadro 43. Capacidad antioxidante de la bebida durante el almacenamiento

Tiempo Promedio absorbancia Capacidad antioxidante total

(Dia) (DO a 515 nm) (mmol Trolox/L)
0 0,398+0,011 3,45040,142
7 0,441+0,016 2,976+0,183
14 0,461+0,005 2,760+0,061
21 0,467+0,003 2,694+0,028
28 0,470+0,005 2,658+0,048

Nota: Los valores son la media de tres réplicas =DE.
Fuente: esta investigacion

El cuadro 43 muestra la capacidad antioxidante total de la bebida durante el
almacenamiento a 4°C, la cual disminuyd gradualmente y de forma significativa a
medida que se increment6 el tiempo (ver grafica 23). Después de un mes de
almacenamiento, la pérdida de la capacidad antioxidante fue del 30%. Similares
resultados se portaron por Morales de la Pefia et al. (2010), quienes ademas
encontraron que fue significativamente menor en las bebidas tratadas
térmicamente y por Barba et al. (2012), reportando la reduccion de la capacidad
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antioxidante del jugo de arandano al final del periodo de almacenamiento
(después de 56 dias), que varié de 69% (sin procesar) a 52% (tratado con pulsos
eléctricos) y 79% (con altas presiones).

Gréfica 23. Variacion de la capacidad antioxidante total de la bebida durante

el tiempo de almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

También, en el trabajo realizado por Piljac-Zegarac et al. (2009) se obtuvo que al
final del periodo de almacenamiento (29 dias), los jugos sin tratamiento previo
mostraron una disminucion significativa de su capacidad antioxidante que varié de
15% (jugo de ardndano) a 62% ( jugo de cereza) y Kevers et al., (2007) reportaron
que la actividad antioxidante de la espinaca y el brocoli también disminuy6 en mas
de un 50% después de 30 dias de almacenamiento refrigerado.

Por otro lado, la capacidad antioxidante de la bebida estuvo entre un rango de
2,658+0,048 a 3,450+0,142 mmol trolox/L, valores que corresponden a los niveles
28 y 0 de almacenamiento, respectivamente. Estos valores se ubican dentro del
intervalo reportado por Zulueta et al. (2007) de 3,60 a 0,61 mmol trolox/L, en
donde la maxima capacidad antioxidante la tuvo la mezcla de jugo de Naranja,
manzana, pifia y limén con leche descremada. Los autores establecen que el
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porcentaje de jugo empleado en cada bebida analizada por dicho estudio no
interactua significativamente con la capacidad antioxidante. En consecuencia,
aseguran que las diferencias entre los parametros se deben a la composicion del
jugo (tipos de fruta) y las condiciones de almacenamiento y procesamiento,
estableciendo que los tratamientos térmicos enérgicos son la principal causa de la
reduccion de los antioxidantes naturales.

Sin embargo, cabe resaltar que aunque las temperaturas de pasteurizacion mas
bajas reducen el abuso térmico del producto, resultando asi una mayor retencion
de componentes de color, sabor y disminuyendo la produccion de compuestos
indeseables, estas temperaturas no inactivan por completo las enzimas (PME, PG,
POD) y permiten que dichos sistemas generen alteraciones en las propiedades
fisicoquimicas y organolépticas del producto. Por tanto para garantizar inocuidad y
extender la vida util se requiere de la pasteurizacion convencional o la
esterilizacion, aunque se genera una pérdida de calidad en términos de sus
propiedades sensoriales y nutritivas (Hsu et al. 2008).

En general, la capacidad antioxidante de los zumos de frutas se relaciona con la
composicién y la concentracion de compuestos bioactivos tales como vitaminas,
fenoles, carotenoides o flavonoides (Min et al., 2003; Sanchez-Moreno et al.,
2005). Se reporta que la vitamina C y los fenoles son los principales componentes
antioxidantes en zumos de frutas y hortalizas (Takeoka et al., 2001). Es asi como
en la bebida de leche UHT descremada y tomate de arbol la capacidad
antioxidante se relacion6 con el contenido de fenoles totales, acido ascorbico y
carotenoides, resultando que una disminucidbn en estos Udltimos generdé un
consecuente decrecimiento de la capacidad antioxidante. En la investigacion
realizada por Morales de la Pefia et al. (2010), se observé que habia una
correlacién significativa entre la capacidad antioxidante de las bebidas de jugo de
frutas con leche y la vitamina C. Este resultado parece indicar que los cambios en
la capacidad antioxidante durante el tiempo estan asociados principalmente a las
variaciones de contenido de vitamina C. Ademas, Odriozola-Serrano et al. (2008)
observaron que los niveles de vitamina C estan altamente correlacionados con los
valores de la capacidad antioxidante en el zumo de fresa tratado con pulsos
eléctricos y Zulueta et al. (2007) reportan que la vitamina C es el principal
compuesto bioactivo responsable de la capacidad antioxidante en bebidas de
zumos de frutas con leche.

Asi mismo, al evaluar zumos de diferentes frutas Gardner et al. (2000) encontrd
gue la vitamina C contribuye entre 65-100% del potencial antioxidante de bebidas
derivadas de citricos (100% de la actividad antioxidante del jugo de naranja), pero
menos del 5% en el zumo de manzana y piia. En general, la actividad
antioxidante fue mayor en aquellos zumos que tuvieron las concentraciones mas
altas de vitamina C, lo cual permite afirmar que el acido ascorbico es el principal
antioxidante en el jugo de naranja, pero no es un importante contribuyente a la
capacidad antioxidante en el zumo de manzana. Ademas, la contribucién de los
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carotenoides al potencial antioxidante fue insignificante. Mientras que los
compuestos fendlicos parecen ser unos de los principales contribuyentes al
potencial antioxidante de los zumos no citricos, por tanto la capacidad de los jugos
de estas frutas para reducir los radicales DPPH estaba estrechamente relacionada
con su contenido total de fenoles y refleja la capacidad de muchos de estos
compuestos para donar atomos de hidrogeno de los grupos hidroxilo en sus
estructuras de anillo (Gardner, et al., 2000).

Asi mismo, Barba et al. (2012) relacionaron la actividad antioxidante con los
polifenoles totales, antocianinas y el acido ascoérbico, observando una correlaciéon
estadisticamente significativa entre el acido ascorbico y los fenoles con la
actividad antioxidante en jugo de arandano tratado con pulsos eléctricos.

Sin embargo, no esta claro que los compuestos fendlicos son los principales
contribuyentes a la actividad antioxidante de la manzana, pifia y jugos de
vegetales, ya que su identidad y su biodisponibilidad requiere mayor investigacion.

Es asi como la importancia nutricional de tales compuestos fendlicos es incierta,
ya que pueden ser mal absorbidos y metabolizados rapidamente y por lo tanto
tienen una capacidad antioxidante limitada in vivo. En contraste, la vitamina C es
altamente biodisponible y es por consiguiente uno de los antioxidantes
hidrosolubles mas importante en las células, y realiza un eficiente barrido de
especies reactivas del oxigeno, como O,, OH, radicales peroxilo y el singlete de
oxigeno (Halliwell, 1996). Ademaés, debido a la captura eficiente de radicales
peroxilo en la fase acuosa del citosol, protege las biomembranas y lipoproteinas
de baja densidad del dafio peroxidativo (Sies et al., 1992). Por consiguiente, al
relacionar la actividad antioxidante de los zumos de frutas frente al riesgo de sufrir
enfermedades y mantener la salud (Williams, 1995), es importante tener en cuenta
la contribucion de la vitamina C y la de los compuestos fendlicos.

5.4.4.1 Andlisis estadistico

Cuadro 44. Resumen estadistico de la capacidad antioxidante de la bebida
durante el almacenamiento

Tiemoo de Desviacion Coeficiente | Coeficiente
poC Recuento|Promedio , de de
almacenamiento Estandar S, .,
Variacién | correlaciéon
Total 15 2,9082 0,3161 10,8687% 0,91

Fuente: esta investigacion
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Cuadro 45. Andlisis de varianza para la capacidad antioxidante de la bebida
durante el almacenamiento

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razén- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P

Entre 1,27802 4 0,319505 26,47 |0,0000

grupos

Intra 0,120701 10 0,0120701

grupos

Total

Corr) 1,39872 14

(P<0,05)=significativo

Fuente: esta investigacion

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05 (ver cuadro 45), existe
una diferencia estadisticamente significativa entre la media de la capacidad
antioxidante de la bebida entre los dias de almacenamiento estudiados, con un
nivel del 95,0% de confianza. Ademas, se han identificado 3 grupos homogéneos
(ver cuadro 46 y grafica 24), de los cuales, las medias de la capacidad
antioxidante de los dias 0 y 7 son significativamente diferentes y a su vez, las de
éstos dos dias también presentan diferencias estadisticamente significativas con
los dias 14, 21 y 28 de almacenamiento.

Cuadro 46. Prueba LSD Fisher para la capacidad antioxidante de la bebida
durante el almacenamiento

Nivel|Casos| Media |Grupos Homogéneos
28 |3 2,65933 X

21 |3 2,69567 X

14 |3 2,76133 X

7 3 2,97533 X

0 3 3,44933 X

Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion
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Gréfica 24. Gréafica de medias de la capacidad antioxidante de la bebida
durante el tiempo de almacenamiento
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Fuente: esta investigacion
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55. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FiSICOQUIMICAS Y
MICROBIOLOGICAS DE LA BEBIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO

5.5.1. Analisis de las caracteristicas fisicoquimicas durante el
almacenamiento

Cuadro 47. Caracteristicas fisicoquimicas de la bebida durante el
almacenamiento

: Acidez
Tiempo SST ; .
(Diar; pH (°Brix) (g Acido lactico/
100 mL)

0 4,19+0,02 12,0+0,0 0,645+0,094

7 4,1940,01 11,8+0,3 0,801+0,046

14 4,18+0,01 11,8+0,3 0,836+0,023

21 4,18+0,01 11,7+0,3 0,840+0,026

28 4,17+0,02 11,5+0,0 0,870+0,026
Nota: Los valores son la media de tres réplicaszDE.
Fuente: esta investigacion

Gréfica 25. Comportamiento de las caracteristicas fisicoquimicas de la bebida
durante el almacenamiento: (A) pHy SST y (B) Acidez.

Fuente: esta investigacion
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5.5.1.1 Analisis estadistico del pH de la bebida durante el almacenamiento

Cuadro 48. Resumen estadistico del pH de la bebida durante el

almacenamiento

Tiempo de Desviacion Coeficiente | Coeficiente
Po ¢ Recuento|Promedio . de de
almacenamiento Estandar S, .,

Variaciéon | correlacion
Total 15 4,182 0,0132017 | 0,31568% 0,45

Fuente: esta investigacion

Cuadro 49. Andlisis de varianza para el pH de la bebida durante el

almacenamiento

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

Entre 0,00110667 4 0,000276667 | 2,08 |0,1592

grupos

Intra
0,00133333 10 0,000133333

grupos

Total

(Corr.) 0,00244 14

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion

Tal como lo muestra el cuadro 49, dado que el valor-P de la razon-F es mayor o
igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre los
valores de pH a lo largo del tiempo de almacenamiento con un nivel del 95,0% de
confianza. Ademas, segun la prueba LSD de Fisher (ver cuadro 50 y gréafica 26)
existen 2 grupos homogéneos, en los cuales se puede observar una diferencia
significativa entre las medias del pH de los dias 0 y 28 de almacenamiento.
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Cuadro 50. Prueba LSD Fisher para el pH de la bebida durante el
almacenamiento

Nivel |Caso| Media Grupos
S Homogéneos

28 3 4,17 X

21 3 4,17667 XX
14 3 4,18 XX
7 3 4,19 XX
0 3 | 4,19333 X

Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Los valores de pH (ver cuadro 47) de los jugos analizados se encuentran dentro
del rango normal (3,1 - 4) para néctares. Como era de esperar, el pH disminuye a
medida que pasa el tiempo y a medida que aumenta la acidez. Sin embargo,
existe un efecto tampén debido a la presencia de cantidades limitadas en el
tomate de arbol de citratos y malatos principalmente de potasio, por lo cual las
variaciones en el pH con el almacenamiento son menos pronunciadas que las
variaciones en la acidez. Durante las cuatro semanas de almacenamiento a 4°C,
las variaciones en el pH no fueron estadisticamente significativas, el pH
permanecio constante (ver grafica 25). La misma conclusién se alcanzé en otras
investigaciones reportadas por Esteve et al. (2005) y Kaanane et al. (1988),
quienes estudiaron el efecto del tiempo de almacenamiento sobre el pH de jugos
de frutas y Salvia et al. (2011), cuyo trabajo de investigacion se realizé con leche
descremada y con jugo de naranja, kiwi, mango y pifa.
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Gréfica 26. Grafica de medias de la variacion de pH de la bebida durante el

almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

5.5.1.2. Andlisis estadistico de la

almacenamiento

acidez de

la bebida durante el

Cuadro 51. Resumen estadistico de la acidez de la bebida durante el

almacenamiento

) L, .. Coeficiente
Tiempo de .| Desviacién | Coeficiente
. Recuento|Promedio , T de
almacenamiento Estandar |de Variacion .,
correlacién
Total 15 0,7984 0,0929 11,6366% 0,79

Fuente: esta investigacion

Cuadro 52. Analisis de varianza de la acidez de la bebida durante el

almacenamiento

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razén- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P

Entre 0,0953583 4 0,0238396 9.35 |0,0021

grupos

Intra 0,0254853 10 0,00254853

grupos

Total

Corr) 0,120844 14

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion
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Tal como lo muestra el cuadro 52, dado que el valor-P es menor que 0,05, existe
una diferencia estadisticamente significativa entre los valores de Acidez de la
bebida entre cada semana de almacenamiento, con un nivel del 95,0% de
confianza. Se han identificado 2 grupos homogéneos (ver cuadro 53 y grafica 27),
observando que existe diferencia significativa entre las medias de los valores de
acidez del dia O y las otras 4 semanas de almacenamiento. Sin embargo, a partir
del dia 7 y hasta el final del almacenamiento las medias de los valores de acidez
no experimentaron cambios significativos.

Cuadro 53. Prueba LSD Fisher para la acidez de la bebida durante el
almacenamiento

Nivel |Casos| Media |[Grupos Homogéneos
0 3 0,645 X
7 3 0,801333 X
14 3 0,835667 X
21 3 0,84 X
28 3 0,87 X
Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Gréfica 27. Grafica de medias de la variacion de la acidez de la bebida
durante el almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

La acidez total en la bebida se encuentra determinada principalmente por dos
acidos organicos que contribuyen a su sabor y palatabilidad y se encuentran como
resultado de los procesos bioquimicos que se llevan a cabo tanto en la fruta como
en la leche. Los acidos mas abundantes en la bebida y que ademas se encuentran
en su forma libre son el citrico y el lactico, procedentes del tomate de arbol y la
leche, respectivamente.
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La acidez total en la bebida a lo largo del tiempo de almacenamiento fue
significativamente diferente (p < 0,05), pero en todos los casos estuvo dentro de
los valores recomendados para néctares por la Resolucion 7992/1991 del
Ministerio de Salud, en donde debe ser como minimo 0,2 g/100 g y por Redd et al.
(1986) que van en un rango de 0,6 a 1,6 g/100 g. Con el almacenamiento a 4°C,
se observd un aumento significativo de la acidez (p <0,05) en las muestras de
bebida. Este aumento indica el inicio de deterioro o de la fermentacion de la
muestra por microorganismos (Esteve, et al., 2005). Similares resultados se
reportan en la investigacion realizada por Zulueta et al. (2007) en varias bebidas
fabricadas a partir de leche UHT descremada y jugos de diversas frutas.

Ademas, a partir del dia 47 de almacenamiento a 4°C se evidencid la separacion
de fases (ver figura 19). Sin embargo, Salvia et al. (2011) reporté que a pesar de
sus bajos valores de pH y la acidez alta, no se observo separacion de fases en las
bebidas tratadas a 90°C-1 min y no tratadas después de 56 dias a 4°C.

Figura 15. Muestra de Bebida en el dia 47 de almacenamiento

Fuente: esta investigacion
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5.5.1.3. Anadlisis estadistico de los solidos solubles totales de la bebida
durante el almacenamiento

Cuadro 54. Resumen estadistico de los so6lidos solubles totales de |la bebida
durante el almacenamiento

. L, . Coeficiente
Tiempo de .| Desviacion | Coeficiente
. Recuento|Promedio p S de
almacenamiento Estandar |de Variacién .,
correlacion
Total 15 11,7667 0,258199 2,19432% 0,46

Fuente: esta investigacion

Cuadro 55. Andlisis de varianza para los sélidos solubles totales de la bebida
durante el almacenamiento

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razé6n- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P

Entre 0,433333 4 0,108333 217 |0,1466

grupos

Intra 05 10 0.05

grupos

Total

(Corr) 0,933333 14

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion

El cuadro 55 presenta el andlisis de varianza para los SST de la bebida y muestra
que el valor-P es mayor que 0,05, por tanto no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los SST a lo largo del tiempo de
almacenamiento, con un nivel del 95,0% de confianza. Similares resultados fueron
reportados por Morales de la Pefa et al. (2010), estableciendo que SST no
presentaron un descenso significativo en la bebida durante los 56 dias de
almacenamiento analizados.

Ademas, se han identificado 2 grupos homogéneos, dentro de los cuales existe

una diferencia significativa entre las medias de este pardmetro fisicoquimico del
dia 0 y el dia 28 de almacenamiento (ver cuadro 56 y grafica 28).
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Cuadro 56. Prueba LSD Fisher para los sdlidos solubles totales de la bebida
durante el almacenamiento

Nivel |[Casos |Media Grupos Homogéneos
28 3 11,5 X
21 3 11,6667 XX
14 3 11,8333 XX
7 3 11,8333 XX
0 3 12 X
Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Gréfica 28. Grafica de medias de la variacion de los so6lidos solubles totales
de la bebida durante el almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

Después de la pasteurizacion los SST fueron 12°Brix, valor que es mas bajo que
el inicial, (14°Brix, que son los SST de la bebida con los cuales se realizaron los
balances de materia) debido a la destrucciébn de compuestos solubles en las
bebidas por efecto de la temperatura. Resultados similares se reportan en la
investigacién de Zulueta et al. (2007) y Salvia et al. (2011), los cuales trabajaron
con bebidas realizadas a partir de leche descremada con jugos de diversas frutas.
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5.5.2. Andlisis microbioldgico de la bebida durante el almacenamiento

El cuadro 57 presenta los resultados de los diferentes parametros microbiolégicos
evaluados en la bebida a lo largo del tiempo de almacenamiento, los cuales
corresponden a un promedio derivado del analisis por triplicado (n=3) realizado
por el laboratorio de microbiologia de la Universidad de Narifio (ver anexos 18 a
37).

Cuadro 57. Andlisis microbiolégicos realizados a la bebida durante cinco
semanas de almacenamiento a 4°C
Coliformes Coliformes Recuento

Tiembo totales fecales Esporas Mesoéfilos Hongos y
(DiaS) (No. (No. Clostridum (Logio levaduras
Bacterias/  Bacterias/ sulfito UCF/mL) (Log10UCF/mL)
mL) mL) reductor
Control ND ND ND 4,409+0,019 2,563+0,033

0 ND ND ND 3,075+0,073 ND
7 - - - 4,486+0,033 ND
14 - - - 4,451+0,032 ND
21 - - - 4,469+0,067 ND
28 - - - 4,461+0,041 ND
35 - - - 4,584+0,071 ND

Nota: Los valores son la media de tres réplicas DE; ND: No detectado (los niveles
de poblaciones microbianas estudiadas estaban por debajo del limite de deteccion
en el tratamiento correspondiente)

Fuente: esta investigacion

Las poblaciones iniciales promedio de bacterias mesoéfilas aerobias y hongos y
levaduras en la bebida no tratada (control) fueron 4,409+0,019 y 2,563+0,033 log1o
UFC/mL, respectivamente. Después del tratamiento térmico a 92°C durante 56 s
se observo la reduccion en 1 ciclo logaritmico de la carga microbiana de mesdéfilos
y de la poblacién de hongos y levaduras a <1 Log UFC/mL, lo cual fue suficiente
para mantener a las poblaciones microbianas investigadas por debajo del limite de
méaximo permitido hasta acercarse a la primera semana de almacenamiento. De
acuerdo a esto, dicho tratamiento fue capaz de extender la vida util microbiolégica
de la bebida almacenada a 4°C en un periodo inferior a 7 dias.

En el dia O de almacenamiento, todos los parametros analizados en la bebida
estuvieron dentro de los rangos exigidos para néctares por la resolucién 7992 de
1991. Para el caso del recuento de hongos y levaduras, se observo que fue un
parametro que se mantuvo dentro del rango establecido por la resolucion 7992/91,
durante todo el mes de estudio. Varios autores han reportado similares resultados,
al presentarse la inactivacion total de mohos y levaduras (<1 log UFC/mL) en
diferentes zumos de frutas y leche de soja, después de la aplicacion de diferentes
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tratamientos térmicos (Li & Zhang, 2004; Mosqueda, et al., 2008). Ademas, los
resultados de esta investigacion también son similares al estudio realizado por
Salvia (2011) y Velazquez et al. (2012) quienes trabajaron con jugo de naranja
procesado a 90°C durante 1 y 2 min, obteniendo en ambos casos recuentos no
detectables de mohos y levaduras después del tratamiento y hasta el dia 22 y 36
de almacenamiento respectivamente.

Gréfica 29. Curva de crecimiento microbiano de mesoéfilos aerobios en la
bebida durante el almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

Por otra parte, la grafica 29 muestra la curva de crecimiento de mesoéfilos aerobios
en la bebida almacenada a 4°C durante un periodo maximo de 35 dias
almacenamiento. Segun la resolucion 7992/91, las cargas microbianas maximas
aceptables para mesdfilos aerobios y hongos y levaduras en zumos de frutas y
néctares estan alrededor de 3y 3,5 Log UFC/mL, respectivamente. En el presente
estudio, se observo que a partir de la primera semana de almacenamiento, el
recuento de mesdfilos se incrementd a niveles que sobrepasan los valores
permitidos, llegando a un recuento de 4,5 Log UFC/mL. Este crecimiento
microbiano observado después de la aplicacion del tratamiento térmico puede
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explicarse por la recuperacién de microorganismos afectados, germinaciéon de
microorganismos formadores de esporas, baja influencia del tratamiento térmico
sobre la inactivacion de esporas (Morales de la Pefia, et al., 2010), la resistencia
de microorganismos mesofilos a medios acidos, como es el caso de
Staphylococcus aureus el cual es capaz de resistir condiciones de acidez y pH
bajos en los jugos de frutas (Brifiez, et al., 2007) y también debido al crecimiento
exponencial de los microorganismos por la disponibilidad de altos niveles de
nutrientes, principalmente azucares, en la matriz de la bebida (Morales de la Pefia,
et al., 2010).

Ademas, en la grafica 29 se puede observar que a partir de la primera semana
inicia la fase estacionaria de la cinética de crecimiento, la cual ocurre cuando se
agotan los nutrientes y el sustrato que los microorganismos habian estado
metabolizando y ademas, porque se presenta un cambio en la acidez de la bebida
(ver grafica 25) de 0,645 a 0,801 g acido lactico/100 g bebida, por tanto, el
crecimiento celular se detiene y la biomasa permanece constante (Duarte, 1998).

En la préactica, el recuento microbiano por debajo de un limite definido en
condiciones determinadas de almacenamiento durante un periodo especifico
indica microbiolégicamente la vida Gtil de los productos inicialmente sometidos a
tratamientos de conservacion (Aporn, et al., 2013). Es asi como para alcanzar un
tiempo de vida util aceptable se debe considerar la extension de la fase de latencia
y la disminucion de la tasa de crecimiento de las poblaciones microbianas, lo cual
se obtiene con la efectividad del tratamiento térmico.

Con los resultados obtenidos, para conocer el tiempo de vida util de la bebida se
realiz6 un seguimiento diario durante la primera semana de almacenamiento
debido a que como lo muestra la grafica 29, no se presenta la fase de latencia de
las bacterias mesofilas y se observa solamente la fase de crecimiento, seguida de
la fase estacionaria. Por tanto, se obtuvieron los recuentos de bacterias mesofilas
de cada dia (ver cuadro 58 y anexos 38 a 53) para conocer el tiempo exacto en el
cual este sobrepasa los limites superiores exigidos por la normatividad vigente
(ver grafica 30). Estos hallazgos sugieren que la bebida estudiada bajo las
anteriores condiciones debe ser tratada como un producto de vida util corta, el
cual debe ser consumido antes del tercer dia de procesamiento.
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Cuadro 58. Analisis microbiolégicos realizados a la bebida durante la
primera semana de almacenamiento a 4°C
Mesofilos

T('S'Irgsp)o (Logio UCF/mL)
0 3,113 + 0,047
1 3,290 + 0,016
2 3,388 + 0,038
3 3,470 + 0,010
4 4,145 + 0,044
5 4,278 + 0,032
6 4,415 + 0,024
7 4,525 + 0,028

Nota: Los valores son la media de dos réplicas +DE.
Fuente: esta investigacion

Grafica 30. Seguimiento de las bacterias mesofilas durante la primera
semana de almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

Por tanto, el tiempo de vida util de la bebida es menor al promedio de bebidas de
leche y jugos de frutas de otras investigaciones y hace parte del 10% de la
bebidas de corta vida utii que necesita una cadena de frio para su
almacenamiento y distribucién (Sampedro, et al., 2007), puesto que segun lo

130



reportado por Salvia et al. (2011) se establece un periodo de vida de 56 dias con
una pasteurizacion a 90°C durante 1 min para una bebida con leche descremada y
jugos de frutas; Varela et al., (2012) reporta que es mayor a 35 dias, pero
empleando pulsos eléctricos en jugo de granada y se establece 9 dias para jugo
de naranja tratado con luz ultravioleta (Cigdem & Aysegul, 2013).

5.5.2.1. Anélisis estadistico

Cuadro 59. Resumen estadistico del recuento de mesofilos aerobios de la
bebida durante el almacenamiento

. . ., | Coeficiente | Coeficiente
Tiempo de .| Desviacién
. Recuento|Promedio , de de
almacenamiento Estandar S, .,
Variaciéon | correlacion
Total 21 4277 0,507 11,85% 0,99

Fuente: esta investigacion

Cuadro 60. Andlisis de varianza del recuento de mesoéfilos aerobios de la
bebida durante el almacenamiento

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razé6n- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P

Entre 5,10177 6 0,850295 | 313.20 |0,0000

grupos

Intra 0,0380087 14 0,0027149

grupos

Total

(Cort) 5.13978 20

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion

Puesto que el valor-P es menor que 0,05 (ver cuadro 60), existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de la poblacion de mesofilos aerobios
entre los diferentes niveles del tiempo de almacenamiento estudiados, con un nivel
del 95,0% de confianza. Ademas, la grafica 31 y el cuadro 61 presentan 3 grupos
homogéneos, en los cuales existe una diferencia significativa entre el nivel 0 de
almacenamiento y los demas tratamientos; entre el nivel 35 y los demas
tratamientos; mientras que entre los dias 7,14, 21, 28 y el control no existen
diferencias estadisticamente significativas.
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Cuadro 61. Prueba LSD Fisher para el recuento de mesoéfilos aerobios de la
bebida durante el almacenamiento

Nivel |Casos| Media |Grupos Homogéneos
0 3 3,075 X

Control|3 4,409 X

14 3 4,45133 X

28 3 4,461 X

21 3 4,46867 X

I 3 4,48567 X

35 3 4,58333 X

Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Grafica 31. Grafica de medias del crecimiento microbiano de mesoéfilos en la
bebida durante el almacenamiento
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Fuente: esta investigacion
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5.5.3. Reactivacion de POD en la bebida durante el almacenamiento.

Cuadro 62. Actividad residual de POD durante el almacenamiento

Coeficiente
Tratamiento de

correlacion
Patron 0,9992
0 dias 0,9881 + 0,0019
7 dias 0,9981 + 0,0028
14 dias 0,9856 + 0,0007
21 dias 0,9819 + 0,0003
28 dias 0,9931 + 0,0011
28 dias 0,9864 + 0,0023

Pendiente
(dAbs/min)

0,1034
0,0077 + 0,0002
0,0067 + 0,0006
0,0057 + 0,0003
0,0053 + 0,0004
0,0051 + 0,0005
0,0045 + 0,0003

Actividad
enzimatica
promedio
(AAbs/min)

0,1034
0,0077 + 0,0002
0,0067 + 0,0006
0,0057 + 0,0003
0,0053 + 0,0004
0,0051 + 0,0005
0,0045 + 0,0003

Nota: Los valores son la media de tres réplicas +DE.
Fuente: esta investigacion

Actividad residual
POD (%)

100,00
7,41+0,14
6,48 + 0,36
5,48+ 0,12
5,13+0,19
4,96 + 0,46
4,38 + 0,51

El cuadro 62 y las graficas 32 y 33 muestran que durante el tiempo de
almacenamiento la actividad residual de POD disminuye. Similares resultados se
reportan en investigaciones realizadas en puré de fresa por Osorio (2008),
reportando que al cabo de 30 dias de almacenamiento en refrigeracion, la
actividad POD de las muestras tratadas térmicamente se redujo a menos de la
mitad de la que presentaba la muestra recién tratada (ver cuadro 63) y en un
mayor tiempo de almacenamiento, es decir a los 60 dias ninguna muestra tratada
presenté actividad POD (Osorio, 2008).

Cuadro 63. Actividad POD del puré de fresa (%del puré fresco)

O dias 30 dias 60 dias
Tratamiento Media | DE | Media | DE Media
Puré fresco | 100 - - -
75°C -15 s 146 |05| 41 0,9 0,0
90°C-20 s 12,7 |04 4,2 0,2 0,0
90°C-2 min 73 |03 24 |0,13 0,0

Fuente: Osorio (2008)
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Grafica 32. Actividad enzimatica residual de POD en la bebida durante el
almacenamiento
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Fuente: esta investigacion

Asi mismo, resultados similares en jugo de naranja fueron reportados por Hirsch et
al. (2008), en los cuales se establece que la actividad de POD disminuyo
rapidamente después de 20 dias de almacenamiento y la reactivacion de POD no
fue significativa después de aplicar el tratamiento térmico. Las actividades
residuales de POD después de los tratamientos del jugo de naranja a 42 y 52°C
fueron 49,2% y 25,8%, respectivamente, mientras que el calentamiento a 62°C
redujo la actividad de POD a un rango de 2.9 a 9.6% de su valor inicial.

Estos resultados se pueden atribuir a la desnaturalizacién de POD por efecto del
tratamiento térmico al ser una proteina debido a la ruptura de las fuerzas que
mantienen su estructura terciaria (pocas enzimas estan activas a mas de 60°C y
muchas de ellas ya se alteran a 40 — 50°C), cumpliéndose asi uno de los objetivos
primordiales de la pasteurizacion. También puede deberse al ambiente acido al
que esta expuesta la enzima, de alli que estudios demuestran que la regeneracién
maxima de POD en rdbano se produce en pH neutro, mientras que por debajo de
un pH de 5 no se encontrd0 ninguna regeneracion. En el caso de POD, las
condiciones acidas de los zumos de naranja durante los tratamientos térmicos
bajaron su estabilidad térmica global en su matriz natural. Informes anteriores
sobre rabano describen un alto impacto del valor de pH en la estabilidad al calor
de POD, con una pérdida total de actividad que se produce a pH 3,5 después de
que el extracto se pasteurizé a 76 °C durante 30 s (Hirsch, et al., 2008).
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Gréfica 33. Actividad enzimética de POD en la bebida durante el
almacenamiento: (A) curva patron y tratamientos y (B) tratamientos.

Fuente: esta investigacion

La regeneracion de POD en la bebida observada en las figuras 34 y 35 se explica
asumiendo que la fraccién proteica de la proteina sufre una desnaturalizacion
parcial, con pérdida de estructura terciaria, produciendo luego una reversion a su
estado normal por la recombinacion de grupos hidrégenos o sulfhidrilicos.

Ademas, la regeneracién de POD después de la pasteurizacion se presenta solo
cuando la enzima no es totalmente inactivada por el calor, ya que esta tiene
fracciones con diferente resistencia térmica, por tanto después de una inactivacion
parcial bajo condiciones de medio acido se presenta la recombinacion del grupo
hemo con la apoenzima desplegada, seguido por un plegamiento para dar la
forma nativa o similar a POD. Asi mismo, para prevenir la regeneracion de POD se
requiere un largo periodo de calentamiento, sin embargo, un tratamiento térmico
severo puede perjudicar la calidad de los alimentos. Los cambios que pueden
ocurrir como resultado de sobreproceso incluyen el deterioro de color y sabor y
reduccion del valor nutritivo por pérdidas de vitamina C, proteinas y aminoacidos
(L6pez, 2003).
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5.5.3.1. Andlisis estadistico

Cuadro 64. Resumen estadistico de la Actividad enzimatica POD en la bebida
durante el almacenamiento

. . ., | Coeficiente | Coeficiente
Tiempo de .| Desviacioén
. Recuento|Promedio , de de
almacenamiento Estandar S, .,
Variacion | correlacion
Total 21 0,0197714| 0,0350248 17,148% 0,99

Fuente: esta investigacion

Cuadro 65. Andlisis de varianza para actividad enzimatica de POD en la
bebida durante el almacenamiento

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razén- | Valor-
Cuadrados libertad Medio F P

Entre 0,0244979 6 0,00408298 |1553,87 |0,0000

grupos

Intra 0,0000367867 14 0,00000262762

grupos

Total

(Corr) 0,0245347 20

(P<0,05)=significativo
Fuente: esta investigacion

Segun el cuadro 65 se observa que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05,
por lo tanto existe una diferencia estadisticamente significativa de la actividad
enzimatica de POD entre los dias de almacenamiento con un nivel del 95,0% de
confianza. Ademas, la gréfica 34 y el cuadro 66 muestran 3 grupos homogéneos,
en donde hay diferencias significativas entre los niveles de almacenamiento 0 y
35, asi como también entre el tratamiento patron con respecto a los demas dias de
almacenamiento estudiados.
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Cuadro 66. Prueba LSD Fisher para actividad enzimatica de POD en la bebida
durante el Tiempo de almacenamiento

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
35 3 0,0045 X
28 3 0,0051 XX
21 3 0,0053 XX
14 3 0,0057 XX
7 3 0,0067 XX
0 3 0,0077 X
Patron 3 0,1034 X
Alfa=0,05

Fuente: esta investigacion

Gréfica 34. Grafica de medias para actividad enzimética de POD en la bebida
durante el Tiempo de almacenamiento

0,12

0,1
0,08
0,086

0,04

Actividad enzimatica POD
(Abs/min)

0,02

0 14 21 28 35 7 Patrén

Tiempo de almacenamiento (Dias)
Fuente: esta investigacion

Finalmente, a nivel general, con respecto a los resimenes estadisticos del
contenido de fenoles totales (cuadro 31), acido ascorbico (cuadro 35),
carotenoides (cuadro 40), actividad antioxidante (cuadro 44), acidez (cuadro 51),
SST ( cuadro 54), pH (cuadro 48), recuento de mesdfilos aerobios (cuadro 59) y
para la actividad POD durante el almacenamiento a 4°C (cuadro 64) en la bebida,
los coeficientes de variacion estuvieron en un rango de 0,32 a 25,14%, por tal
razon hubo homogeneidad en los datos, ya que valores de este parametro
estadistico por debajo del 25% permiten afirmar lo anterior.
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CONCLUSIONES

El tiempo de centrifugacion, la cantidad de pulpa y el volumen de extracto
enzimatico, ejercieron una influencia significativa sobre la actividad POD, la cual
se increment6 a medida que aumentaron los valores de estas variables. Es asi
como la optimizacion mostré que la mayor actividad enzimatica se obtuvo al
mezclar durante la extraccion 6 mL de pulpa con 4 mL de buffer fosfato 0,2 My pH
6,5, en un tiempo de centrifugacion de 34 min, y un volumen de extracto de 110 pL
con 2,390 mL de solucion sustrato, en la medicion.

La pasteurizacion de la pulpa a 92°C-56 s, reduce la actividad de POD a un 10,0%
de la inicial y ademas asegura la inocuidad del producto.

En la evaluacion sensorial la muestra 122 presentd los mayores puntajes en
cuanto a color y olor, sin embargo, en estos dos atributos no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los otros
tratamientos, como si se observo en la viscosidad y el sabor. De acuerdo a esto la
muestra 340 obtuvo la mayor calificacion (me gusta) en cuanto a viscosidad y tuvo
un puntaje muy similar a la 430 con respecto al sabor, por lo tanto esta fue
sometida al analisis de su potencial antioxidante y se evaluo su estabilidad durante
el almacenamiento.

La bebida present6 caracteristicas funcionales, las cuales se reflejaron en el
contenido de acido ascorbico, B-caroteno, fenoles totales, fibra y calcio
encontrados. Se observé que durante la primera semana de almacenamiento, las
cantidades de acido ascoérbico, fenoles totales y [-caroteno disminuyeron
significativamente y que ademdas estos valores estuvieron dentro del rango
estudiado por otras investigaciones, incluso, el contenido de [B-caroteno en la
bebida proporcionado por la pulpa de tomate fue superior a los rangos reportados
en otros estudios hasta la segunda semana de almacenamiento.

La bebida puede ser considerada como saludable debido a que una porcion de
200 mL aporta 10,9 y 10,3% de calcio y fibra, respectivamente. Ademas, la
contribucion a la dieta de minerales como el calcio, fésforo, potasio y hierro se
encuentran cercanos al 10% y por tanto la bebida no puede declararse como “Alta
en”, “Buena fuente de” o “No es una fuente significativa de” dichos minerales.

La capacidad antioxidante de la bebida disminuy6 significativamente a medida que
aumentd el tiempo de almacenamiento de 3,450%+0,041 a 1,581+0,025 mmol
Trolox/L junto con el contenido de fenoles totales, acido ascorbico y carotenoides,
en un rango entre 33,150+2,020 hasta 21,467+1,360 mg GAE/100 mL, de
12,967+0,603 hasta 5,167+0,321 mg/100 mL y de 243,0045,66 hasta 146,50+2,12
Mg/100 mL, respectivamente. Por tanto se concluyé que las concentraciones de
acido ascoérbico, fenoles totales y carotenoides estan fuertemente correlacionadas
con la capacidad antioxidante.
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Debido a que en la primera semana de almacenamiento se presentd un
decrecimiento significativo del contenido de &cido ascoérbico, fenoles totales y por
tanto una disminucién de la capacidad antioxidante total de la bebida, la vida util
funcional es inferior a una semana. En efecto, el periodo de vida funcional de la
bebida con base en la reduccion del acido ascoérbico al 50% de su contenido
original correspondi6 a 7 dias de almacenamiento bajo condiciones de
refrigeracion.

El pH y los SST no presentaron un descenso significativo durante el tiempo de
almacenamiento a 4°C, mientras que la acidez aumentd en un rango de
0,645%0,094 a 0,870+0,026 g acido lactico/100 mL.

Después de aplicar el tratamiento térmico a 92°C-56 s, la bebida cumplié con la
normatividad vigente en cuanto a los pardmetros microbioldgicos exigidos. Sin
embargo, al realizar el seguimiento de la actividad microbiolégica se presenté que
a partir del dia 7 de almacenamiento, el recuento de mesofilos aerobios sobrepasé
el limite maximo permitido, por tanto, al conocer los recuentos diarios de la
primera semana de almacenamiento, se establecio que la vida Gtil de la bebida es
aproximadamente 3 dias.

Se presentd reactivacibon de POD en la bebida durante el tiempo de
almacenamiento, sin embargo esta disminuyé de forma significativa en el
transcurso de las semanas. Es asi como en el dia cero de almacenamiento fue de
7,41+0,14% vy al final del periodo correspondi6 a 4,38+0,51%.
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RECOMENDACIONES
Determinar el periodo de vida Util organoléptico de la bebida.
Evaluar la bebida empleando otro tipo de leche.

En el envasado de la bebida se deberia llevar a cabo un proceso de
desgasificacion para evitar que el oxigeno cause el deterioro del acido ascorbico y
B-caroteno.

Para incrementar el tiempo de vida util de la bebida se podria plantear un disefio
experimental para realizar la pasteurizacion, en el cual se incremente el limite
méaximo de las variables tiempo y temperatura con respecto a los estudiados en
esta investigacion, para evaluar su efectividad en la reduccion del recuento de
microorganismos mesofilos sin olvidar estudiar la degradacién de los compuestos
gue le otorgan las caracteristicas funcionales.

Para conseguir lo anterior también se podria realizar el tratamiento térmico a
escala piloto empleando un pasteurizador y un envasado aséptico del producto,
asi como también realizar un pre-escaldado al tomate de arbol antes de mezclarlo
con la leche y los demas aditivos.

Como otra alternativa para incrementar el periodo de vida util de la bebida se
sugiere emplear una tecnologia de conservacibn emergente como los pulsos
eléctricos de alta intensidad de campo, para evaluar si estos otorgarian una mayor
estabilidad microbioldgica al producto y también para evaluar la retencién de los
componentes bioactivos en la bebida al evitar los efectos negativos inducidos por
el calor, ya que probablemente el dafio causado seria menor que al emplear la
pasteurizacion.
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Anexo 1. METODOLOGIAS DE EXTRACCION DE PEROXIDASA

PROPORCION CENTRIFUGACION
PRODUCTO Tejido | Buffer [Buffer] Aditivo Velocidad Tiempo oT Fraccién REFERENCIA
9) (mL) (min) | (°C)
2 1 12000 r/min 15 4 Sobrenadante (Soysal & Soylemez, 2005)
Zanahoria 20 100 18000 g 30 4 Sobrenadante (Morales, Chgggg, & Cisneros,
(Aguero, Ansorena, Roura, & Del
Calabaza 1 3 1000 g 15 4 Sobrenadante Valle, 2008)
. . (Avallone, Cravzov, Montenegro,
Sandia 1 4 15000 r/min 15 Sobrenadante & Pellizzari, 2000)
Araza 1 12000 r/min 15 Sobrenadante (Narvaez-Cuenca, 2008)
Hojas de Menta 1 3 18000 r/min 0.5 Sobrenadante (Rudra Shallnlz,osohé\)/hare, & Basu,
. PVP 3% (w .
Té de Mate 40 90 0,05 M PVP/ w hojas) 11000 g 30 Sobrenadante (Ceni et al., 2008)
Tomillo 10 20000 g 30 Sobrenadante (DOGAN & DOGAN, 2004)
_ (Durango, Mufioz, Ocampo, &
Uchuva — Lulo 1 4000 g 60 4 Sobrenadante Londofio, 2007)
Aguacate 1 2 12000 r/min 20 4 Sobrenadante (Luiz, Medelzr(c;(s),?;& Clemente,
Lechuga 1 8 32000 g 20 4 Sobrenadante (Gawlik-Dziki, et al., 2007)
1 8 32000 g 20 4 Sobrenadante
Brocoli 1 4 Filtracion 4 Sobrenadante (Gawlik-Dziki, et al., 2007)
con tela
Brocoli 15 100 0,2M 18000 g 30 4 Sobrenadante (Morales et al., 2006)
Brocoli 1 4 50 mM 10000 r/min 15 4 Trejo y Guerrero (2011)
Es\egrréaeios 30 100 18000 g 30 4 | Sobrenadante (Morales et al., 2006)
(Rapeanu, Van Loey, Smout, &
Uvas 2 1 4000 g 15 4 Sobrenadante Hendrickx, 2006)
- (Civello, Martinez, Chaves, &
Fresa 10 40 8000 g 15 4 Precipitado Anon, 1995)
(Ganjloo, Rahman, Bakar,
Guayaba 3 25 6000 g 20 4 Sobrenadante Osman, & Bimakr. 2009)
Manzanas 50 mM PVP 50g/L 16000 g 30 4 Sobrenadante (Jang & Moon, 2011)
JUd'a.S verdes y 30 70 Filtro 4 Sobrenadante | (Akyol, Alpas, & Bayindirli, 2006)
guisantes
Zanahorias 30 40 Filtro 4 Sobrenadante (Akyol et al., 2006)
Puré de fresa 4.5 4.5 0,2 M PVP (4% P/V), 14000 g 30 4 Sobrenadante | (Terefe, Yang, Knoerzer, Buckow,
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Triton X-100,

& Versteeg, 2010)

NaCl 1 M
PVP (w/v) y
Puré de fresa 10 20 0,2M Tritén X-100 5000 r/min 30 4 Sobrenadante (Osorio Mora, 2008)
(Viv)
Pifia 5 20 100 mM 12000 r/min | 20 4 | sobrenadante | ZMO% Dah'erégongerh"" & wills,
Berro de agua 3 100 18000 g 30 4 Sobrenadante (Cruz, Vieira, & Silva, 2006)
0,
Kiwi 1 2 50 mM NaCIID\lll\P/Ig 2% 16000 g 20 4 Sobrenadante (Fang, Jiang, & Zhang, 2008)
Duraznos 3 9 50 mM Polyclar 1% 13000g 10 4 Sobrenadante (Tijskens et al., 1997)
. Sin NaCl . (Gongalves, Pinheiro, Abreu,
Zanahorias 2 100 M 7000 r/min 15 4 Sobrenadante Brandso, & Silva, 2010)
Hojas de Menta 35 100 0,1M 6000 r/min 20 4 Sobrenadante (Rudra Shalini et al., 2008)
(Duarte-Vézquez, Whitaker, Rojo-
Nabos 10 mM 12000 g 15 4 Sobrenadante | Dominguez, Garcia-Almendarez,

& Regalado, 2003)
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Anexo 2. METODOLOGIAS DE MEDICION DE PEROXIDASA

Cantidad Cantidad Cantidad de
Material de de sin. pH | Absorbancia Sustratos [1 Fuente
sustrato
extracto Sustrato
Guayacol 1 mL/100 mL 10 mL
0,05M
Buffer ..
Calabaza 0,1 mL 2,9 mL 6,5 470 10 mL (Agtiero et al., 2008)
0,3 mL/100
H20, mL 1mL
SIn. Guayacol+ 0,1M 100t
Tween 80
Té de Mate 50 pL 2,75 mL 4 470 Buffer 0,05 M (Ceni et al., 2008)
H,0, 2mMm 100 ut
. Guayacol 99,5% 0,1mL
Brocoli,
€SParragos | g 150mL | 348mL | 6,5 470 Buffer 0,1M 99,8 mL (Morales et al., 2006)
verdes y
zanahorias H,0, 30% 0,1 mL
Guayacol 0,5% 500 pL
Brocoli 20 uL 2980 pL 7 470 Buffer 0,2M 2300 pL Trejo y Guerrero (2011)
H,0, 0,5% 180 pL
SIn Buffer (0,1 M)
1,07 L
con 1% de 075 m
Zanahorias 0,100 mL 1,200 mL 6,5 470 Guayacol (Lemmens et al., 2009)
SIn Buffer (0,1 M)
12 L
con 1% de H,0, 0,125m
Guayacol 1,5mL
0,5 g/L
Coco verde 1mL 9mL 5,5 470 Buffer 7 mL (Murasaki-Aliberti, Da Silva, Gut, & Tadini, 2009)
HZOZ 0,5mL
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Guayacol 50 mM
Brocoli 50 uL 1,5mL 6 420 Buffer Acetato 50 mM (Thongsook, Whitaker, Smith, & Barrett, 2007)
H,0, 10 mM
Guayacol 1mL
Metroxylon 0,03M
¥ 0,1 mL 2,9 mL 4,5 420 Buffer Acetato 1,8 mL (Onsa, Bin Saari, Selamat, & Bakar, 2004)
Sagu
0,1M
H,0, 0,1 mL
Na,HPO, 0.02M
NaH,Po, 0.08 M
Fresa 0,3mL 2,7mL 6 470 (Civello et al., 1995)
Guayacol 20 mM
H,0, 4 mM
Buffer Fosfato 0,05 2,7 mL
p-fenilendiamina 1% (w/v) 0,2 mL
Puré de fresa 100 pL 3,1mL 6,6 485 al (Osorio Mora, 2008)
H,0, 1,5% 0,1 mL
Buffer citrato 0,2M
Pifia 0,2 mL 5 470 Guayacol 18mM (Raimbault et al., 2011)
H,0, 2mM
Buffer fosfato de 01M 99,8 mL
potasio
Guayaba 0,12 mL 3,48 mL 6,5 470 0,1mL (Ganjloo et al., 2009)
Guayacol
0,
H,0, 30% 0.1 mL
M
Buffer fosfato >0m
Manzana 5 475 Guayacol 20mM (Jang & Moon, 2011)
HZOZ

40 mM




Buffer fosfato 99 mL
ludiasverdes | ) ) 35mL | 6,5 470 Guayacol 99,5% 0,5 mL (Akyol et al., 2006)
y guisantes
H,0, 30% 0,5 mL
0,05 M 1,5mL
Buffer fosfato
. . . 200 uL
Puré de fresa 200 pL 1,9 mL 6,5 485 p-Fenilendiamina 1% (Terefe et al., 2010)
H,0, 1,5% 200 ut
Buffer fosfato de 0,1M 2,7 mL
potasio
Zanahorias 0,1mL 2,9 mL 6,0 460 H,0, (Soysal, Soylemez, & Bozoglu, 2004)
0,1% 0,1 mL
O-dianisidina en
metanol 0,25% (w/v) 0,1mL
Buffer fosfato de
potasio+ o- 0,4 mg/mL 100 mL
Pifia 0,1 mL 29mL | 5 446 fenilendiamina (Zhou et al., 2003)
dihidroclorada
1L
H,0, 30%
Guayacol 99,5% 0,1 mL
B Buffer fosf: Y L
erro de 120uL | 348mL |65 470 uffer fosfato de o 99,8m (Cruz et al., 2006)
agua potasio
H,0, 30% 0,1 mL
p-fenilendiamina 1% (w/v) 0,2 mL
Kiwi 0,1 mL 2,9 mL 6,5 430 Buffer fosfato 10 mM 25 mL (Fang et al., 2008)
[)
HZOZ 3% (V/V) 0,2 mL
Rabano 0,1 mL 5,9 mL 5,6 478 Guayacol 28 uL (zhong et al., 2007)
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Buffer Acetato 0,1M 100 mL
Guayacol 50 mM
Buffer Tris- 50 mM
Brocoli 50 uL 1,5mL 6 420 Acetato (Thongsook & Barrett, 2005)
H:0; 10 mM
o-dianisidina 50 uL
Buffer Tris-
Duraznos 50 L 33mL |55 470 utter Ins (Tijskens et al., 1997)
Acetato 2,7 mL
50 mM
H,0, 100 pL
Guayacol
Zanahoria 470 (Gongalves et al., 2010)
H,0,
Guayacol (Gongalves, Pinheiro, Abreu, Brandao, & Silva
Calabaza 470 ¢ ! 2007) ! ! !
H,0,
Guayacol 99,5% 0,1mL
Hﬂ:’:rftc;e 012mL | 348mL |65 470 Buffer 0,1M 99,8 mL (Rudra Shalini et al., 2008)
H,0, 30% 0,1 mL
_ 10
Buffer Citrato+ 0,01M - 1% 2mL
Guayacol (v/v)
Fresas 0,1 mL 2,25 mL 7 470 (Chisari, Barbagallo, & Spagna, 2007)
H,0, 32mM 0,25 mL
Guayacol 10 mM
Coliflor 50 pL 2mL 6,5 470 Buffer Citrato 0,2M (Lee, Pennesi, & Dickson, 1984)
2mL
H,0, 10 mM
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ABTS 1mM
Nabos 50 uL 1,5mL 414 Buffer Citrato 10 mM (Duarte-Vazquez et al., 2003)
H,0, 5mM
ABTS 0,02M 0,8 mL
Agua de coco 1mL 8,6 mL 405 Buffer 7 mL (Matsui, Gut, De Oliveira, & Tadini, 2008)
H,0, 1M 0,8 mL
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Anexo 3. MATRIZ DE DISENO EXPERIMENTAL PARA LA ESTANDARIZACION
DEL PROTOCOLO DE EXTRACCION Y MEDICION ENZIMATICA DE POD

. : Volumen de
Bloques T'(ﬁ:?np)o Cantld(zg/(c)i) Pulpa Extracto
enzimatico (uL)
1 20 35 60
1 30 20 90
1 37 35 60
1 10 50 30
1 10 20 90
1 30 50 90
1 20 35 10
1 3 35 60
1 10 20 30
1 20 35 60
1 30 50 30
1 20 10 60
1 30 20 30
1 20 35 110
1 10 50 90
1 20 60 60
2 20 35 60
2 30 20 90
2 37 35 60
2 10 50 30
2 10 20 90
2 30 50 90
2 20 35 10
2 3 35 60
2 10 20 30
2 20 35 60
2 30 50 30
2 20 10 60
2 30 20 30
2 20 35 110
2 10 50 90
2 20 60 60
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Anexo 4. MATRIZ DE DISENO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR EL EFECTO
DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS SOBRE LA ACTIVIDAD RESIDUAL DE

POD
Temperatura Tiempo
Bloque (°C) (s)
1 90 60
1 78 68
1 65 20
1 65 60
1 78 12
1 60 40
1 90 20
1 95 40
1 78 40
1 78 40
2 90 60
2 78 68
2 65 20
2 65 60
2 78 12
2 60 40
2 90 20
2 95 40
2 78 40
2 78 40
3 90 60
3 78 68
3 65 20
3 65 60
3 78 12
3 60 40
3 90 20
3 95 40
3 78 40
3 78 40

172



Anexo 5. HOJAS DE RESPUESTA DE LA PRUEBA SENSORIAL AFECTIVA DE
LA BEBIDA

EVALUACION SENSORIAL DE UNA BEBIDA DE LECHE Y TOMATE DE ARBOL. 3

-

FECHA: HORA:

INSTRUCCIONES: A continuacidn se presentan tres muestras de Bebida de leche y tomate de arbol
identificadas con cadigos 122, 340 y 430, margque con una X su preferencia con respecto al OLOR.

CARACTERISTICAS OLOR
122 | 340 | 430

Me gusta mucho
Me gusta
Indiferente

Me disgusta

Me disgusta
mucho

Observaciones:

\_ GRACIAS POR SU COLABORACION ]
'

EVALUACION SENSORIAL DE UNA BEBIDA DE LECHE Y TOMATE DE AREOL. ™

FECHA: HORA:

INSTRUCCIONES: A continuacidn se presentan tres muestras de Bebida de leche y tomate de arbol
identificadas con cadigos 122, 340 y 430, marque con una X su preferencia con respecto al COLOR.

CARACTERISTICAS COLOR
122 | 340 | 430

Me gusta mucho
Me gusta
Indiferente

Me disgusta

Me disgusta
mucho

Observaciones:

\_ GRACIAS POR SU COLABORACION v,

{ EVALUACION SENSORIAL DE UNA BEEIDA DE LECHE Y TOMATE DE ARBOL. ™

FECHA: HORA:

INSTRUCCIONES: A continuacidn se presentan tres muestras de Bebida de leche y tomate de arbol
identificadas con cadigos 122, 340 y 430, marque con una X su preferencia con respecto al SABOR.

CARACTERISTICAS SABOR
122 | 340 | 430

Me gusta mucho
Me gusta
Indiferente

Me disgusta

Me disgusta
mucho

Observaciones:

\ GRACIAS POR SU COLABORACION J

r EVALUACION SENSORIAL DE UNA BEEIDA DE LECHE Y TOMATE DE ARBOL. ™\

FECHA: HORA:

INSTRUCCIONES: A continuacidn se presentan tres muestras de Bebida de leche y tomate de arbol
identificadas con cédigos 122, 340 y 430, en cuanto a VISCOSIDAD marque con una X la calificacion que
usted asigne a la muestra.

CARACTERISTICAS VISCOSIDAD
122 | 340 | 430

Me gusta mucho
Me gusta
Indiferente

Me disgusta

Me disgusta
mucho

Obser

\_ GRACIAS POR SU COLABORACION

173



Anexo 6. RESULTADOS PRUEBAS FISICOQUIMICAS DE LA PULPA (n=1)
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Anexo 7. RESULTADOS PRUEBAS FISICOQUIMICAS DE LA PULPA (n=2)
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Anexo 8. RESULTADOS PRUEBAS FISICOQUIMICAS DE LA PULPA (n=3)
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Anexo 9. RESULTADOS PRUEBAS FISICOQUIMICAS DE LA LECHE UHT
DESCREMADA (n=1)
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Anexo 10. RESULTADOS PRUEBAS FISICOQUIMICAS DE LA LECHE UHT
DESCREMADA (n=2)
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Anexo 11. RESULTADOS DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS EN LA
PULPA DE TOMATE DE ARBOL PARA DETERMINAR LA EFECTIVIDAD DEL
TRATAMIENTO TERMICO (n=1)
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Anexo 12. RESULTADOS DE LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS EN LA
PULPA DE TOMATE DE ARBOL PARA DETERMINAR LA EFECTIVIDAD DEL
TRATAMIENTO TERMICO (n=2)
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Anexo 13. RESULTADOS PRUEBAS FISICOQUIMICAS DE LA BEBIDA A
BASE DE LECHE UHT DESCREMADA Y TOMATE DE ARBOL (n=1)
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Anexo 14. RESULTADOS PRUEBAS FISICOQUIMICAS DE LA BEBIDA A
BASE DE LECHE UHT DESCREMADA Y TOMATE DE ARBOL (n=2)
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Anexo 15. RESULTADOS PRUEBAS FISICOQUIMICAS DE LA BEBIDA A
BASE DE LECHE UHT DESCREMADA Y TOMATE DE ARBOL (n=3)
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Anexo 16. RESULTADOS DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN LA
BEBIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 14. RESULTADOS DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN LA
BEBIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 14. RESULTADOS DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN LA
BEBIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 15. RESULTADOS DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN LA
BEBIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA

UNIVERSIDAD DE NARIRO-LABORATORIO DE CROMATOGRAF{A

ANEXOS ANALISIS
MUESTRAS BEBIDA DE
TOMATE

ACIDO ASCOREICO POR HFLC-DAD

LABORATORID DE CROMATOGRAFA
16/08/2013

CROMATOGRAMAS
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Anexo 16. RESULTADOS DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN LA
BEBIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 17. RESULTADOS DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN LA
BEBIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 18. RESULTADOS DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN LA
BEBIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 19. RESULTADOS DEL CONTENIDO DE ACIDO ASCORBICO EN LA
BEBIDA DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 2017. RESULTADOS DEL CONTENIDO B-CAROTENO EN LA BEBIDA
DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA

Caodigo: LEE-PRS-FR-1685

Pagina 1 de 3
SECCION DE LABORATORIOS r—r—

INFORME DE RESULTADOS CROMATOGRAFIA

Vigente a partir de :
201370111

FECHA: 23/08/2013 REPORTENo LC-R-018

1. DATOS DEL USUARIO
Solicitante (s): Margareth Santander Mufioz
Identificacion: Grupo de Investigacion TEA- Facultad de Ingenieria Agroindustrial
Direccion: Universidad de Nanfio — Ciudad Universitaria Torobajo
Teléfono: 3012767764
Comeo Electrénico: marguis_santanderm@hotmail.com

2. DATOS DE LAS MUESTRAS
Numero de Muestras Sclicitadas: Quince (18)
Tipo de Muestra: Alimentos (Bebida de tomate)
Descripcion de la(s) Muestra(s): Muestras de bebida de tomate denominadas BT-R
Analisis Solicitado: Carotencs por HPLC-DAD
Cadigo Muestras: LC-CL-136 -150-13
Fecha del Analisis: 16, 24 y 31 de Mayo de 2013; 7, 14 y 28 de Junio de 2013

3. DESCRIPCION DEL ANALISIS

3.1 Equipo: Cromatografo Liguides HPLC Waters Breeze — Bomba Binana 1525
3.2 Columna: Waters Sphensob ODS C18- (5 pm, 4,6x 100mm) a 30°C

3.3 Detector: PDA Waters 2998 a 450 nm - Scan (210-500nm)

3.4 Inyector: Rheodyne 77251 con Loop de 20pL

3.5 Analisis de las Muestras:

La extraccion de carotenos en las muestras de bebida de tomate se realizé mediante
extraccion liquido-liquide empleando como solvente una mezcla etanolhexano (4:3).
Posteriormente se adiciond solucion saturada de NaCl al 10% y agua tipo |. La muestra se
separd en embudo de decantacion, el extracto organico se concentré con Mz a sequedad
y se adicionaron 2mL de Metanol grado HPLC. Las muestras se conservaron en vial
ambar a -18°C hasta el momento del analisis. La cuanfificacion de B-caroteno se realizo
empleando estandar de B-caroteno al 93% (Sigma-aldnch) mediante relacion de areas
cromatograficas.

4. RESULTADOS

Los resultados del analisis en las muestras de bebida de tomate se registran en las tablas
N 1y 2.

Cludad Universitana Tosobajo- Blogue de Laboratoncs Especiallzados- abcromabografladudenar edu oo- Telefono 7314477
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Anexo 21. RESULTADOS DEL CONTENIDO B-CAROTENO EN LA BEBIDA
DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA

Cadige: LEE-PRS-FR-165

Pagina2de 3
SECCION DE LABORATORIOS T

INFORME DE RESULTADOS CROMATOGRAFIA

Vigente a partir de :
201301111

Analisis de B-caroteno en mu&s.::al:;laciz B1ebida de Tomate por HPLC-PDA
Cuantificacion
Muestra Fecha de Descripcion de las
N° analisis muestras Hg/100 mL de
muestra

Control 16/05/2013 BT-R-1 Control 270
Control 16/05/2013 BT-R-1 Control 285
Control 16/05/2013 BT-R-1 Control 279

1 16/05/2013 BT-R-1Dia 0 239

2 16/05/2013 BT-R-2 Dia 0 247

3 16/05/2013 BT-R-2 Dia 0 156,5

4 24/05/2013 BT-R-1Dia 7 210,9

5 24/05/2013 BT-R-2 Dia 7 2174

6 24/05/2013 BT-R-3 Dia 7 150

7 31/05/2013 BT-R-1Dia14 173

8 31/05/2013 BT-R-2 Dia 14 209

9 31/05/2013 BT-R-3 Dia 14 155

10 07/06/2013 BT-R-1 Dia 21 171

11 07/06/2013 BT-R-2 Dia 21 150

12 07/06/2013 BT-R-3 Dia 21 112

13 14/06/2013 BT-R-1Dia 28 148

14 14/06/2013 BT-R-2 Dia28 145

15 14/06/2013 BT-R-3 Dia 28 89

Clugad Universitana Toroao- Blogue de Laboratonos Especiaiizados- labcromatogratiafudenar eduy co- Telefono 7314477
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Anexo 22. RESULTADOS DEL CONTENIDO B-CAROTENO EN LA BEBIDA
DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 23. RESULTADOS DEL CONTENIDO B-CAROTENO EN LA BEBIDA
DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 24. RESULTADOS DEL CONTENIDO B-CAROTENO EN LA BEBIDA
DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA

196



Anexo 25. RESULTADOS DEL CONTENIDO B-CAROTENO EN LA BEBIDA
DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 26. RESULTADOS DEL CONTENIDO B-CAROTENO EN LA BEBIDA
DURANTE EL ALMACENAMIENTO POR HPLC-PDA
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Anexo 27. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA
MUESTRA CONTROL DE LA BEBIDA (n=1)
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Anexo 28. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA
MUESTRA CONTROL DE LA BEBIDA (n=2)
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Anexo 29. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA
MUESTRA CONTROL DE LA BEBIDA (n=3)
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Anexo 30. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO COMPLETO DE
LA BEBIDA (n=1) DEL DIA CERO DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 31. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO COMPLETO DE
LA BEBIDA (n=2) DEL DIA CERO DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 32. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=1) DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 33. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=2) DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 34. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=3) DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 35. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=1) DE LA SEGUNDA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 36. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=2) DE LA SEGUNDA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 37. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=3) DE LA SEGUNDA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 38. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=1) DE LA TERCERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 39. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=2) DE LA TERCERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 40. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=3) DE LA TERCERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 42. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=1) DE LA CUARTA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 43. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=2) DE LA CUARTA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 44. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=3) DE LA CUARTA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 45. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=1) DE LA QUINTA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 46. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=2) DE LA QUINTA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 47. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA BEBIDA
(n=3) DE LA QUINTA SEMANA DE ALMACENAMIENTO
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Anexo 48. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO,DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 0 (n=1)
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Anexo 49. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO'DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 0 (n=2)
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Anexo 50. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO'DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 1 (n=1)
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Anexo 51. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO,DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 1 (n=2)
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Anexo 52. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO,DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 2 (n=1)
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Anexo 53. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO'DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 2 (n=2)
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Anexo 54. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO,DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 3 (n=1)
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Anexo 55. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO'DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 3 (n=2)
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Anexo 56. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO'DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 4 (n=1)
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Anexo 57. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO,DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 4 (n=2)
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Anexo 58. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO,DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 5 (n=1)
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Anexo 59. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO,DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 5 (n=2)
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Anexo 60. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO'DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 6 (n=1)
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Anexo 61. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO'DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 6 (n=2)
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Anexo 62. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO,DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 7 (n=1)
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Anexo 63. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLC')GICO,DE LA BEBIDA
DE LA PRIMERA SEMANA DE ALMACENAMIENTO: DIA 7 (n=2)
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