DISENO DE UNA PULPA FUNCIONAL DE FRUTAS Y HORTALIZAS CON
PROPIEDADES ANTIOXIDANTES Y PROBIOTICAS

JAVIER ALEXANDER MANCERA APOLINAR

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE BOGOTA
FACULTAD DE INGENIERIA
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA QUIMICA Y AMBIENTAL
MAESTRIA EN INGENIERIA QUIMICA
BOGOTA, D.C.
2010



DISENO DE UNA PULPA FUNCIONAL DE FRUTAS Y HORTALIZAS CON
PROPIEDADES ANTIOXIDANTES Y PROBIOTICAS

JAVIER ALEXANDER MANCERA APOLINAR

Tesis para optar al titulo de M.Sc. en Ingenieria Quimica
Area de Bioprocesos

Directora )
MARTHA CECILIA QUICAZAN
Ingeniera Quimica, M.Sc.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE BOGOTA
FACULTAD DE INGENIERIA
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA QUIMICA Y AMBIENTAL
MAESTRIA EN INGENIERIA QUIMICA
BOGOTA, D.C.
2010



Bogota, D.C., Julio de 2010

Nota de aceptacion

Ing. M.Sc. Martha C. Quicazan
Directora del proyecto

Ing. M.Sc. Néstor Algecira
Firma del Jurado del trabajo

Ing. M. Sc Maria Eugenia Calderon
Firma del Jurado del trabajo



AGRADECIMIENTOS

El autor expresa sus agradecimientos a:

Ante todo al Ser mas maravilloso, a DIOS, por contar siempre con El en todo

momento y brindarme la sabiduria y las fuerzas para la realizacion de esta tesis.

A mi Madre, por su muy especial amor, apoyo y carifio en cada uno de los

proyectos de mi vida.

A mis amados hermanos Shewar, Sandra y Fredy por el solo hecho de ser mis
hermanos, a mis tesoritos: Alanis, Mélani, Mariana, Oscar Julian, Daniel y Gabriel,

y a mis cufiados Maritza, Oscar y Angela.

A la profesora Martha Quicazan, por su direccion y sabios consejos en la
ejecucidon de este proyecto, ademas de ser una excelente profesora educando,

corrigiendo y apoyando a sus estudiantes.

A la empresa de Alimentos SAS por brindar su apoya en el desarrollo de esta tesis

A todo el personal del ICTA: El profesor Carlos Novoa, la profesora Martha
Holguin, la profesora Consuelo Dias, Carlos Fuenmayor, Carlos Zuluaga,
Margarita, Natalia, Mdnica, Carito, Diego, Juliana, Luisa, Josecito, Alvaro, Edwin,

Clara Nidia, Elihu, Salomén, Yeimy, Camilo, Gregorio, Jairo, Martha F y Susana.

Finalmente agradezco a la Universidad Nacional de Colombia, al Instituto de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos ICTA, a la Facultad de Ingenieria y el
Departamento de Ingenieria Quimica y Ambiental y a la Division de Investigacion
de la sede Bogota DIB, por contribuir con parte de la financiacién para la

realizacion de esta tesis.



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUGCCION . ...ttt ettt e e sb et et e et e et e e bee e nbneennns 1
OBUIETIVOS ...ttt et e bt e e sbte e s rb e e anbeeenbeeabeeabe e e e 3
1. MARCO REFERENCIAL ...ciivtiiiiietntitcitnt ittt ssse e ssss st sss st sssessessesassssssnssnssssessnesns 4
1.1 ALIMENTOS FUNCIONALES. ...ttt sttt s s s e see e e s 4
1.1.1 Panorama de los alimentos funNCionales ... e 5
1.1.2 Tipos de alimentos fUNCIONEIES .........ccoouiuiiriiieieeeee ettt 6
1.1.3 Frutas y hortalizas como alimento funcional ... 8
1.1.3.1 Componentes funcionales de las frutas y hortalizas.............ccccoeevevevieveiecneeeeenes 9
1.1.4 Mercado nacional de las frutas y hortalizas ... 12
1.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ..ottt ettt st sttt 13
1.2.1 Mecanismos de reaccion de 10s antioXidantes...........ccceovevrrieiiiiniene e 14
1.2.2 Frutas y hortalizas como fuente de antioxidantes naturales...........ccccoovvvrvvincnincinenenenen, 15
1.2.2.1 Fibra dietaria, minerales y enzimas antioXidantes ...........ccccecveenennennennennceeneenne 16
1.2.2.2 FIOQUIMMICOS ....eviieieieietee ettt sttt et e e se et e e nessa st e sae st e senaensensensensens 17
1.2.3 Métodos de determinacion de actividad antioxidante ... 25
1.2.4 Influencia del procesado sobre la actividad antioxidante ............cccoceeeeceecniinciceneeeceenen 29
1.2.5 Perspectivas de 10S antioXidantes........cccuvuiiiiiinieiinecineese e 37
1.3 BACTERIAS ACIDO LACTICAS ... ssnsan s 37
1.3.1 Microorganismos ProbiOtiCOS ........ccceciieieiiiricieieeeise sttt re e e s re e aesnens 38
1.3.2 Especie Lactobacillus aCidOPRilUS .........ccoeirieiniiinienineeeee et 39
1.3.3 El mercado de los microorganismos probidtiCos ..........cccevvevveieeeieieserese e 41
1.3.4 Microorganismos probidticos en productos no lacteos sin fermentacion.............ccccoce...... 41
1.4 PROCESAMIENTO INDUSTRIAL DE FRUTAS Y HORTALIZAS .......coooeiiieeeeeeeeeee 44
141 PUIPA A FrULA.....eoeeee ettt ettt sttt s ee st e e e ae e neennens 46
1.4.1.1 Higiene y sanidad en la planta ..........ccooueveieieieiniccesese e 47
g 2 = To =Y o Yo (o o OSSR 48
T4 1.3 PESAUO ...ttt bbbt b et bbbt ne s ehea 48
Ti4.1.4 SEIECCION ...ttt b et b ettt b et ettt eb e sese s enesteneseane s 48
1.4.1.5 ClaSifiCACION ..ottt ettt s 49
1.4.1.6 LIMPIEZA Y 1aVAAO0.......iociiieieeeesee ettt sttt st ettt sae e sreenne e 49
1417 DESINFECCION ...ttt bttt st s ebe e 49

B I B = oW = o U= TP 50
T A9 PEIAAOD ..ot bbbttt ne b 51
I R O TS 1T o X1 = Tor (o o [PPSO 51
T A0 COME ettt b et bbbt b et bttt b et ne b 52
1.4.1.12 Escaldado (BlaNQUEO) .........coueieieieeeeeeeeeteett ettt se et ae st st 52

L g I T 1Y/ o )T [ TR 52
T4 114 MACEIAUO. ......ctieeieeeeeete ettt st b s bt bbb bttt e e eneenes 53
1.4.1.15 DESPUIPAUO ..ottt ettt et b e bbbt b b et e e et et e e eneens 53
T4 116 REFINAAO ...ttt et s s 55
1.4.1.17 HOMOQGENEIZAAO .....eniiiiictret ettt st st s 55
T.4.1.18 DESAINEAUO ...ttt bbbt b ettt b e et 55
1.4.1.19 PASIEIIZACION ..ottt s bbbt 56
1.4.1.20 Control de Calidad ............ccovveirieirieiereee ettt 57
T.4.1.271 EMPACAAO ..ottt ettt b e et b e s bbb et et eeneens 58



2.

1.4.1.22 CONQGEIACION ...ttt sttt ettt bene e 58

METODOLOGIA ..eitierenetrtseeseee s sess st s sssss s st s s sass st st ssasssssssssssssssassssessssasassssssssnssssssssanas 60
2.1 MATERIAS PRIMAS ...ttt st st e st sttt se e sesa st esassessssensesensesensnsensnsens 60
2.1.1 PUIPAS A€ FIULAS....cuiiiiiieiectteeee ettt sttt st s bt e s b te e enaesaeentas 60
A I o oy v 1 [ T SRRSOt 60
2.1.3 CUIIVO LACHCO ...ttt sttt 60
2.2 METODOS DE EVALUACION FISICOQUIMICA ..o 61
2.2.1 Determinacion de pH y acidez libre titulable ..o 61
2.2.2 Determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH............ccccooiiiiiiniiiienc e 61
2.2.3 Determinacion de la capacidad antioxidante por ABTS .......ccooeieveieeeeeeeeeeree s 62
2.2.4 Determinacion de 10S PBriX .......ccvei ettt ettt st sn et 62
2.3 METODOS DE ANALISIS PARA EVALUAR LA CALIDAD HIGIENICA DE LAS PULPAS. .....63
2.3.1 Diluciéon y homogeneizacion de 1a MUESHa ... 63
2.3.2 Recuento en placa de microorganismos mesofilos aerobios..........ccvecveeveveincencenvscesenenns 63
2.3.3 Recuento en placa de mohos y 1evaduras...........c.ccvecreieinennenieeeeeee e 63
2.3.4 NMP de coliformes totales y ausencia / presencia de E. COli.......ccccoceeveirircninieiceninens 64
2.3.5 Recuento de esporas Clostridium sulfito reductor.............cccooevveiiiiieineeeeeeeee 64
2.4 RECUENTO EN PLACA DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS VIABLES (BAL).......ccccovvuna... 65
2.5 METODOS DE ANALISIS SENSORIAL ......oouveeeeeeeeieeeeeeeeeeeeesesees s sesseessessssessass s sessessss e 66
2.6 EXPERIMENTACION. ......ooooeieeeeeeeieeeee e eee e sees s sases s sssss s s s essssss s sassassassnsnsnens 66
2.6.1 Seleccion de dos pulpas de fruta y preseleccion de hortalizas..........cccceeeveveeeceniccecccinn, 67
2.6.1.1 Seleccion de dos pulpas de fruta..........cccooeeereeieiee e 67
2.6.1.2 Preseleccion de 1as hortalizas...........cooeerenieiniciniieieeeeeeee s 69
2.6.2 Obtencion de la pulpa de hortaliza ... 69
2.6.3 Seleccion de la pulpa de hortaliza ............c.ooveieieiiinicese e 70
2.6.4 Determinacion de las proporciones de pulpa de fruta y hortaliza en las diferentes mezclas
................................................................................................................................................................... 73
2.6.5 Seleccidn de una pulpa de mezcla entre las diferentes mezclas obtenidas ....................... 73
2.6.6 Adicion del probidtico a la pulpa de mezcla y a las dos pulpas de fruta seleccionadas y su
seguimiento durante el tiempo de almacenamiento..........c.ccveererrennennenee e 75
2.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS ... seesses s 76
RESULTADOS Y DISCUSION ....cueveeueereeaetressssssssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 77
3.1 SELECCION DE DOS PULPAS DE FRUTA Y PRESELECCION DE HORTALIZAS .............. 77
3.1.1 Seleccion de dos pulpas de frUta .........cveieieieieic e 77
3.1.2 Preseleccion de [a hortaliza ... e 80
3.2 OBTENCION DE LA PULPA DE HORTALIZA........oooeeeeeeeeeeeeseseeevseeeesees s seessssssesess s 81
3.3 SELECCION DE LA PULPA DE HORTALIZA ... 85
3.3.1 Determinacion de la capacidad antioxidante de las pulpas de hortalizas............cc.cccceeu.en. 85
3.3.2 Mezclas pulpa de fruta y hortaliza............ocooeiieiieeeeee e 86
3.4 DETERMINACION DE LAS PROPORCIONES DE PULPA DE FRUTA Y HORTALIZA EN
LAS DIFERENTES MEZCLAS ...ttt ettt b s ae e e st et seeneee 88
3.4.1 ANGLISIS SENSOMAL ....c.eoviiiiieiieete ettt ettt st ee 89
3.4.1.1 Sensorial prueba de afectividad pulpa de Manzana-Espinaca ..........ccccoccoecevenereecnene. 89
3.4.1.2 Sensorial prueba de afectividad pulpa de Uva-Remolacha............cccccovevnininnnnnnnnn. 90
3.4.1.3 Sensorial prueba de afectividad pulpa de Manzana-Remolacha...........cc.ccccoevvreenee. 91
3.4.2 Determinacion de la capacidad antioxidante de las mezclas ..........cccccevvevvviecececceceenne, 91
3.5 SELECCION DE UNA PULPA DE MEZCLA ENTRE LAS DIFERENTES MEZCLAS
OBTENIDAS. ...ttt ettt ettt s st e st e s e st e st e s e st s s e st et et s s eneeseseasesease e ssesesessesen seesnsessesansns 93
3.5.1 Determinacion de la actividad antioxidante, acidez y pH ..o, 93



3.5.2 Analisis sensorial de las mezclas seleccionadas ..........ccccoouvveveiiiiciieiciee e 93
3.6 ADICION DEL PROBIOTICO A LA PULPA DE MEZCLA Y A LAS DOS PULPAS DE FRUTA

SELECCIONADAS Y SU SEGUIMIENTO DURANTE EL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO.......95
3.6.1 Resultados pulpa uva-remolacha 70:30..........ccceiriiriininiceese e 95
3.6.2 Resultados pulpa de Mango ¥ MOF@.........ccveireirieinieiiieiieeeeee et 101

4. CONCLUSIONES .....ootitititiitississcinissisisisistss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssessessssssssesns 107
5. RECOMENDACIONES.....coiiririniisiniiiititisisisssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssasssssassnes 110
T =11 =TI [0 1T o N 111
ANEXOS .. 126

vi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Diferentes categorias de los fitoquimicos con propiedades antioxidantes
(Watson & Preedy, 2010).....ccuuiiiiiiiiieieeeie et 17
Figura 2. Cambio en la actividad antioxidante de un alimento que contiene
polifenoles por oxidacion quimica y enzimatica. La oxidacidn quimica se muestra a
dos diferentes temperaturas T1<T2. (Nicoli et al., 1999) .........ooiiiiiiiiin. 33
Figura 3. Cambios en la actividad antioxidante y en la absorbancia de un sistema
modelo glucosa-fructosa-acido glutamico debido al desarrollo de diferentes etapas
de la reaccion de Maillard (a, b y c). Calentamiento a temperaturas T3>T2>T1.
(NIcoli €t @l., 1999) ... e e e as 35
Figura 4. Cambios en la actividad antioxidante debido a diferentes y simultaneos
eventos en una matriz vegetal sujeta a calentamiento. (Nicoli et al., 1999)........... 36

Figura 5. Procesamiento industrial de frutas frescas (Ministerio de Agricultura,

Figura 6. Operaciones generales en la obtencién de pulpas (Camacho, 1992) ....47
Figura 7. Etapas para la obtencion de pulpa de acelga, espinaca y lechuga ........ 82
Figura 8. Etapas para la obtencion de la pulpa de ahuyama, remolacha y
= g T=] 0 0] 1 = TSP PPPPRPPPPPPPPI 84
Figura 9. Diagrama triangular de medicion de aceptabilidad de la mezcla manzana
con espinaca en cantidades del 50%, 30% y 10% de la hortaliza. ........................ 89
Figura 10. Diagrama triangular de medicién de aceptabilidad de la mezcla uva con
remolacha en cantidades del 50%, 30%, y 10% de la hortaliza............................. 90
Figura 11. Diagrama triangular de medicion de aceptabilidad de la mezcla
manzana con remolacha en cantidades del 50%, 30%, y 10% de la hortaliza ...... 91
Figura 12. Diagrama triangular de medicion de aceptabilidad de las mezclas Uva-
Remolacha 70:30, Manzana-Remolacha 90:10 y Manzana-Espinaca 90:10......... 94
Figura 13. Viabilidad del microorganismo probiético Lactobacillus acidophilus para
la mezcla Uva-Remolacha 70:30 a las diferentes concentraciones del

MICroorganismo ProbiOtICO. ........oiiiiiiii e 101

vii



Figura 14. Viabilidad del microorganismo probiotico Lactobacillus acidophilus
(Logqo ufc/g), para las pulpas de Mango y Mora a las diferentes concentraciones

del microorganismo ProbiGtiCO. ..........uuuueiiiiiiiiiee e 106

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Tipos de alimento funcional (Kotilainen et al., 2006)...........ccccceeveeeeenienn.n. 6
Tabla 2. Descripcion de las caracteristicas mas importantes de los distintos
métodos de medida de actividad antioxidante (Fernandez et el., 20006)................ 27
Tabla 3. Valores de actividad antioxidante equivalente a vitamina C (VCEAC) de
pulpa de frutos aplicando el método ABTS y DPPH (media + DE, n =3) (Kuskoski
B AL, 2005) ... e e e e e e e e e e e anrreaaeeeaanns 28
Tabla 4. Valores de ORAC y FRAP de algunos vegetales (Ou et al., 2002).......... 29
Tabla 5. Numero (log10), de microorganismos probidticos en JN (jugo de naranja
pH 3.65) y JP (jugo de pifia pH 3.40) por 12 semanas a 4°C (Sheehan et al., 2007)

............................................................................................................................... 43
Tabla 6. Criterios de seleccidon de la pulpade fruta..........cccoviiiiiiii 67
Tabla 7. Criterios de seleccidn para la pulpa de hortaliza.............ccccccceeeiii. 71
Tabla 8. Criterios de seleccidn por tipo de mezcla de pulpas...........cccceeeveieeeeeneeen. 73

Tabla 9. Criterios de seleccion para la escogencia de la mezcla mas adecuada ..74
Tabla 10. Pulpas de frutas de la empresa SAS S.A. Caracteristicas de las Pulpas
de Fruta Cruda Congelada. ............oovuiiiiiiiiiiiieie e 77
Tabla 11. Valores de los criterios evaluados de las 20 pulpas de fruta ................. 78
Tabla 12. Puntajes asignados por criterio evaluado en las 20 pulpas de fruta ...... 79

Tabla 13. Las 20 hortalizas principales producidas a nivel nacional en el afio 2004

(Ministerio Agricultura, 20006) ............ooiiimiiiii e 80
Tabla 14. Resultados del control microbioldgico de las pulpas de hortaliza .......... 84
Tabla 15. Valor de DPPH y ABTS para las hortalizas preseleccionadas............... 85

Tabla 16. Grupos por compatibilidad en color de las 20 pulpas de fruta y 3
hortalizas SeleCCIONAAAS ............uuiiii e 86
Tabla 17. Pulpas de frutas compatibles por color y con menor capacidad
antioxidante para cada una de las pulpas de zanahoria, espinaca y remolacha ...87
Tabla 18. Valores de los criterios de seleccion para la zanahoria, espinaca y
FEMOIACIA. ... . e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeanrannnnas 87



Tabla 19. Puntaje asignado por criterio para las pulpas de zanahoria, espinaca y
=T aqT0] F=Ted o = OO PPPPPRRPRRTTRP 87
Tabla 20. Valores de actividad antioxidante método DPPH para las mezclas Uva-
Remolacha, Manzana-Remolacha y Manzana-Espinaca en las diferentes
PFOPOICIONES ...ttt e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeaeeesasan e e s e e eeeeeeaeaeaeeeeeeeessnnnnnnnnns 92
Tabla 21. Puntajes por criterio de seleccion para las mezclas Uva-Remolacha,
Manzana-Remolacha y Manzana-Espinaca en las diferentes proporciones.......... 92
Tabla 22. Valores de actividad antioxidante, acidez y pH para las mezclas Uva-
Remolacha 70:30, Manzana-Remolacha 90:10 y Manzana-Espinaca 90:10......... 93
Tabla 23. Puntaje por criterio de seleccion para las mezclas Uva-Remolacha
70:30, Manzana-Remolacha 90:10 y Manzana-Espinaca 90:10.............ccccccceeennnn. 95
Tabla 24. Resultado de los valores del recuento de BAL, DPPH, ABTS, pH, acidez
y °brix para la mezcla Uva-Remolacha 70:30 sin y con dos concentraciones
diferentes del microorganismo probiotico adicionado. ................evveiiiiiiiiiiennennnenn. 96
Tabla 25. Resultados de la evaluacion sensorial para la mezcla Uva-Remolacha
70:30 entre las diferentes concentraciones del probiotico para el dia O ................ 97
Tabla 26. Resultados de la evaluacion sensorial para la mezcla Uva-Remolacha
70:30 entre las diferentes concentraciones del probiotico para el dia 45 .............. 97
Tabla 27. Resultados de la evaluacion sensorial para la mezcla Uva-Remolacha
70:30 entre las diferentes concentraciones del probiotico para el dia 90 .............. 98
Tabla 28. Valores de las propiedades DPPH, ABTS, pH, acidez y °brix para las
pulpas de Uva y Remolacha. ... 99
Tabla 29. Valores de las propiedades recuento de BAL, DPPH, ABTS, pH, acidez
y °Brix para las pulpas de mango y mora a las concentraciones diferentes del
microorganismo probidtico adicionado. ..............ceveviiiiiiii i, 102
Tabla 30. Resultados de la evaluacion sensorial para las pulpas Mango y Mora a
las diferentes concentraciones del probidtico parael dia O ..............cooeeeeeee. 103
Tabla 31. Resultados de la evaluacion sensorial para las pulpas Mango y Mora a

las diferentes concentraciones del probiotico para el dia45 .............cccoeeeeeee, 103



Tabla 32. Resultados de la evaluacion sensorial para las pulpas Mango y Mora a

las diferentes concentraciones del probiético para el dia 90. ..........ccccccceeeee. 104

xi



LISTADO DE ANEXOS

Anexo 1. Ficha Técnica Cultivo Probidtico
Anexo 2. Norma Técnica Colombiana NTC 2681. Analisis Sensorial. Metodologia.
Prueba TrianQUIAK ..........oooi e 3
Anexo 3. Formatos del panel sensorial para la prueba de afectividad y prueba
LU L= T (o 11 ] =T PPN 4

Anexo 4. Tratamiento EStadiStiCo .....cou i 7

Xii



INTRODUCCION

Debido al creciente interés a nivel mundial en el desarrollo de los alimentos
funcionales, alimentos que ayudan a prevenir enfermedades y a mejorar el estado
de salud, y a una iniciativa por aumentar el consumo y darle valor agregado a las
frutas y hortalizas en Colombia, apoyando de esta forma con el programa
internacional “Cinco al dia" que consiste en la racion minima de consumo diario de
FRUTAS Y HORTALIZAS recomendada por la comunidad cientifica y médica en
una dieta saludable, y teniendo en cuenta la importancia del consumo de pulpa de
fruta en el pais, el presente proyecto contribuyd en el disefio de una pulpa
funcional de frutas y hortalizas con propiedades antioxidantes y probidticas,
aprovechando los beneficios saludables de los microorganismos probioticos y de
los compuestos antioxidantes de las frutas y verduras y a su facil acceso en
comparacion con los productos lacteos.

En la actualidad no se cuenta con un producto alimenticio que contenga estas
caracteristicas, aportando de esta forma al avance en el desarrollo no solo del
sector de los alimentos funcionales, sino también al sector hortifruticola del pais.
Para lograr este proyecto, la Universidad Nacional de Colombia, a través del
Instituto de Ciencia y Tecnologia de alimentos — ICTA, la Divisién de Investigacién
de Bogota - DIB y con la colaboracién de la empresa de Alimentos SAS S.A, han
unido sus esfuerzos para dar soluciones a estos problemas desarrollando nuevos
procesos y productos en el sector alimentario.

La solucidon de la Ingenieria Quimica en estos proyectos se ha vuelto
indispensable para validar procesos y desarrollar nuevos productos, y de esta
forma mejorar el estilo de vida de las personas al contribuir con el compromiso de
lograr una alimentacion sana y beneficiosa para todos.

La riqueza de Colombia en cuanto a la variedad y calidad de los vegetales,
concordante con la ubicacion geografica del pais y su diversidad climatica, hasta
el momento no ha sido suficientemente valorada ni aprovechada. Los reportes de

pérdidas de frutas y hortalizas contrastan con las necesidades nutricionales de la



poblacién. Adicional a esto, el mercado colombiano posee un bajo consumo per
capita de frutas y hortalizas siendo de 45,8 kg y 21,9 kg respectivamente
comparado con el minimo recomendado por la FAO que es de 59,8 kg para frutas
y 101,9 kg para hortalizas (FAO, 2003). Por otro lado, para el caso de los
microorganismos probidticos, la mayor parte de las investigaciones y sus
aplicaciones han sido principalmente enfocadas a la industria lactea donde se han
desarrollado nuevas tecnologias dejando de fortalecer otras aplicaciones en el
sector de los alimentos como es el hortifruticola.

En este contexto es necesario dar inicio a una solucion para incrementar el
consumo de frutas y hortalizas realizando innovacion en cuanto al tipo de producto
dandole un mayor valor agregado, pues no se ha valorado en toda su dimension la
riqueza nutricional de las frutas y hortalizas producidas en Colombia, ni se ha
considerado la posibilidad de complementar su composicién al mezclarlas con
hortalizas y/o enriquecerlas con microorganismos probioticos aprovechando sus
ventajas nutricionales (Rivera y Gallardo, 2008), con la posibilidad de desarrollar
una “Pulpa Funcional” que traiga beneficios adicionales al consumidor y de esta
forma incrementar el consumo de pulpas. Adicional a lo mencionado, actualmente
no se cuenta con la ingenieria de proceso para el desarrollo y elaboracion de este
tipo de producto.

Por lo anterior, una buena alternativa, es poder desarrollar una pulpa funcional,
afectando de manera positiva el mercado de frutas y hortalizas del pais al darles
valor agregado y fortaleciendo el sector hortofruticola desde el punto de vista
agroindustrial e investigativo al generar nuevo conocimiento, brindando nuevos
procesos y nueva informacion cientifica, especialmente en la obtencidén de valores
de la capacidad antioxidante de las frutas y hortalizas de nuestro pais. Adicional a
esto, la pulpa seria una buena fuente nutricional en lo correspondiente a la
alimentacion comunitaria. Por esta razon, para el disefio una pulpa funcional se

plantearon unos objetivos generales y especificos para lograr su consecucion.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones de proceso para producir una pulpa funcional mediante
mezcla de fruta y hortaliza y utilizacion adecuada del microorganismo probiotico

Lactobacillus acidophilus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Seleccionar dos pulpas de frutas y dos hortalizas de acuerdo a unos
criterios previamente establecidos.

2. Determinar las operaciones y condiciones de proceso para el tratamiento y
adecuacion de las hortalizas seleccionadas y de la mezcla con la pulpa de
fruta.

3. Seleccionar una de las mezclas de la pulpa de fruta con la hortaliza de
acuerdo a criterios de seleccion establecidos.

4. Determinar las etapas y condiciones para la inclusion del probiotico
escogido en la mezcla de pulpa seleccionada.

5. Evaluar la condicién de manejo y almacenamiento (temperatura -20°C), de
la pulpa funcional en cuanto al comportamiento de sus caracteristicas

funcionales y viabilidad del microorganismo probidtico.



1. MARCO REFERENCIAL

El marcado interés en el cuidado de la salud, el constante incremento en la
esperanza de vida y el deseo de las personas mayores para mejorar su calidad de
vida son factores determinantes para la investigacion y desarrollo en el campo de
los “Alimentos Funcionales”, alimentos capaces de promover buena salud y
prevenir o aliviar enfermedades y que han empezado a ser el objeto fundamental

de enfoque de la industria de la alimentacién humana.

1.1 ALIMENTOS FUNCIONALES

El concepto de alimento funcional tiene sus origenes en Hipdcrates con su lema
“‘Permite que el alimento sea tu medicina”. Actualmente se encuentran estudios
que empiezan a hacer real esta hipdtesis debido a que la dieta juega un
importante papel en la regulacion de funciones fisiologicas en el cuerpo. El término
“Alimentos Funcionales” fue primero usado en Japdn en la época de los 80s, para
productos fortificados con ingredientes reconocidos por sus beneficios a la salud,
luego en 1984 este concepto fue promovido por los cientificos japoneses quienes
estudiaron la relacién entre la nutricion, satisfaccion sensorial, fortificacion y
modulacion de sistemas fisioldgicos; afios mas tarde 1991, el ministerio de salud
del Japoén introduce normas para este tipo de alimentos inicialmente llamados
FOSHU por su abreviacion en inglés (Food for Specified Health Uses). Aunque en
la mayoria de los paises no hay una legislacion respecto al término, diversas
instituciones han propuesto definiciones, dentro de éstas se encuentra la Comision
Europea de Accion Concertada sobre la Ciencia de Alimentos Funcionales en
Europa (FUFOSE, abreviacion en inglés), coordinado por el Instituto Internacional
de Ciencias de la Vida (ILSI, abreviacién en inglés), que definen el alimento
funcional como sigue: “Un producto alimenticio puede solamente ser considerado
funcional si, ademas del impacto en la base nutricional, este tiene efectos

benéficos sobre uno o mas funciones en el organismo humano, ya sea mejorando



las condiciones generales y fisicas o disminuyendo el riesgo de enfermedades”
(Sir6 et al., 2008).

1.1.1 Panorama de los alimentos funcionales
Este tipo de productos ha ido en constante crecimiento teniendo un mercado

global estimado en el 2000 entre US$ 33 — 47,6 billones de ddlares, siendo
Estados Unidos el de mayor participacion seguido por Europa y Japon. Para el
2009, segun estudios, el mercado de este tipo de alimentos pudo haber alcanzado
los US$ 25 billones, hablando Unicamente de los E.E.U.U. Un comportamiento
similar tendrian también los mercados Europeos y Japonés (Sir6 et al., 2008).
Para el caso de América Latina, el conocimiento en este tipo de productos es
relativamente reciente, solo Brasil posee una regulacion para estos productos
(Lajolo, 2002). En Colombia, por su parte, este mercado ha despertado un
creciente interés y tanto las universidades como los centros de investigacion han
empezado a consolidar grupos de trabajo en el area. Legalmente no existe aun
una normativa que defina y regularice la produccion, verificacion cientifica de las
propiedades saludables, desarrollo tecnolégico y comercializacion de los alimentos
funcionales, sin embargo se han establecido unas normas por parte del Ministerio
de la Proteccion Social de Colombia que regularizan los alimentos con
propiedades adicionales a la salud como son: El Decreto 1944 de 1996 que
reglamenta la fortificacién obligatoria de la harina de trigo con vitamina B1,
vitamina B2, niacina, acido félico y hierro; resoluciéon 11961 de 1989 que hace
referencia a la leche cultivada con Bifidobacterium; resolucion 11488 de 1984 que
precisa las normas técnicas relacionadas con alimentos infantiles, alimentos o
bebidas enriquecidas y alimentos o bebidas de uso dietético, en los cuales se
permite la adicion de nutrientes y la denominacién de fortificados (Sarmiento,
2006); y los decretos 3863 de 2008, 4857 de 2007, 3249 de 2006 y las
resoluciones 3097 de 2007 y 2009025533 de 2009, los cuales son recopilacion de
normas relacionadas con productos suplementos dietarios

(http://web.invima.gov.co, 2010).




1.1.2 Tipos de alimentos funcionales
Los primeros alimentos funcionales desarrollados correspondian a aquellos

fortificados con vitaminas y minerales tales como vitamina C, vitamina E, acido
félico, zinc, hierro y calcio. Luego aparecieron los fortificados con varios
micronutrientes tales como los omega 3, fitoesteroles y fibra soluble. Mas
recientemente las companias de alimentos han desarrollado productos
alimenticios que ofrecen multiples beneficios a la salud en un unico alimento.
Desde el punto de vista del producto, las propiedades funcionales pueden ser
incluidas por diferentes medios tal y como se muestra en la tabla 1. Se aclara que
esta es una de las posibles clasificaciones.

Tabla 1. Tipos de alimento funcional (Kotilainen et al., 2006)

Tipo de Alimento

] Definicion Ejemplo

Funcional

Producto ) -~ o . Jugos de fruta fortificado
- Un alimento fortificado con adicién de nutrientes o

Fortificado con vitamina C

Un alimento con adicién de nuevos nutrientes o ]

Producto Margarina con
. . componentes normalmente no encontrados de o

Enriquecido probiéticos

manera natural en el producto

Un alimento en el cual un componente no
. ) . o Grasa remplazada por
Producto Alterado beneficioso es removido, reducido o sustituido por

. o fibra en la carne.
otra sustancia con efectos benéficos.

Huevos con contenido

Un alimento en el cual uno de los componentes ha

) ) de omega-3
] sido naturalmente mejorado a través de |
Alimentos o o ) incrementado por
. condiciones de crecimiento especial, nueva .
Mejorados o . . ] .| alteracion en la
composicion de alimentacién, manipulacion
. ) alimentacion de las
geneética u otro medio. .
gallinas

Un alimento o componente alimenticio funcional puede ser un macronutriente con
un efecto fisiologico especifico o un micronutriente esencial, pero también puede
ser un componente alimenticio que aunque no tenga un alto valor nutritivo 0 no
sea esencial, su consumo logre la modulacién de alguna funcién en el organismo

que reduzca el riesgo de enfermedad, como es el caso de la fibra y algunos




microorganismos viables (Roberfroid 2000). Los tipos de productos funcionales

mas comunes son:

Los probioticos: principalmente bacterias de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, que de acuerdo a estudios realizados, dentro de sus
beneficios se encuentran la reduccién en la incidencia del estrefimiento,
diarrea, cancer intestinal y estimulacién del sistema inmune (Vasiljevic &
Shah, 2008).

Fibras no digeribles y prebidticos: Las fibras dietéticas (celulosas,
hemicelulosas y pectinas resistentes a la digestion por las enzimas
endogenas del intestino humano) benefician las funciones gastrointestinales
y se sugiere que previenen enfermedades como el cancer colorectal,
obesidad, diabetes mellitus y arteriosclerosis. Los prebidticos son
ingredientes alimenticios no digeribles que afectan benéficamente al
huésped debido a que estimulan selectivamente el crecimiento y/o actividad
de bacterias benéficas en el colon. Dentro de los principales prebidticos se
encuentran los fructo-oligosacaridos, inulina, isomalto-oligosacaridos,
polidextrosa, lactulosa y almidon resistente (Sird et al., 2008). Debido a la
sinergia entre los probidticos y prebidticos, los alimentos que contienen una
combinacion de ellos son frecuentemente referidos como “Simbid6ticos”.
Sustancias bioactivas, y vitaminas (compuestos antioxidantes): se pueden
encontrar en las frutas y vegetales; son de gran interés debido a su rol en la
prevencion de enfermedades causadas como resultado del estrés oxidativo,
productor de numerosos desordenes incluyendo mal funcion
cardiovascular, cataratas, cancer, reumatismos y muchas otras
enfermedades (Kaur & Kapoor, 2001). Dentro de este grupo encontramos
los polifenoles, flavonoides, isomeros del &cido linoléico conjugado,
isoflavonas, vitaminas A, B, C, E, tocoferoles, aceites vegetales

poliinsaturados omega 3 y 6 entre otros.



e Proteinas: ejemplo de esta es la proteina de soya que reduce el riesgo de
enfermedades cardiovasculares y problemas de hipertension arterial (Manh
et al., 2005; Cartagena 2005)

1.1.3 Frutas y hortalizas como alimento funcional
Las frutas y hortalizas son alimentos bajos en calorias, grasas y sodio, y son

buenas fuentes de fibra, folato, potasio, vitamina A, vitamina C, y sustancias
bioactivas. Se ha demostrado en diferentes estudios epidemioldgicos que existe
una correlacion significativa entre el consumo de frutas y vegetales y la
disminucion en la incidencia de enfermedades coronarias, algunos tipos comunes
de cancer, diabetes, artritis y otras enfermedades degenerativas; es por esto que a
las frutas y vegetales se les ha llegado a conferir el estatus de “Alimentos
funcionales” debido a que promueven la buena salud y previenen o alivian
enfermedades. Esto es atribuido al hecho que esos alimentos pueden proveer una
optima mezcla de compuestos fitoquimicos principalmente los antioxidantes
naturales, fibra y otros componentes bioticos. (Steinmentz & Potter, 1996; Garcia-
Closas et al., 1999; Joseph et al., 1999; Prior & Cao, 2000; Miletic et al., 2008).
Recientemente los compuestos fitoquimicos en frutas y vegetales han atraido en
gran manera la atencion, principalmente debido a su rol en la prevencion de
enfermedades causadas como resultado del estrés oxidativo el cual se relaciona
con radicales de oxigeno libre en el cuerpo causantes de multiples desordenes
como la malfuncion cardivascular, cataratas, cancer, reumatismo y envejecimiento.
Estos fitoquimicos actian como antioxidantes eliminando los radicales libres e
interviniendo como salvadores de la célula (Dillard & German, 2000; Watson &
Preedy, 2010).

Diversas investigaciones han mostrado que las frutas y hortalizas contienen
sustancias que alteran el microambiente del colon, regulan el metabolismo
hormonal, exhiben propiedades antioxidantes, inducen la actividad de enzimas
detoxicantes, promueven la comunicacién célula a célula, bloquean la formacion

de nitrosaminas, modifican la tasa de proliferacion/diferenciacion celular, los



mecanismos de metilacion/reparacion del ADN y estimulan la muerte celular
programada (apoptosis) de las células cancerosas. Especificamente tratandose
del cancer, las evidencias cientificas han indicado que son cuatro los mecanismos
por los cuales las frutas y hortalizas actuan para prevenir esta enfermedad.
Brevemente, el proceso de carcinogénesis quimica consta de varias etapas. La
iniciacion o interaccion entre los carcindbgenos (de naturaleza electrofilica) y el
ADN (de naturaleza nucleofilica) da por resultado, cuando los enlaces son
estables, la formacion de aductos y eventualmente la produccion de mutaciones
de no entrar en operacion mecanismos de reparacion del ADN. La promocion vy
progresion se caracterizan por la proliferaciéon clonal de las células genéticamente
alteradas y su eventual dispersion (metastasis) a otros oérganos. Algunos
compuestos antioxidantes presentes en diversas frutas y hortalizas interceptan
eficientemente a las especies reactivas que actuan sobre el ADN. Otros
compuestos funcionales de este grupo de alimentos, modulan el metabolismo de
los carcindgenos a través de dos efectos, inhiben su produccién o estimulan la
actividad de enzimas para su detoxificacion. Y finalmente, se conocen compuestos
de las frutas y hortalizas capaces de modificar el comportamiento de las células
cancerosas a través de la represidon de los oncogenes ras, que son genes que se
encuentran activos en las células cancerosas y que son responsables de la
sintesis de factores que regulan el crecimiento celular. A la produccion de
carcindgenos también se le conoce como Fase 1, y a la eliminacién de los mismos
o detoxificacion como Fase 2 dentro del metabolismo de los carcindbgenos
(Wargovich, 2000).

1.1.3.1 Componentes funcionales de las frutas y hortalizas
En general, los componentes funcionales de las frutas y hortalizas se pueden
clasificar en varias categorias: Fibra dietaria, antioxidantes, compuestos

organosulfurados y acidos grasos poli-insaturados.



La fibra dietaria proviene de las paredes celulares y laminas medias de los tejidos
que conforman las frutas y hortalizas, por lo que participan en su composicion
celulosa, hemicelulosas, lignina y compuestos pécticos mayoritariamente. La fibra
dietaria no se absorbe pues el organismo carece de las enzimas para hidrolizar
estos polimeros y tampoco exhibe una gran capacidad antioxidante. Sin embargo,
los estudios in vitro han mostrado que sus componentes pueden atrapar
carcindégenos y otras sustancias reactivas tales como acidos biliares, por lo que su
efecto benéfico se ejerce directamente en el intestino en donde no solo elimina
substancias nocivas sino también modifica el microambiente del colon (Flora
bacteriana, composicién de acidos biliares y pH). Ademas, algunas clases de fibra
dietaria se fermentan por accion de la microflora del colon produciéndose acidos
grasos de cadena corta como el butirico que ha mostrado un efecto preventivo de
las neoplasias (formacion de tumores por crecimiento y propagacion de células
malignas). La fibra dietaria por lo tanto, reduce los riesgos de cancer de colon.
También previene la diverticulosis (formacidn de pequefias vesiculas en el
intestino) y puede ayudar a controlar la diabetes y los niveles altos de colesterol y

glucosa en la sangre (Pelayo, 2003).

Los antioxidantes son tratados en el numeral 1.2.

Compuestos organosulfurados. Los miembros del género Allium, incluyendo ajo
(A. sativum L.), cebolla (A. cepa L) y cebollines (A. schoenoprasum) contienen
compuestos organo sulfurados responsables del olor y gusto caracteristicos de
estas hortalizas. Estos compuestos son activos en la Fase 1 (limitando la
activacion de carcindgenos) o en la fase 2 (estimulando la actividad de enzimas
detoxificantes de carcindgenos) del proceso de carcinogénesis (Wargovich, 2000).
Un ejemplo de ello son los dialil disulfuros presentes en el ajo. Estas sustancias no
se encuentran como tales en los bulbos de ajo, sino en forma de precursores, los
que se transforman por la accion de enzimas en dialil disulfuros cuando los tejidos

se dafian, cortan o maceran. En pruebas con seres humanos, estos compuestos
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han demostrado accion antimicrobiana en contra de levaduras y algunas bacterias,
y en experimentos con roedores su capacidad para inhibir tumores cervicales y
mamarios, reducir el nivel de lipidos en el torrente sanguineo y la formacion de
aductos en el ADN. Otro ejemplo de compuestos organosulfurados son los
glucosinolatos que son los inductores de enzimas detoxificantes que mejor se han
caracterizado. Las plantas de la familia Cruciferae, a la que pertenecen la col
(Brassica oleracea var. capitata L.), coles de Bruselas (B. oleracea var.
gemnifera), coliflor (B. oleracea var. botrytis L.), nabos (B. campestris var. rapifera)
y brocoli (Brassica oleracea L. var. italica Plenck) son ricas en estos compuestos
(0.5-1 g/kg en brocoli y hasta 2 g/kg en las coles de Bruselas) (Fahey and
Stephenson, 1999). Las sustancias verdaderamente activas son los isotiocianatos
(R-N = C = S) también conocidos como aceite de mostaza que se liberan de los
glucosinolatos bajo la accion de la enzima mirosinasa (B-tioglucésido
glucohidrolasa; EC 3.2.3.1) que entra en contacto con estos compuestos
(sustratos) cuando los tejidos de estas hortalizas se cortan, maceran,
descongelan, dafan y probablemente también en el tracto gastrointestinal cuando
la hortaliza se ingiere. Subsecuentemente, la glucosa es enzimaticamente
hidrolizada de la molécula y el compuesto liberado experimenta un rearreglo para
formar isotiocianatos y otros productos de degradaciéon. Los isotiocianatos asi
liberados actuan como agentes quimioprotectores induciendo las llamadas
enzimas detoxificantes Fase 2. Estas enzimas, como la glutation-S-transferasa, la
quinona reductasa y la epoxido hidrolasa, inactivan carcindbgenos por destruccion
de sus centros reactivos o al conjugarlos con ligandos enddgenos, facilitando con
ello su eliminacion del organismo. La relacion causal entre la induccion de estas
enzimas y el efecto protector contra el cancer se encuentra firmemente
establecida. El isotiocianato sulforafano, el inductor natural mas potente, se aislé
del brocoli y su actividad anticarcinogénica fue demostrada en tumores mamarios

de rata (Fahey and Stephenson, 1999).
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Finalmente, los acidos grasos poli-insaturados estan presentes en numerosos
aceites de origen vegetal. Dentro de las frutas, las nueces contienen algunos de
estos compuestos. Se ha reportado por ejemplo, que el acido o-linolénico,
abundante en nuez pecanera (Carya lllinoensis W.) o de cascara de papel, reduce
la presion sanguinea de los hipertensos, los niveles de triglicéridos y colesterol en

sangre, y retarda el crecimiento de tumores (Turgut, 2001)

1.1.4 Mercado nacional de las frutas y hortalizas
De acuerdo a informacion del DANE, la cadena de valor de la industria

hortifruticola de Colombia fue de US$156,5 millones para el afio 2000, distribuidos
en un 48% de valor agregado y 52% de consumo intermedio. Para las empresas
productoras de pulpas y de jugos se reportaron, en 1999, el 60.9% de toda la
demanda industrial de frutas frescas, consumiendo 35,170 toneladas por un valor
de $15,309 millones de pesos; de ese total, el 40.6% se destind a la industria de
pulpas y el 20.3% a la de jugos; en términos de volumen, en 1999 la industria
productora de jugos demandé 11,700 toneladas de frutas frescas, mientras que la
industria productora de pulpas demandé 23,500 toneladas. Para el afo 2000, el
Ministerio de Agricultura de Colombia reporté la demanda industrial de las
principales frutas y hortalizas procesadas, mostrando las pulpas de frutas un
porcentaje de participacion en volumen del 56.9%, y para el caso de las hortalizas,
en donde las principales transformaciones industriales que se realizan son la
elaboracion de encurtidos y salsas, la mayor demanda se vio reflejada en las
pulpas de tomate, con una participacién del 8.3%, seguido de las legumbres
deshidratadas con un 1.5%. No obstante la demanda industrial de productos
hortifruticolas frescos muestra un crecimiento negativo de -4.4% (1993-2000); sin
embargo la utilizacion de bienes hortifruticolas procesados como materia prima
industrial registra un crecimiento dinamico que alcanzé el 29.0% durante el mismo
periodo. (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2005). Mas recientemente,
un estudio realizado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural en octubre

de 2008 deja ver su interés por este tipo de productos presentando las
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perspectivas y oportunidades en este sector, en donde se mencionan 151
proyectos que se llevan a cabo en temas de investigaciéon por un monto total de
$55,447 millones, encontrandose dentro de estos el desarrollo y produccién
industrial de alimentos enriquecidos. (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural,
2008). En este contexto, es necesario aumentar el valor agregado en estos
productos para asi ampliar los actuales mercados y aprovechar nuevas

oportunidades comerciales.

1.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes juegan un papel importante en el sistema defensivo del cuerpo
contra los radicales libres entre los que se encuentran los llamados ROS (reactive
oxygen species), los cuales son productos nocivos generados durante la
respiracion normal de las células aerdbicas. Estos radicales libres son reactivos
altamente inestables y moléculas energizadas con un electron desapareado;
ejemplos de éstos son los oxido (O7), hidroxil (OH"), hidroperoxil (HOO"), peroxil
(ROQ) y alkoxil (RO"), oxido nitrico (NO") y el peroxinitrito (ONOQ") (Prior & Cao,
2000). Los ROS reaccionan rapidamente con otros compuestos tratando de
capturar el electron necesario para obtener estabilidad atacando las moléculas
estables mas cercanas robandole su electrén y generando un nuevo radical,
empezando asi una reaccion en cadena. Una vez el proceso ha emprendido, se
inicia la peroxidacion lipidica dando como resultado la desestabilizacion y
desintegracion de las membranas celulares u oxidacion de otros componentes
celulares como las proteinas y el ADN, obteniendo al final la alteracién de las
células (Halliwell et al., 1995). Para tratar estos efectos los antioxidantes
neutralizan los radicales libres donando uno de sus propios electrones, finalizando
de esta forma la reaccion. Los antioxidantes, una vez donado el electrén, tienen la
propiedad de no transformarse en un radical libre y ser estables en cualquier
forma. Ellos pueden ser definidos como sustancias capaces de eliminar o

estabilizar los radicales libres.
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1.2.1 Mecanismos de reaccion de los antioxidantes
En general los antioxidantes pueden ser clasificados dentro de dos categorias

respecto a su mecanismo:

1.

2.

Antioxidantes preventivos: inhiben la formacion de especies de oxigeno
reactivo. Dentro de estos antioxidantes se encuentran el peréxido dismutasa,
catalasa, peroxidasa y transferrin.

Antioxidantes de rompimiento de cadena: son compuestos que eliminan el
oxigeno radical y por lo tanto rompen la secuencia en cadena del radical. Ellos
incluyen vitamina C, vitamina E, acido urico, bilirrubina y polifenoles, entre
otros. Para el rompimiento de la cadena, estos antioxidantes tienen dos
posibles rutas:

a) La primera ruta envuelve una transferencia del atomo de hidrégeno

(TAH), donde el radical oxigenado captura un hidrogeno del
antioxidante, resultando en la formacion de un radical estable del
antioxidante. Las siguientes ecuaciones ilustran las etapas del proceso
de TAH. Se usa un compuesto azo como un representativo generador
de radical y LP-H como sustrato lipido:

R—-N=N-R->2R +N,

R + 0, » ROO’

ROO" + LP —H - ROOH + LP’

LP + 0, - LPOO"

LPOO" + LP —H - LPOOH + LP’
Como se ilustra una vez el radical peroxil (ROO) es generado, las
reacciones en cadena son iniciadas y como consecuencia la molécula
lipidica (LP-H) sera oxidada a peroxido lipido (LP-OOH). En la
presencia de un antioxidante (ArOH), la reaccion en cadena de per
oxidacion lipidica puede ser interrumpida como sigue:

ROO" + ArOH - Ar0O" + ROOH
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Para antioxidantes fendlicos, el radical fenoxil formado ArO es
relativamente estable y reacciona solamente de una manera lenta con
el sustrato LPH pero rapidamente con el radical peroxil ROO*. Ejemplo
del caso anterior es el antioxidante alfa-tocoferol, el cual reacciona con
el radical peroxil a una rata de 10°M's™, el cual es mucho mas veloz
que la reaccién del radical peroxil con el lipido que es de 10'M™'s™.
b) La segunda posible ruta es la transferencia de electrones (TE) como se

ilustra a continuacion:

ROO + ArOH - ROO~ + ArOH*

ROO™ + ArOH* - ArO + ROOH
El resultado final es el mismo que el del mecanismo TAH. Sin embargo,
cuando se compara con el TAH, el mecanismo TE depende mas
fuertemente del solvente debido a la estabilizaciéon de las especies

cargadas del solvente (Ou et al., 2002).

1.2.2 Frutas y hortalizas como fuente de antioxidantes naturales
Recientemente, se ha podido atribuir el efecto de una dieta rica en frutas y

hortalizas al alto poder de accidn contra los radicales libres o capacidad
antioxidante que éstas exhiben. En efecto, los antioxidantes naturales como las
vitaminas C y E, compuestos fendlicos (que incluyen los flavonoides),
carotenoides y antocianinas poseen la capacidad de contrarrestar el efecto en el
organismo de los radicales libres, resultantes de las reacciones oxidativas que
acompafan el metabolismo y que pueden inducir cancer, enfermedades
cardiovasculares o inmunodeficiencias, cataratas oculares, aterosclerosis,
diabetes, artritis, envejecimiento y disfunciones cerebrales. Los alimentos y mas
especificamente las frutas y hortalizas, han asumido una nueva funcion, en la
medida en que proveen beneficios fisiolégicos adicionales como prevenir y
proteger contra enfermedades, principalmente por su accion contra las reacciones
oxidativas a través de los compuestos antioxidantes que poseen, ademas de

contener una gran cantidad de fibra, que ayuda a eliminar, a través de la digestion,
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sustancias que pueden ser nocivas y a reducir los niveles de colesterol. Es por
esto que una de las declaraciones del Jefe del servicio de Programas de Nutricion
la FAO William D. Clay es: "Consumir abundante fruta y hortaliza en el marco de
una dieta diversificada contribuira a satisfacer las necesidades de nutricion" (FAO
2003) siendo una buena opcién para suplir estas necesidades el consumo regular
de pulpas de frutas y hortalizas.

Algunos componentes que actuan en las frutas y hortalizas como antioxidantes
son la fibra, polifenoles, flavonoides, isdmeros conjugados del acido linoleico,
D.Limonene, epigalocatequina, galato, proteina de soya, isoflavonones, vitaminas
A, B, C, tocoferoles, calcio, selenio, clorifilim, alifarin, sulfuros, catequina,
tetrahidrocurecumina, seasaminol, glutation, acido urico, indoles, tiocianatos y los
inhibidores de la proteasa. Estos componentes pueden actuar independientemente
0 en combinacion como anti-carcinogénicos o agentes protectores del sistema
cardiovascular (Karakaya & Kavas, 1999).

A continuacion se mencionan algunos de los mas importantes antioxidantes
naturales presentes en frutas y vegetales que han mostrado jugar un papel crucial

en la prevencioén de varias enfermedades (Watson & Preedy, 2010):

1.2.2.1 Fibra dietaria, minerales y enzimas antioxidantes

Estudios epidemiolégicos han demostrado un efecto positivo de la fibra, acidos
grasos insaturados, oligoelementos(minerales) y vitaminas de frutas y vegetales
sobre los radicales libres y por lo tanto en la prevencion de enfermedades. Los
beneficios a la salud de la ingesta de fibra son asociados a la formacion de una
matrix gelatinosa que incrementa la masa fecal. Esto contribuye a una reduccién
en la concentracion de acidos biliales dafiinos y otros compuestos potencialmente
carcinogénicos en el excremento. Respecto a los oligoelementos, estos tienen un
papel en la sintesis y estabilizacion estructural de proteinas y acidos nucleicos, los
mas importantes de estos metales son el magnesio, cobre, zinc, manganeso y

selenio, entre estos el mas estudiado ha sido el selenio debido a su relacion con
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los riesgos de desarrollo de cancer. El selenuro de hidrogeno, metilselenol, y
selenometionina, los principales metabolitos del selenio, son capaces de regular
expresiones de gen, proteger el ADN de dafos, y estimular la reparacion y
regulaciéon de apoptosis y ciclos celulares. Los oligoelementos también entran
dentro del mecanismo de prevencion en la defensa contra los radicales libres,
mediante las enzimas antioxidantes. Estas enzimas trabajan de manera
coordinada e integrada, centrada en la disponibilidad de oligoelementos y NADPH,

el cual es el origen de equivalentes de reduccion contra los radicales de oxigeno.

1.2.2.2 Fitoquimicos

Son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas durante su desarrollo y
una buena parte de ellos como respuesta a las condiciones de stress tales como
infeccion, heridas y radiacion UV, entre otras. En la siguiente figura se aprecia las

diferentes categorias de fitoquimicos con propiedades antioxidantes.

ISOFLAVONAS

FLAVONES

FLAVONOLES

FLAVONOIDES

ACIDOS

FENOLICOS

ANTOCIANINAS

FLAVANOLES

POLIFENOLES

ESTILBENOS FLAVANONES

FITOQUIMICOS

GLUCOSINOLATOS i

LIGNANOS FITOESTROGENOS

CAROTENOIDES J

Figura 1. Diferentes categorias de los fitoquimicos con propiedades
antioxidantes (Watson & Preedy, 2010)
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1.2.2.2.1 Vitamina C

La estructura quimica de la vitamina C, también llamada acido ascoérbico (AA), es
similar a la de los azucares de hexosa, con un grupo de ene-diol con participacion
en los carbonos 2 y 3. Este grupo hace del AA un agente reductor fuerte,
facilmente oxidable a acido dehidroascorbico (DHA). En las células, AA y DHA se
encuentran en equilibrio quimico, y ambos estan dotados con actividad vitaminica.
El caracter acido de AA se debe a la facilidad del grupo -OH, enlazado a C2 para
liberar un protén, ya que los iones mono-DHA que se forma se estabiliza por
resonancia. La mayoria de los vegetales sintetizan AA, a partir de la glucosa, sin
embargo, los primates no son capaces de hacerlo, ya que son deficientes en la
enzima oxidasa gulonolactona, que participa en la sintesis de AA (Linster & Van
Schaftingen, 2007). La vitamina C es por lo tanto una vitamina esencial y debe ser
suplida mediante la ingesta de verduras y frutas frescas. En un nivel fisiologico, AA
esta implicado en diversos procesos metabdlicos: las hormonas corticosteroides,
los acidos biliares, la carnitina, las prostaglandinas, histamina, el colageno, el
hierro, la tiroxina, y algunos neurotransmisores. La vitamina C también mejora la
respuesta inmune y favorece la eliminacion de xenobiéticos y radicales. De hecho,
reacciona directamente con los aniones superoxido, radicales hidroxilo y varios
hidroperoxidos de lipidos (Rose & Bode, 1993).

1.2.2.2.2 Vitamina E

Las moléculas que poseen actividad de vitamina E se agrupan bajo el término
«tocoferoles." Todos ellos son homodlogos, derivados de la estructura 6-
hidroxicromane, y se clasifican en dos grupos: 1) los tocoferoles, entre ellos el a,
B, vy, ® -tocoferoles, que tienen una larga cadena lateral isoprenica saturada en el
C2 y un conjunto variable de grupos metilo unidos al anillo cromanol, y 2) los
tocotrienoles, dividido en los a, B, y, ©-tocotrienoles, que tienen la misma
estructura que los tocoferoles mencionados, con excepcion de la cadena lateral,

que no esta saturado con tres dobles enlaces. Los tocoferoles proviene en su
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mayoria de cereales, vegetales de hoja verde, frutas oleicas, semillas, y sus
respectivos aceites. Los tocoferoles son hidrolizados en el intestino delgado,
emulsificados con los acidos biliares, transportados en la sangre por las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), almacenados en el higado, y eliminados a
través de la bilis y la orina. La vitamina E es un poderoso antioxidante liposoluble
que actua sinérgicamente con selenio para prevenir la oxidacién de los acidos
grasos, fosfolipidos de la membrana, y las proteinas. En el giro dentado del
hipocampo de los mamiferos, a-y B-tocoferoles tienen un papel neuroprotector
mediante la prevencion de la apoptosis y prolongar la vida del recién nacido
neurona. Cuando la vitamina E funciona como antioxidante y dona su electron, no
puede volver a funcionar hasta que haya sido "recargado" por la vitamina C
(Watson & Preedy, 2010).

1.2.2.2.3 Carotenoides

Son los pigmentos liposolubles naturales mas amplios. Mas de 600 diferentes
carotenoides han sido identificados en las plantas, microorganismos y animales, y
aproximadamente 20 de ellos se pueden identificar en el suero sanguineo humano
después de la ingesta de frutas y hortalizas. El caroteno se produce de muchas
formas, designados como a-caroteno y B-caroteno seguido de v, J, y g-caroteno.
B-caroteno se compone de dos grupos retinil y se descompone en la mucosa del
intestino delgado por B-caroteno dioxigenasa a retinal y se utiliza en el cuerpo
como acido retinoico y retinal, que son las formas activas de la vitamina A. La
vitamina A es esencial, y su falta puede producir ceguera y otras consecuencias
de salud. Los carotenoides funcionan como antioxidantes protegiendo contra la
peroxidacion de lipidos quelando los radicales libres, especialmente el oxigeno
atomico. Las frutas citricas y hortalizas, como zanahorias, batatas, zapallo,
calabaza, papaya, mango y meldn, son fuentes ricas en carotenoides. El licopeno,
un carotenoide lineal con 11 dobles enlaces conjugados, es el precursor de todos

los carotenoides, ya que se forma a partir de la ciclacion de su estructura y la
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hidroxilaciéon posterior de carbonos especificos. Los tomates, sandia, toronja
rosada, albaricoque y guayaba rosa son las fuentes mas comunes de licopeno. En
los seres humanos, a diferencia del B-caroteno, el licopeno no se transforma en
vitamina A por falta del anillo B-ionona necesario para la conversién en retinoides.
El licopeno ha sido asociado con una menor incidencia de cancer de prostata.

Las xantofilas son pigmentos carotenoides de color amarillo que participan en la
fotosintesis y se encuentran en las hojas de la mayoria de las plantas. Ante la
presencia de un exceso de energia fotoquimica, contribuyen a la extincién no
fotoquimica de la fluorescencia de la clorofila. La zeaxantina y la luteina son las
xantofilas que son absorbidas y biodisponibles. Se encuentran en la macula del
ojo, donde se disminuye el riesgo de desarrollar degeneracion macular

relacionada con la edad y las cataratas (Watson & Preedy, 2010).

1.2.2.2.4 Glucosinolatos

Un grupo unico de tioglucésidos de forma natural presente en las plantas de la
orden Brassicales son los glucosinolatos (GLs). Los GLs contienen una fraccion -
D-glucopiranosa, unido a un atomo de azufre y, o bien a una cadena lateral
alifatica, aromatica o indol; GLs inddlico se derivan a partir del triptéfano, mientras
que GLs no inddlico se deriva de otros aminoacidos. Una mezcla de GLs inddlico y
no inddlico es naturalmente hidrolizado por la enzima mirosinasa (B-tioglucoside
glucohidrolase, EC. 3.2.1.147) en isotiocianatos (ITCs) e indoles. Estos son
conocidos por reducir eficazmente los riesgos de cancer y enfermedades
degenerativas por la inhibicion enzimatica de la fase 1 y la activacién de enzimas
en la fase 2 (Watson & Preedy, 2010).

1.2.2.2.5 Polifenoles
Estas moléculas son metabolitos secundarios de las plantas, contribuyen a las
cualidades organolépticas, color, y la defensa contra los ataques de patdégenos. La

estructura quimica de los fenoles posee uno o mas anillos aromaticos, con uno o
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mas grupos hidroxilo. La actividad secuestrante de radicales consiste en la
capacidad de inactivar las ROS directamente o enlazar iones metalicos pro-
oxidante a través de sus grupos-OH. En el primer caso, los polifenoles
transferencias de hidrégeno a un radical peroxilo de la siguiente manera:

ROO~ + ArOH - ArO" + ROOH
El radical fenoxyl (ARO*) formado en esta reaccion es relativamente estable y
reacciona lentamente con otros sustratos, interrumpiendo asi la cadena de
reacciones de oxidacion. En altas concentraciones, los polifenoles pueden actuar
como un pro-oxidante, ya que la cantidad de radicales fenoxyl formados son
capaces de generar reacciones de oxidacion (Skibola & Smith, 2000). La figura 1
muestra las categorias de compuestos fendlicos.
Los acidos fendlicos comprenden dos grupos principales: acido benzoico y acido
cinamico. Los acidos fendlicos naturales se producen en las frutas y hortalizas, ya
sea en forma libre o conjugada, por lo general como ésteres o amidas. Los
cereales integrales son especialmente ricos en acidos fendlicos: ferulico, p-
cumarico, acidos siringico y vanillico son los mas comunes en el salvado, mientras
qgue los mas representados en la avena son los acidos dihidrocafeico, sinapico y p-
hidroxibenzoico.
Los estilbenos son compuestos fendlicos que contiene dos anillos bencénicos
unidos por un puente de etano o etileno. Ellos estan ampliamente distribuidos en
las plantas superiores, actuando como fitoalexinas y reguladores del crecimiento.
Resveratrol (3,4,5-trihidroxiestilbeno) es el miembro de esta familia quimica que se
encuentra en las uvas y el vino, y tiene fama de ser responsable de prevenir la
enfermedad cardiaca, principalmente a través del consumo de vino tinto (Vidavalur
et al., 2006).
La estructura genérica de los flavonoides consta de dos anillos aromaticos, Ay B,
unidos por un anillo heterociclico oxigenado C. Sobre la base de la estructura del
anillo C, asi como sobre su estado de oxidacion y los grupos funcionales, los
flavonoides se clasifican como flavonoles, flavonas, flavanoles (catequinas),

flavanonas, antocianidinas, y isoflavonoides (Figura 1). En frutas y hortalizas, los
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flavonoides se presentan con frecuencia como glucésidos, ya que la glicosilacién
hace la molécula menos reactiva, pero mas soluble. La glucosa es el azucar que
estd mas frecuentemente implicada en la formaciéon glucdsida, pero también
podemos encontrar a la galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa, y mas alla sus
disacaridos como rutose. Las principales fuentes de flavonoides en la dieta
occidental son las frutas tales como los citricos, albaricoques, cerezas, uvas,
pasas de Corinto negro, arandanos, y las manzanas, entre los vegetales se
incluyen cebolla, brocoli, tomates espinaca, hojas de remolacha, soja y hierbas
aromaticas. De hecho, las hierbas aromaticas y especias tienen una concentraciéon
de flavonoides que es varias veces mayor que la de verduras comunes (Ninfali et
al., 2005) . Las hierbas aromaticas también contienen antioxidantes especiales de
origen fendlico. Por ejemplo, el romero contiene los diterpenos fendlicos, carnosol
y rosmanol, que en conjunto con los acidos rosmarinico y carndsico, son los mas
activos antioxidantes fendlicos de esta hierba; Piper nigrum contiene cinco amidas
de acidos fendlicos con propiedades antioxidantes marcada.

Los lignanos son basicamente dimeros del alcohol cinamico, que se cicla de
diferentes maneras, generando una amplia gama de moléculas. Los lignanos son
contenidos en los tejidos lefiosos, cereales y verduras como zanahorias, el brocoli
y las bayas. Junto con las isoflavonas, los lignanos pertenecen a la clase de
fitoestrogenos, que son los factores de proteccion del sistema cardiovascular e
inmunolégico.

Los taninos son polimeros de acidos fendlicos o flavonoides, presentes en la
naturaleza como taninos hidrolizables y no hidrolizables (condensados). Las
unidades basicas de los taninos hidrolizables son los acidos galico y elagico,
esterificados a una molécula central, comunmente glucosa o polifenoles como
catequinas. Los taninos condensados, también llamados proantocianidinas, son
principalmente polimeros flavonoides. Los taninos son antioxidantes potentes,
pero son absorbidos casi por el intestino y son considerados factores
antinutricionales, ya que son capaces de complicar y precipitar las proteinas e
inhibir las enzimas digestivas (Watson & Preedy, 2010).
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1.2.2.2.6 Accion de los antioxidantes fitoquimicos

Los antioxidantes presentes en frutas, verduras, granos exhiben diferentes
propiedades beneficiosas para los seres humanos. Una serie de compuestos
fendlicos, particularmente flavonoides, son eficientes agentes antiproliferativos,
siendo capaces de inhibir la proliferacion de las células del tumor interfiriendo con
las proteinas del ciclo celular o induciendo apoptosis (Yang et al., 2001). Los
extractos de manzana contienen compuestos que inhiben el crecimiento de células
tumorales in vitro mediante la modulacion de la expresion de genes seleccionados
(Veeriah et al., 2008). Manzanas con cascara inhiben la proliferacion celular del
cancer de colon en un 43%, aunque esta inhibicidon se redujo al 29% cuando
manzanas peladas fueron probados en un estudio (Eberhardt et al., 2000). Los
mecanismos por los que los polifenoles actuan como agentes antitumorales son
multiples y se ha demostrado estar relacionada con las funciones de captadores
de radicales, agentes de la desintoxicacion, moduladores de sefializacion celular,
inhibidores de las fases del ciclo celular, y activadores de la apoptosis. Algunos
flavonoides son capaces de lograr este efecto mediante la inhibicion de la enzima
DNA topoisomerasa ll, que es necesaria para la supervivencia y la proliferacion de
células cancerosas (Fresco et al., 2006).

Brocoli, col, col rizada y las coles de Bruselas, de la familia Brassicaceae, se
consideran entre los vegetales contra el cancer mas importante. Los estudios han
demostrado sus efectos anticancerosos debido a los glucosinolatos. Los vegetales
Brassica también tienen un contenido notable de antioxidantes como el acido
ascorbico y carotenoides y compuestos fendlicos como la quercetina y kaempferol
(Kurilich et al., 2002). Espinaca y remolacha, pertenecientes a la familia
Chenopodiaceae, también son interesantes para la quimioprevencion. Una
marcada actividad antiproliferativa en células HepG2 humanas de cancer de
higado se demostro en las espinacas (Chu et al., 2002). En Beta vulgaris cicla, se

ha demostrado una fuerte actividad citostaticos hacia células tumorales MCF-7 de
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mama, atribuibles a los glucdsidos de la flavona apigenina (Ninfali et al., 2007). De
hecho, los compuestos fendlicos presentan actividad anti-inflamatoria, que esta
mediada por la inhibicion de la formacion de factores de transcripcion
estrechamente vinculada a la inflamacion, tales como NF-kB y enzimas como la
xantina oxidasa, citocromo oxidasa, y la lipoxigenasa, que median en el proceso
inflamatorio (Chu et al., 2002; Read, M 1995). Los flavonoides de vino tinto y el té
verde, especialmente la quercetina y catequina, exhiben actividad antioxidante y
antiaterosclerética través de la unién a las LDL. Este proceso de enlace reduce su
sensibilidad a la oxidacién y su potencia aterogénico (Hayek et al., 1997; Vinson &
Dabbagh 1998). Los flavonoides también se han demostrado revertir la disfuncion
endotelial vascular mediante el aumento de la bioactividad del 6xido nitrico
derivado del endotelio (Duffy & Vita 2003; Van Ackers et al 1995). El ajo y la
cebolla, ambos de la familia de las Liliaceas, son interesantes para el efecto de
proteccién cardiovascular de alicina. El metabolismo de la alicina produce sulfuro
de hidrégeno, que relaja los vasos sanguineos, aumenta el flujo sanguineo y
aumenta la salud del corazon (Benavides et al., 2007). La alicina es considerada
también responsable de la actividad anticancerigena en el extracto de ajo (Hirsch
et al.,, 2000). Los fitoquimicos pueden tener también actividad antimicrobiana
(Brandi et al., 2007; Fraternale 2007 et al., 2007). Por ejemplo, los extractos de
semilla de uva o el romero pueden utilizarse como conservantes de alimentos
(Ahn et al., 2007)

Las frutas no son menos importantes que las verduras en la proteccion de la
salud. Una evaluacion de las actividades anti-proliferativa de las frutas en las
células HepG2 presento el mayor efecto en los arandanos, seguido de los limones,
las manzanas, las uvas rojas, platanos, uvas y duraznos (Sun et al.,2002). Las
manzanas demostraron ser capaces de prevenir el cancer de mama en un modelo
de rata de una manera dosis-dependiente (Liu et al., 2005). El polvo y jugo de
arandano han sido propuestos para prevenir las infecciones del tracto urinario,
debido a que las procianidinas inhiben la adherencia de Escherichia coli (Vinson et

al., 2008; AFSSA 2004). Otra categoria de alimentos vegetales que se han
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estudiado por su valor antioxidante son las coles. Las coles son una buena fuente
de aminoacidos, minerales, fibra y compuestos fendlicos (Lorenzo, K. 1980);
curiosamente, algunas coles de la familia Brassicaceae tienen un contenido de
glucosinolatos y antioxidantes superior a la de la planta madura (Barillari et al.,
2006). La lista de verduras y frutas ricas en moléculas utiles para la proteccion de
la salud es demasiada larga para repetir en su totalidad, y sélo algunos ejemplos
se han mencionado aqui. La multiplicidad de acciones expresadas por los
polifenoles sugiere que es util disponer de un numero de diferentes frutas y
hortalizas en la dieta humana a fin de tener una amplia gama de antioxidantes.
Dado que a nivel fisiolégico algunos antioxidantes funcionan mejor en condiciones
hidrofilico y otros dentro de un entorno graso, la mejor protecciéon de la salud se
logra cuando los dos tipos de antioxidantes estan presentes juntos de tal manera
que trabajan en sinergia y, posiblemente, se regeneran después de la oxidacion.
Todos estos antioxidantes se adquieren mejor a través de todo el consumo de
frutas y vegetales, posiblemente mejorado a través de seleccion estacional
(Watson & Preedy, 2010).

1.2.3 Métodos de determinacién de actividad antioxidante
Existen diversos métodos para evaluar la capacidad antioxidante ya sea in vitro o

in vivo, los usados con mayor frecuencia son descritos en la tabla 2. Una de las
estrategias mas aplicables en las medidas in vitro consiste en determinar la
actividad antioxidante frente a sustancias cromogenas de naturaleza radical; la
pérdida de color ocurre de forma proporcional con la concentracion, sin embargo
este tipo de determinaciones solo nos da una idea aproximada de lo que ocurre en
situaciones in vivo. Actualmente los métodos mas aplicados para frutas y verduras
son ABTS (2,29-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), DPPH (2,2difenil-
1-picrilhidracil), DMPD (N,Ndimetilfenilenediamina), FRAP (Poder antioxidante de
reduccion de hierro), TRAP (poder antioxidante radical total), y ORAC (Capacidad
de absorbancia de radicales de oxigeno), estos métodos presentan buena

estabilidad en ciertas condiciones aunque también muestran diferencias (Tabla 2).

25



El DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una
preparacion previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una
reaccion quimica (didéxido de magnesio, persulfato potasico, ABAP), o enzimatica
(peroxidasa, mioglobulina), o electroquimica. Con ABTS se puede medir la
actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el
DPPH solo puede disolverse en medio organico y el DMPD solo en medio acuoso,
adicional a esto, el radical generado en el método ABTS tiene la ventaja de que su
espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio
alcohdlico, mientras que el radical del DPPH presenta un pico de absorbancia a
515 nm y el del DMPD a 505 nm (Kuskoski et al., 2005).

Los métodos ORAC y TRAP utilizan un tinte fluorescente como un objetivo para
los radicales generados por descomposicion térmica de diazocompuestos. Los
antioxidantes de la muestra funcionan como un escudo protector entre el tinte
fluorescente y de las especies radicales. La fluorescencia decae lentamente
durante las fases iniciales del proceso cuando los antioxidantes estan presentes
en altas concentraciones, mientras que disminuye rapidamente cuando los
antioxidantes estan casi agotadas. El area bajo la curva de caida en el ensayo
ORAC, o la duracién del periodo de induccion (fase de latencia) en el TRAP, se
comparan con la de un patron interno, y cuantitativamente en relacion con la
capacidad antioxidante de la muestra. El método FRAP utiliza el complejo férrico
Fe-TPTZ como sonda, que se transforma a una forma de color ferrosos cuando

reacciona con los antioxidantes (Watson & Preedy, 2010).
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Tabla 2. Descripcion de las caracteristicas mas importantes de los distintos
métodos de medida de actividad antioxidante (Fernandez et el., 2006)
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Utilizando el método ABTS y DPPH se reportan algunos datos en la tabla 3 de
actividad antioxidante de pulpas de frutas del Brasil, expresados en equivalentes
de vitamina C (VCEAC), en donde las frutas que obtuvieron mayor capacidad
antioxidante fueron la acerola y el mango. (Kuskoski et al., 2005). De acuerdo con
lo mencionado anteriormente y a que es recomendable para la determinacion de
capacidad antioxidante trabajar con dos métodos, en el presente trabajo se
determiné la capacidad antioxidante de las frutas y hortalizas por la aplicacién de
los métodos ABTS y DPPH.

Tabla 3. Valores de actividad antioxidante equivalente a vitamina C (VCEAC)
de pulpa de frutos aplicando el método ABTS y DPPH (media £+ DE, n =3)
(Kuskoski et al., 2005)

Pulpa de ABTS (1 min) DPPH (30
Fruta | VCEAC (mg/100 \T'C”E) nC

g) (mg/100 g)
Mora 125,8 + 3,2 82,6 £2,6
Uva 161,5+ 3,3 105,91+ 0,4
Azai 163,4+4,0 108,51 2,6
Guayaba 120,0£4,5 100,7 £ 2,2
Fresa 202,5+0,5 132,8 +£0,3
Acerola 1198,9 + 8,1 959,1 £ 19,0
Piha 64,8 £ 5,2 41,1+0,8
Mango 2247 + 4,6 174,3+0,5
Guanabana 76,8 4,0 57,15+ 1,8
Copoazu 37,0+0,0 43,18+ 2,3
Maracuya 540+1,9 46,66 + 1,6

Para el caso de los vegetales se reportan unos valores de actividad antioxidante

por los métodos ORAC y FRAP para las hortalizas que se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Valores de ORAC y FRAP de algunos vegetales (Ou et al., 2002)

Vegetal ORAC (umol TE/g) | FRAP (umol TE/Q)
Guisante 19+3 61
Zanahoria 60 £ 15 3127
Repollo blanco 61+ 21 3917
Tomate 67 £ 13 56+ 8
Habichuela 79 + 37 20+ 13
Cebolla blanca 85+ 23 17+ 4
Pimentodn rojo 97 £ 43 185 £ 49
Coliflor 102 + 28 61+12
Remolacha 115 + 36 86 + 29
Brocoli 126 + 42 41 + 11
Cebolla morada 143 £ 46 31+ 11
Espinaca 152 + 26 64 £13
Pimenton verde 154 £ 60 157 £ 58

En otros andlisis de medicién de la actividad antioxidante por el método ORAC
realizados a 27 vegetales encontraron que los tres vegetales con mayor capacidad
antioxidante fueron primeramente la espinaca, seguido por la remolacha y en

tercer lugar los esparragos (Song, 2010).

1.2.4 Influencia del procesado sobre la actividad antioxidante
La conservacion de las propiedades nutricionales de las frutas y hortalizas

depende en gran medida del proceso que se realice. Los métodos de preservacion
se creen que son los responsable de un decaimiento de los antioxidantes
naturales en los alimentos. Frutas y hortalizas procesadas se espera que tengan
una menor capacidad de proteccion a la salud frente a los no procesados. Esto es
porque, hasta ahora, s6lo se han selecciona antioxidantes estables de interés

nutricional (por ejemplo, acido ascorbico) que han sido comunmente evaluados
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como indicadores de danos por efecto del procesamiento. Sobre la base de estos
supuestos efectos negativos, en los ultimos afos, la principal herramienta para
minimizar los dafos de procesamiento final fue la estrategia de «reconstituciény,
lograda mediante la adicion o el enriquecimiento del producto con antioxidantes
naturales. Varios intentos se han hecho para buscar nuevos tipos de antioxidantes
naturales que se afiadan a los alimentos. Sin embargo, los resultados han
indicado que estos compuestos, que pueden mejorar considerablemente la vida
util del producto, no parecen ser tan eficaces como las que contiene naturalmente
para proteccion de la salud. Ademas, la aplicacion de la ingenieria genética para
producir cultivos con un mayor contenido de compuestos bioactivos y la
explotacion de especies vegetales menores, representan diferentes herramientas
de desarrollo de para la mejora de las propiedades saludables de las materias
primas (Nicoli et al., 1999).

Es bien sabido que no siempre en el procesado de alimentos se pueden presentar
pérdidas en la calidad y en las propiedades para la salud. Por ejemplo,
recientemente se ha encontrado que aumenta la biodisponibilidad del beta-
caroteno como consecuencia del calentamiento moderado o la alteracién
enzimatica de la estructura vegetal de la pared celular. El escaldado también
representa una herramienta util en la prevencion de las oxidaciones enzimaticas,
que son la principal causa de pérdida de antioxidantes naturales en la materia
prima de origen vegetal. De hecho, las frutas y hortalizas objeto de escaldado
conservan la mayoria de sus propiedades antioxidantes originales. Por ejemplo un
tiempo de escaldado de 1 minuto ha sido recomendado para las hojas del camote
para mantener su alta actividad antioxidante (Chu et al., 2000). En términos
generales, las consecuencias del procesamiento de alimentos y procedimientos de
preservacion de la actividad antioxidante global de los alimentos son generalmente
el resultado de diversos actos, que pueden tener lugar en forma consecutiva o
simultaneamente. Aunque muchos estudios tratan con la pérdida estimada de
nutrientes de los alimentos a través de diferentes procesos (esterilizacion,

deshidratacién, congelacion), en la mayoria de los casos, la concentracion residual
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fue la que se determind en lugar de la capacidad antioxidante total del alimento
(Nicoli et al., 1999). A continuacién se describen los posibles efectos del

procesado de alimentos sobre la capacidad antioxidante total:

1) Sin efecto

En algunos procesos el tratamiento causa pequefios o ningun cambio en el
contenido y la actividad de antioxidantes naturales. Este es el caso de algunos
carotenoides, como el licopeno y el B—caroteno, que resultaron ser muy estable al
calor, incluso después de intensos o prolongados tratamientos térmicos, tales

como procesos de esterilizacion o de coccion (Yen, 1985).

2) Pérdida de antioxidantes naturales

En la mayoria de los casos, la elaboracion de alimentos a nivel industrial o incluso
durante la preparacion de comidas en el hogar, pueden ser responsables de una
pérdida significativa de antioxidantes naturales. Esto se debe al hecho de que la
mayoria de los compuestos son relativamente inestables. Una gran cantidad de
literatura trata de la oxidacion quimica y/o degradacion térmica del acido ascorbico
como consecuencia del escaldado, coccion, pasteurizacidon, esterilizacion,
deshidrataciéon y congelacion (Lathrop, 1980; Van den Broeck et al., 1998). Los
datos sobre los efectos adversos de la luz, el oxigeno y el calor en la oxidacion de
polifenoles y tocoferoles, y la pérdida de actividad de vitamina A, como
consecuencia de isomerizacion de B-caroteno, también han sido reportadas. Otra
causa del decaimiento de antioxidantes en las frutas y hortalizas tratadas
térmicamente esta representado por el consumo de acido ascorbico y polifenoles
como reactivos en la reaccion de Maillard (Dijilas & Milic, 1994).
Desafortunadamente, hay pocos datos disponibles sobre los cambios en
antioxidantes naturales en frutas y hortalizas minimamente procesadas. Cabe
senalar que el consumo de estos alimentos esta aumentando rapidamente en
muchos paises desarrollados y representa, en algunos casos, una de las

principales fuentes de frutas y hortalizas en la dieta de las personas. Las
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operaciones tales como pelado, corte y corte en rodajas se estima que inducen un
rapido agotamiento enzimatica de varios antioxidantes naturales (es decir, acido
ascorbico, polifenoles, etc)]; esta pérdida es probablemente disminuida por la
adopcion de nuevos procedimientos de conservacion minima, tales como el
envasado en atmosfera modificada y almacenamiento en frio.

3) Mejora de las propiedades antioxidantes de antioxidantes naturales

Este evento parece estar relacionado con la presencia de polifenoles en la cual las
propiedades antioxidantes pueden haber sido modificadas como consecuencia de
su estado de oxidacion. Se ha reportado que las propiedades antioxidantes del
vino tinto aumentan o disminuyen dependiendo de las condiciones de
almacenamiento (Manzocco et al.,, 1999). Del mismo modo, las propiedades
antioxidantes de la leche pasterizada y los extractos de té embotellado en aire se
encuentra en aumento en un periodo de 30 dias de almacenamiento (Manzocco et
al.,, 1998). A pesar que las oxidaciones quimicas o enzimaticas han sido
ampliamente demostradas causar una disminucién progresiva en las propiedades
antioxidantes del polifenol, polifenoles con un estado de oxidacion intermedio
pueden presentar mayor eficiencia de barrido radical que las que no se oxidan. El
aumento de la propiedad antioxidante en determinados polifenoles oxidados han
sido mencionadas (Kikugava et al., 1990). También se ha observado que la
catequina cuando se someten a una oxidacion enzimatica progresiva muestra un
notable incremento en su actividad de rompimiento de cadenas en la formacién de
compuestos macromoleculares marron. Una pérdida posterior de las propiedades
antioxidantes se encontré para etapas de oxidacion enzimatica mas avanzadas.
Variaciones similares, con una tasa mas baja, fue encontrado para la catequina
que se sometid a oxidacion quimica. Las propiedades antioxidantes mas altas de
los polifenoles parcialmente oxidados pueden ser atribuidos a su mayor capacidad
para donar un atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo aromatico a un radical libre
y/o a la capacidad de sus estructuras aromaticas para soportar el electron
desapareado a través de la deslocalizacion alrededor del sistema n—electron. El

procesado y/o tiempos de almacenamiento prolongados pueden promover o

32



mejorar la progresiva oxidacion enzimaticas o quimicas de los compuestos
fendlicos; estas reacciones proceden a un ritmo diferente en funcién de algunas
variables intrinsecas de alimentos, asi como sobre las condiciones de
procesamiento (aw, pH, tiempo, temperatura, disponibilidad de oxigeno , etc.). Por
lo tanto, el aumento o la disminucidn de las propiedades antioxidantes de
polifenoles que contienen en general los productos son consecuencias de las
reacciones de oxidacion misma. En la figura 2, la evolucion de las propiedades
antioxidantes de los alimentos que contienen polifenoles debido tanto a la
oxidacion enzimatica o quimica son esquematizados. En el caso de la oxidacion
quimica, los cambios en las propiedades antioxidantes a dos temperaturas
diferentes se consideran. Parece evidente que el potencial antioxidante de los
polifenoles de un alimento puede variar considerablemente dependiendo de su
historia o, al menos, cuando se consume. Sobre la base de estas consideraciones,
la falta de evidencia cientifica clara para el papel de los polifenoles como
compuestos que protegen la salud, podria atribuirse en parte a la fluctuacion de

sus propiedades antioxidantes, en los productos alimenticios (Nicoli et al., 1999).

g Oxidacion quimica
o
[
[
E
—
o - £
= - e T — ™
= P g ——
= S =T ~
] ™ -,
B ~
=] hY
% \
T
< - T2
. . . . s J—
Oxidacion enzimatica -

Tiempo

Figura 2. Cambio en la actividad antioxidante de un alimento que contiene
polifenoles por oxidacién quimicay enzimatica. La oxidacion quimica se
muestra a dos diferentes temperaturas T1<T2. (Nicoli et al., 1999)
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4) Formacion de nuevos compuestos con actividad antioxidante

Productos de la reaccion de Maillard (PRM), que puede ser formado como
consecuencia de un tratamiento intenso calor o periodos largos de
almacenamiento, generalmente presentan fuertes propiedades antioxidantes
(Eichner, K., 1981; Kim & Lee, 2009; Nicoli et al., 1997). Los datos sobre sus
efectos en la salud humana son muy contradictorios. Dependiendo de la
composicion de los alimentos y condiciones de procesamiento, se han encontrado
tener actividad mutagénica o antimutagénico. En este ultimo se ha encontrado que
esta estrechamente relacionada con su actividad antioxidante (Usman & Hosono,
1997; Wagner et al., 2007). A pesar de la gran cantidad de PRM consumidos a
diario en la dieta de una persona, sus efectos sobre la salud humana han sido
escasamente investigados. De hecho, la mayor parte de la amplia labor realizada
en las propiedades antioxidantes de los PRM se ha centrado en la mejora de la
oxidacion y la estabilidad microbiologica de los alimentos. De acuerdo con la
literatura, la actividad antioxidante de los PRM se puede atribuir principalmente al
de alto peso molecular de los compuestos pardeados, que se forman en las
etapas avanzadas de la reaccion [45].

5) Formacién de nuevos compuestos con actividad pro-oxidante

Mas alla de sus propiedades antioxidantes, los PRM también pueden exhibir
propiedades pro-oxidantes (Puscasu & Birlouez, 2002). Los radicales altamente
reactivos se forman en las primeras etapas de la reaccién de Maillard justo antes
de la reordenacién de Amadori, y su desaparicion va acompafiada de un
desarrollo gradual de pardiamiento. Una reduccion en las propiedades
antioxidantes iniciales a través de la formacion de compuestos con propiedades
pro-oxidantes parece ser de considerable interés en lo que respecta a las bajas
temperaturas o tratamientos térmicos de corta duracion. La figura 3 muestra los
cambios en las propiedades antioxidantes de una matriz vegetal a diferentes
temperaturas de calentamiento. La formacién de pro-oxidantes durante las

primeras fases de la reaccién de Maillard pueden depender de la intensidad y
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duracion del tratamiento térmico: cuando el calentamiento a bajas temperaturas se
aplica, las fases que contribuyen a la formacion de compuestos con propiedades
pro-oxidantes duran mas que en el caso de los tratamientos de altas temperaturas.
En todos los casos, durante la formacion de pro-oxidantes no se detectaron

cambios en el color (Nicoli et al., 1999).
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Figura 3. Cambios en la actividad antioxidante y en la absorbancia de un sistema
modelo glucosa-fructosa-acido glutdmico debido al desarrollo de diferentes etapas de
la reaccion de Maillard (a, b y c¢). Calentamiento a temperaturas T3>T2>T1. (Nicoli et
al., 1999)

6) La interaccion entre los diferentes componentes de los alimentos

Estos estan representados principalmente por las reacciones redox, tales como las
que ocurren entre diferentes antioxidantes naturales o antioxidantes y productos
de la oxidacion lipidica (Nicoli et al., 1997). Estos eventos, que tienen lugar
principalmente en diferentes matrices alimentarias, se mezclan entre si (por
ejemplo, fase acuosa y fase lipidica), y tienen consecuencias impredecibles en las
propiedades antioxidantes y la estabilidad del alimento. El procesamiento puede
promover o mejorar estas reacciones. Se ha observado que cuando una pequefa
cantidad de aceite de oliva es mezclada con puré de tomate, el contenido de acido
ascorbico disminuye después de un almacenamiento de unas pocas horas. Esto

es debid a la habilidad de estos compuestos para reducir las formas radicales de
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alfa-tocoferol contenidos en la matriz lipidica (Nicoli et al., 1999b). Esta hipotesis
se ve confirmada por el menor valor de potencial redox estandar del radical
ascorbilo en comparacion a la del radical a-tocoferolxil. Ademas, al estudiar las
propiedades antioxidantes de los alimentos complejos, hay que tener en cuenta
que los antioxidantes solubles en agua puede proteger los lipidos mejor que los
antioxidantes liposolubles, debido a la llamada “paradoja polar". La interaccién
entre la matriz vegetal y la fraccion lipidica, llegan a ser mas evidentes cuando se
calientan; en este caso, un incremento considerable en la estabilidad de la fraccion
lipidica fue logrado en detrimento de las propiedades antioxidantes a nivel general.
La figura 4 muestra un ejemplo de las diferentes y simultaneas reacciones que
pueden ocurrir en matrices vegetales cuando son sometidas a tratamientos
térmicos. Para tratamientos térmicos cortos se presenta una reduccion en el total
de las propiedades antioxidantes debido a la perdida de antioxidantes naturales
y/o a la formacién de pro-oxidantes de la reaccién de Maillard. Con tiempos de
calentamiento mas prolongados, esta pérdida puede ser minimizada por una
recuperacion o incluso una mejora de la actividad antioxidante debido a la
formacion de PRM (Nicoli et al., 1999).

—_- Antioxidantes Naturales

— ——— Actioxidantes Nuevos

Actividad Antioxidante Total -

Actividad Antioxidante Relativa

Tiempo de Calentamiento

Figura 4. Cambios en la actividad antioxidante debido a diferentes y
simultaneos eventos en una matriz vegetal sujeta a calentamiento. (Nicoli et
al., 1999)
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El impacto del procesamiento sobre la actividad antioxidante de frutas y hortalizas
es un area descuidada y la informacion es escasa. Por lo tanto es imperativa la
evaluacion de la influencia del procesado en la actividad antioxidante en la
optimizacion de las condiciones tecnoldgicas para aumentar o mantener su
actividad y biodisponibilidad (Kaur & Kapoor, 2001).

1.2.5 Perspectivas de los antioxidantes
La industria alimentaria puede desempefiar un papel importante en la mejora de la

calidad nutricional, disenando alimentos que no soélo proporcionen los nutrientes
tradicionales (proteinas, grasas e hidratos de carbono), sino también fitonutrientes.
El concepto de actividad antioxidante en los alimentos procesados esta cobrando
fuerza y emerge como un parametro importante para evaluar la calidad de los
productos. Con la expansién del mercado mundial y la competencia entre las
empresas multinacionales, el parametro de la actividad antioxidante pronto
asegurara su lugar en el etiquetado nutricional. Esto dara un nuevo impulso a la
explotacion de frutas y hortalizas y al desarrollo de nutracéuticos y bebidas. (Kaur
& Kapoor, 2001). Para el caso de Colombia es necesario empezar a elaborar una
base de datos de los valores de actividad antioxidante de las frutas y hortalizas de
nuestro pais y de esta manera contribuir con el fortalecimiento del sector ya que

actualmente no se cuenta con unos registros de este tipo.

1.3 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Gran parte de los microorganismos utilizados en la industria de alimentos estan
relacionados con las bacterias acido-lacticas (BAL), empleandolas para fermentar
o crear cultivos de alimentos y han despertado gran interés al ser empleadas en la
industria farmacéutica y de alimentos para la obtencion de acido lactico,
componentes saborizantes, espesantes y bacteriocinas, asi como el considerable
valor nutritivo y el bajo coste energético de su produccién. Los géneros mas

importantes son: Lactobacillus, Lactococcus, Enterocococcus, Streptococcus,
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Pediococcus, Leuconostoc, y Bifidobacterium. Su uso mas corrientes en todo el
mundo se ha aplicado a los productos lacteos fermentados, como el yogurt, el
queso, la mantequilla, la crema de leche, el kefir y el kumis.

Las BAL son un conjunto de bacterias Gram-positivas, no esporuladas, en forma
de cocos o bastones y catalasa negativa (aunque en algunos casos pueden
encontrarse una pseudo-catalasa), con un metabolismo estrictamente fermentativo
produciendo acido lactico como el mayor producto final de la fermentacion de los
azucares via Embden-Meyer —glucdlisis- (homofermentacién), y en otras
ocasiones producen ademas etanol, acetato y CO2 por la via del acido-6-
fosfoglucénico (heterofermentacion), (Larpent, 1995). En términos generales estas
bacterias tienen complejas necesidades de factores de crecimiento: vitamina B,
aminoacidos, péptidos, bases puricas y pirimidicas. Esta es una de la razones del
porqué abundan en un medio tan rico nutricionalmente como la leche. A nivel de
laboratorio se deben emplear medios selectivos que posean estas caracteristicas
para su aislamiento (por ej., el caldo o agar MRS, agar Rogosa). Otra
caracteristica de este grupo de bacterias es su tolerancia al pH acido (pH = 5,
incluso a veces menores), pero conforme el medio se va acidificando, resultan
inhibidas un mayor numero de especies (Cabeza, 2006).

Durante la ultima década se ha incrementado el numero de estudios sobre el rol
que algunas cepas de BAL pudieran ser empleadas como cultivos probiéticos,
debido al creciente interés especificamente en la utilizacion de microorganismos
probidticos en los alimentos por sus acreditados beneficios. La mayoria de los
probidticos pertenecen a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus, sin embargo,
especies pertenecientes a los géneros de Lactococcus, Enterococcus,
Saccharomyces, y Propionibacteium son también considerados debido a sus

efectos en la promocion de la salud. (Vasiljevic & Shah, 2008).

1.3.1 Microorganismos probioticos
Los microorganismos probiéticos han sido reconocidos por sus efectos benéficos

en la salud. El término “probidtico” fue empleado por primera vez por Kollath
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(1953) para describir la restauracion de la salud de pacientes malnutridos por
diferentes suplementos organicos e inorganicos. Un afio mas tarde Vergin (1954),
empled esta palabra cuando comparaba los efectos adversos que los antibidticos
(“antibiotika”), ejercian sobre la microbiota intestinal con las acciones beneficiosas
(“probiotika”), ejercida por otros factores que no pudo determinar. Una década mas
tarde, Lilly y Stillwell (1965), se referian a los probi6ticos como microorganismos
que promovian el crecimiento de otros microorganismos. Ya en la década de los
80s y 90s surgen diversas definiciones, destacandose las citadas por Fuller
(1992), quien los definio como “aquellos suplementos alimenticios integrados por
microorganismos vivos que afectan beneficiosamente al hospedador que los
consume mediante la mejora de su equilibrio microbiano intestinal”’. Actualmente
son definidos por la FAO y la OMS como “Microorganismos vivos que cuando son
administrados en cantidades adecuadas confieren al huésped beneficios para la
salud” (FAO/WHO, 2002). Esos beneficios incluyen el control de los niveles de
colesterol sérico e infeccion intestinal, beneficio en el sistema inmune,
mejoramiento en la utilizacion de la lactosa y propiedades anti-carcinogénicas
(Vasiljevic & Shah, 2008). Dentro de estos microorganismos probidticos se
encuentran los lactobacillus acidophilus. Sin embargo, se recomienda que para
alcanzar efectos benéficos las bacterias probidticas deben estar presentes en una
cantidad mayor a 10° unidades formadoras de colonia por gramo o por mililitro de

producto (Ouwehand & Salminen, 1998).

1.3.2 Especie Lactobacillus acidophilus
El Lactobacillus acidophilus es una bacteria del género Lactobacillus, con

temperaturas optimas de crecimiento que se mueven entre 35 a 40°C, sin
embargo también pueden crecer a temperaturas tan altas como 45°C; en cuanto a
su pH, ellos crecen entre 4,5 y 6,5 siendo el optimo de 5,5 a 6,0, parando su
crecimiento a pH de 3,6 a 4,0 y presentando una tolerancia a la acidez entre 0,3%
y 1.9% (Shah, 2003).
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Cepas especificas de Lactobacillus, Bifidobacterium y también algunas cepas de
Propionibacterium han sido introducidas como probidticos en productos
alimenticios debido a su evidencia en el beneficio a la salud (Alvarez-Olmos y
Oberhelman, 2001). El Lactobacillus en forma natural no se encuentra en el tracto
intestinal del humano y también tienen a lo largo de la historia un uso en alimentos
y productos fermentados. Es deseable que este tipo de bacterias posean un
adecuado aspecto general (origen, identidad, seguridad, y resistencia a la acidez y
bilis), aspectos técnicos (propiedades de crecimiento in vitro y durante el
procesado), y caracteristicas funcionales y benéficas (Holzapfel & Schillinger,
2002). Previos trabajos han mostrado que el Lactobacillus puede poseer
capacidad inhibitoria hacia el crecimiento de bacterias patdgenas, resistencia a
acidez y bilis, adherencia a las células epiteliales intestinales y efectos positivos
sobre el huésped (Finlay & Falkow, 1989; Gorbach, 1996).

La seleccion adecuada del probidtico es la principal base para mejorar las
acciones terapéuticas y propiedades funcionales de los alimentos con probidticos
y productos farmacéuticos. Las caracteristicas esenciales para que el
Lactobacillus sea usado como probiotico durante una fabricacion incluyen los
siguientes factores: 1. Reconocimiento como seguro, 2. Viabilidad durante el
procesado y almacenamiento, 3. Efecto antagonista contra los patdgenos, 4.
Tolerancia al cambio de acidez y bilis y 5. Adherencia al epitelio intestinal (Lin
Hwang, Chen, y Tsen, 2006)

Para sobrevivir y colonizar el tracto gastrointestinal las bacterias probidticas
deberian expresar alta tolerancia a la acidez y bilis y tener la habilidad para
adherirse a la pared intestinal (Kirjavainen Ouwehand, Isolauri, & Salminen, 1998).
La habilidad para sobrevivir y colonizar temporalmente el tracto gastrointestinal de
los humanos ha sido demostrado por algunas bacterias acido lacticas como es el
caso del Lactobacillus acidophilus (Xiaodong Pan et al, 2009), es por esta razon
que se ha elegido esta bacteria para ser usada como probiodtico en el presente
proyecto y al apoyo brindado por la empresa DANISCO, fabricante de esta cepa,

facilitandonos su adquisicion.
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1.3.3 El mercado de los microorganismos probioéticos
La preferencia de los consumidores por productos que contengan

microorganismos probidticos ha contribuido a una extension de la variedad de
productos probiéticos disponibles en el mercado durante los ultimos afos. Se ha
estimado que hay aproximadamente 70 productos en el mundo que tienen
registrado en su contenido probiéticos y la lista esta en continua expansiéon (Shah,
2004). Uno de los mercados mas explotados en el uso de los cultivos probioticos
es el de la industria lactea los cuales lo usan como una herramienta para el
desarrollo de productos funcionales y han sido los responsables de ventas de
alrededor de US$1.35 billones en 1999 y cerca del 56% de las ventas de
alimentos funcionales en el 2004 por un total de 31.1 billones US$ (Sir6 et al.,
2008). Los principales mercados de estos tipos de productos son Escandinavia,
Holanda, Suiza, Croacia, Estonia, mientras Grecia, Francia y Espafia son
consideradas como mercado en desarrollo (Makinen-Aakula, 2006). Colombia
actualmente cuenta en el mercado nacional con una reducida variedad de estos
productos en comparacion con los mercados mencionados anteriormente y gran
parte de ellos utilizan como base productos lacticos, sin embargo se ha tenido un
creciente interés en el uso de este tipo de microorganismos en productos no
lacteos y en temas de investigacion relacionados con ellos, en donde la
Universidad Nacional en compaiia con el Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (ICTA) han contribuido con el desarrollo de estos temas como es el
caso del yogurt de soya (Mendoza & Mancera, 2002) y del presente proyecto en
donde uno de sus objetivos es la adicion de probidticos a una mezcla de pulpa de

fruta y hortaliza.

1.3.4 Microorganismos probioticos en productos no lacteos sin fermentacion
Tradicionalmente los probidticos han sido utilizados principalmente en los

productos lacteos sin embargo otros alimentos han sido examinados

recientemente incluyendo la mayonesa, comestibles para untar, carne, queso,
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jugos de frutas, helados de crema, productos a base de avena, entre otros
(Rodgers, 2007). Gran parte de su aplicacién es enfocada en la industria lactea,
sin embargo estos tipos de productos a base de leche poseen ciertas
inconvenientes por su contenido de lactosa y grasas a un porcentaje de la
poblacion (Heenan et al., 2004), por esta razén se han buscado otros tipos de
alimentos como son las frutas y vegetales. Para el caso de los jugos de fruta,
Tuorila y Cardello (2002), lo sugieren como un medio apropiado para fortificarlo
con probidticos, debido a su ya reconocido beneficio para la salud y su frecuente
consumo por un gran porcentaje de la poblacion. Sin embargo, se ha reportado la
presencia de aromas y sabores indeseable conocidos como “off-flavours” para el
caso del Lactobacillus plantarum al ser adicionado a jugos de naranja, prefiriendo
el consumidor las caracteristicas sensoriales convencionales del jugo a su
contraparte funcional, con la diferencia que si es dado a conocer la informacion de
los efectos beneficiosos a la salud, se incrementa la preferencia al jugo funcional
por encima del convencional (Luckow and Delahunty, 2004). En otro estudio se
reporta que la adicion de un 10% v/v de jugo de fruta tropical puede enmascarar
los sabores indeseables causados por los probiéticos (Luckow et al., 2006).

Estudios realizados por Sheehan et al. (2007), muestran que hay una amplia
diferencia respecto a la resistencia a la acidez de las bifidobacterium con respecto
a los lactobacillus cuando son agregados a jugos de naranja, pifia y arandano. Las
cepas adicionadas al jugo de naranja y pifia sobrevivieron por mas tiempo
comparado con el de arandano; el Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus paracasei presentaron cantidades por encima de 7.0 log cfu/ml en
jugo de naranja y por encima de 6.0 log cfu/ml en jugo de pifia dentro de los
primeras 12 semanas almacenadas a 4°C, la tabla 5 muestra algunos resultados
obtenidos en donde se puede apreciar en forma general una mayor resistencia y
viabilidad del género Lactobacillus frente al bifidobacterium. Sin embargo, después
de realizar pasteurizacion a 76°C por 30 s y 90°C por 1 min y tratamiento a alta

presion por 400 MPa por 5 min Lb. casei, Lb. rhamnosus y Lb. Paracasei no
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resistieron los tratamientos de tal forma que no alcanzaron un nivel por encima de
6.0 log cfu/ml.

Tabla 5. Numero (log10), de microorganismos probidticos en JN (jugo de
naranja pH 3.65) y JP (jugo de pifia pH 3.40) por 12 semanas a 4°C (Sheehan
et al., 2007)

Almacenam L. salivarius L. salivarius B. lactis Bb-12 L. casei DN- L. rhamnosus L. paracasei
iento UCC118 UCC500 114-001 GG NFBC43338
(semanas)

JN JP JN JP JN JP JN JP JN JP JN JP
0 79+ 79+ 82+ 8.3+ 7.6+ 76+ 8.0+ 82+ 79+ 79+ 84+ 84+

0.4 0.1 0.2 0.1 0.4 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
1 6.6 £ 33+ 72+ 35+ 74+ 76+ 8.0+ 8.1+ 79+ 7.7+ 84+ 8.3+

1.0 0.1 0.4 0.1 0.3 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1
5 0.7 nd 48+ nd 75+ 74+ 8.0+ 8.0+ 79+ 76+ 83+ 8.2+

1.1 o 0.3 - 0.3 0.1 0.1 0.2 0.1 0.2 0.1 0.2
4 nd nd nd nd 7.3+ 6.5+ 8.0+ 8.1+ 8.0t 7.7+ 82+ 8.2+

o o o o 0.2 0.1 0.1 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2
6 nd nd nd nd 6.9+ 3.0+ 79+ 8.1+ 7.8+ 76+ 82+ 8.1+

o o o o 0.1 0.4 0.1 0.1 0.2 0.2 0.3 0.2
48 7.8+ 72+ 7.8+ 71+ 76+ 7.7+

10 n.d. n.d. n.d. n.d. 0.4 n.d. 0.2 0.4 0.1 0.3 0.2 05
7.8+ 6.3+ 79+ 6.3+ 74+ 74+

12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.3 0.3 0.2 0.4 0.2 05
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1.4 PROCESAMIENTO INDUSTRIAL DE FRUTAS Y HORTALIZAS

En cuanto a los procesos productivos industriales que siguen las industrias del
sector hortofruticola para la elaboracién de productos procesados, en la figura 5 se

hace una breve descripcion de las operaciones basicas asociadas al
procesamiento de frutas frescas.

| FRUTA FRESCA |

Limpieza 'y
preparacio

Trozado,
deshuesado,
eliminacion de fallas

Aceites y
esencias

Pelado

Pulpado y
colado

PULPA

Pastas, purés,
concentrados, —
mermeladas, jaleas

Coccion

Extraccién, tamizado,
eliminacion de aceite,
concentracion precedido
de pasteurizacion

Jugos,
Néctares

Mezclado e
incorporacion
de aditivos

A

Proceso
térmico,
empagque final

Conservas, pastas, purés, concentrados,
mermeladas, jaleas, pulpas, jugos,
néctares. aceites. esencias. etc....

Figura 5. Procesamiento industrial de frutas frescas (Ministerio de
Agricultura, 2005)
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Dependiendo de su uso final, las frutas y hortalizas frescas pueden ser

sometidas a diversos procesos industriales, resumidos a continuacion (Ministerio
de Agricultura, 2005):

Para

Conserveria de frutas y hortalizas.

Deshidratacion de frutas y hortalizas.

Elaboraciéon de jugos clarificados concentrados de frutas.

Elaboracion de pulpas y mermeladas de frutas y de pastas de hortalizas.
Congelacion de frutas y hortalizas.

Sulfitado y confitado de frutas.

Acetificacion y/o fermentacion de hortalizas.

cada tipo de fruta y hortaliza hay uno o mas procesos de

industrializacién. Es posible, sin embargo, identificar algunos procesos unitarios

basicos, que se repiten en los diferentes procesos de industrializacion y que

tienen caracteristicas similares, estos son (Ministerio de Agricultura, 2005):

1.
2.
3.

Limpieza y preparacion preliminares

Limpieza e inspeccion

Trozado, deshuesado, eliminacion de fallas y corte: Algunas materias
primas deben trozarse en tamanos especificos; los sobrantes pueden
usarse o descartarse. Esta etapa se realiza habitualmente en forma
manual. El deshuesado, eliminacion de fallas y cortado, son normalmente
procesos mecanicos.

Pelado: La remocién de la cascara puede ser manual, fisica, mecanica o
quimica. Esta ultima se utiliza para los productos mas fragiles (por ej.:
tomates y duraznos).

Preparacion y transporte: Antes de entrar al proceso final, los productos son
inspeccionados para asegurar la calidad. En la planta, el transporte se
efectua mediante bombeo, canales o cintas transportadoras.

Escaldado: Esta etapa consiste en exponer el producto a una alta

temperatura por un periodo breve y posterior enfriamiento. Se utiliza agua
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caliente para vegetales enlatados y vapor para hortalizas congeladas y
deshidratadas. El principal propésito de este proceso es inactivar o retardar
la accién de bacterias y enzimas que provocan una rapida pérdida de
calidad. Efectos secundarios positivos del escaldado son la eliminacion
de aire y gases del producto. Después del blanqueo, el producto se enfria
rapidamente para prevenir el deterioro del sabor y del color. Para el caso de
la espinaca se reporta que con escaldado en agua se perdié mas nitrato,
riboflavina y acido ascérbico que con el escaldado con vapor pero no afecto
el contenido de carotenos (Hosotani et al.,1992). En otro estudio, en donde
se realizé escaldado en agua a la zanahoria a temperatura de 80°C, se
encontré que un tiempo de 6 minutos era adecuado para su tratamiento
(Goncalves et al., 2010).

7. Pulpado y colado: Sélo se efectua para algunos productos especificos
(por ej.: pulpa de manzana y alimentos infantiles) y consiste en la
molienda de la fruta y/o verdura.

8. Coccion: La coccion y otros métodos de calentamiento de los productos
también se efectuan en casos especificos (por ej.: pasta de tomate).

9. Mezclado e incorporacion de aditivos

10. Inspeccion final y envasado

11.Proceso térmico

Por lo tanto, y debido a que no se cuenta con un proceso ya establecido para la
elaboracion de pulpa de hortaliza, se tienen en cuenta estas etapas y las de la

elaboracion de la pulpa de fruta para su obtencion y ejecucion en este trabajo.

1.4.1 Pulpa de Fruta
La pulpa de fruta se define como el producto no fermentado, pero fermentable,

obtenido mediante la desintegracion y el tamizado de la parte comestible de frutas
frescas, o preservadas adecuadamente, sanas y limpias, sin remover el jugo
(Ministerio de salud, 1991). En la figura 6, se presenta un esquema de las

operaciones generales para la elaboracién de pulpa de fruta:

46



"\
*Higiene en la planta, Recepcién, Pesado,
< Seleccion, Clasificacion, Limpieza y Lavado,
ADECUACION Desinfeccion, Enjuague y Pesado
W,
L
( N
i *Pelado, Cortado, Extraccion, Molido, Despulpado,
SEPARACION Pesado, Refinado, Homogeneizado, Desairado,
Pesado y Control de calidad
W,
\_
( 3
* Escaldado-Empacado-Congelado;  Pasteurizado-
< Empacado; Adicion de Conservantes-Empacado;
CONSERVACION Esterilizado-Empacado; Concentrado-Empacado;
Deshidratado-Empacado
Y,
\

Figura 6. Operaciones generales en la obtencion de pulpas (Camacho, 1992)

A continuacién se describen brevemente la mayor parte de estas etapas
(Camacho, 1992), teniendo en cuenta su posible aplicacion en la elaboracion de la

pulpa de hortaliza:

1.4.1.1 Higiene y sanidad en la planta

Naturalmente el sitio donde se vaya a realizar la desinfeccién debe estar ordenado
e higienizado. Esta limpieza del sitio se inicia con la ordenacion de los elementos
presentes. Sigue un barrido de toda mugre gruesa presente en el piso y areas
vecinas como techos, paredes, puertas, rejillas y sifones. Esta limpieza se realiza
comenzando por las areas altas (techo) e ir bajando hasta terminar en el piso y los
sifones. Sigue un jabonado con detergentes o jabones que ablandan vy retiran la
mugre. Si hay resistencia se debe aplicar el refregado fuerte y en orden todas las
areas. Se termina con un enjuague a fondo. Si la operacion ha sido bien hecha el
aroma del ambiente debe ser a limpio. Ademas de las areas, son criticos la

higienizacion de los operarios, materiales y equipos que entraran en contacto con
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la fruta. Entonces las operaciones explicadas antes se repiten con el mismo

cuidado para guantes, petos y botas de operarios, equipos y materiales.

1.4.1.2 Recepcion
La recepcion se lleva a cabo preferiblemente en la planta de manera cuidadosa
evitando posibles dafios a la fruta y garantizando que se encuentre en buen

estado la mayor parte.

1.4.1.3 Pesado

Permite conocer con exactitud la cantidad de materia prima que entrega el
proveedor y a partir de esta cantidad se podra conocer los porcentajes de la
calidad de fruta que este suministra. Se espera que el minimo sea fruta
deteriorada o verde que no madure. También con este dato se podra determinar el
rendimiento en pulpa que esa variedad de fruta posee. Se efectua con cualquier
tipo de balanza de capacidad apropiada y de precision a las centenas o decenas
de gramo. La forma de pesar puede ser en los mismos empaques en que la fruta
llega a planta o pasandola con cuidado a los empaques adecuados de la fabrica
que se puedan manejar y apilar comodamente. Debe evitarse el manejo brusco de

los empaques para evitar magulladuras o roturas.

1.4.1.4 Seleccidn

Se hace para separar las frutas sanas de las ya descompuestas. Se puede
efectuar sobre mesas o bandas transportadoras y disponiendo de recipientes
donde los operarios puedan colocar la fruta descartada. Los instrumentos para
decidir cuales frutas rechazar son en principio la vista y el olfato de un operario. El
debe ser muy consciente de la responsabilidad de su trabajo e influencia en la

calidad de la pulpa final. Hay ciertas frutas costosas que por su tamano grande
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pueden pasar la prueba pero deben ser “arregladas” retirando cuanto antes las

fracciones danadas.

1.4.1.5 Clasificacion

Permite separar entre la materia prima que pasaron la seleccion, aquellas que
estan listas para proceso, segun su madurez, tamano, peso, calidad u otras
caracteristicas; para el caso de las frutas verdes o aun pintonas, éstas deben ser
almacenadas. Aqui también los instrumentos mas agiles y econémicos son los
sentidos de los operarios. El color, aroma o dureza de las frutas permiten elegir las
frutas adecuadas. Estas caracteristicas exteriores especificas de las frutas se
pueden comprobar por controles en el laboratorio, que responden a un grado de
madurez adecuado para la obtencion de pulpas de alta calidad. Una guayaba
amarilla, sana, olorosa y ligeramente blanda le indica al operario que es adecuada

para proceso.

1.4.1.6 Limpiezay lavado

Todas las frutas a ser procesadas deben ser liberadas de la tierra adherida, jugo
seco, insectos y residuos quimicos. Estas etapas usan tanto procesos secos como
humedos, asi como operaciones mecanicas y manuales. Se pueden realizar
bafos de agua y aspersion a presion, mientras la materia prima se traslada en
cintas transportadoras o se pasa a través de tamices agitados. El objetivo es
retirar toda mugre o tierra que contamine la superficie de las frutas y asi disminuir

la necesidad de desinfectante en el paso siguiente

1.4.1.7 Desinfeccion
El propdsito es disminuir al maximo la contaminacién de microorganismos que

naturalmente trae la materia prima, para evitar altos recuentos en la pulpa final,
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con demérito de su calidad y peligro de fermentacion en la cadena de distribucién
0 en manos del consumidor final.

La desinfeccion se efectua empleando materiales y sustancias compatibles con las
frutas. Las sustancias desinfectantes que se pueden emplear son a base de cloro,
sales de amonio cuaternario, yodo y otra serie de principios activos que cada dia
llegan al mercado. El hipoclorito de sodio a partir de solucion al 13% es el
desinfectante mas empleado por su efectividad y bajo costo. En la desinfeccién
rutinaria se puede intercalar el uso de desinfectantes para evitar que la flora
contaminante cree resistencia a una sustancia.

Una vez higienizado todo, se procede a desinfectar las frutas que se hallan en
cestillos. Estas se pueden sumergir en la solucion desinfectante durante un tiempo
adecuado que pueden ser 5 a 10 minutos, dependiendo de las caracteristicas de
la materia prima y estado de suciedad.

La solucién de hipoclorito puede tener una concentracion de 50 mg/kg. La
efectividad de esta soluciéon disminuye a medida en que se sumergen mas
cestillos. La rotacion sugerida es de tres lotes. Es decir que si hay un tanque de
hipoclorito fresco de 50 ppm, se puede sumergir un lote de cestillos con fruta u
hortaliza, dejarlo el tiempo escogido y retirarlo. Introducir otro lote de cestillos y asi
repetir por tres lotes. El indicador de si la solucién desinfectante aun sirve es
determinar que posea el olor caracteristico de cloro y que no se halle muy sucia a
simple vista. Si se deja la misma solucibn mucho tiempo lo que se puede estar
haciendo es ensuciar e infectar los ultimos lotes que se sumergen en la que era

una solucion desinfectante.

1.4.1.8 Enjuague

A la fruta desinfectada se le debe retirar los residuos de desinfectante y
microorganismos mediante lavado con agua potable. Si es posible por aspersion
con agua que corra y se renueve. No es conveniente enjuagarla sumergiéndola en

tanques de agua que cada vez estara mas contaminada.
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1.4.1.9 Pelado

A otras frutas hay necesidad de retirarles la cascara como a la guanabana y
papaya, por su incompatibilidad de color, textura o sabor al mezclarla con la pulpa.
Esta operacion puede efectuarse de manera manual o por métodos fisicos,
mecanicos o0 quimicos. El pelado manual se puede realizar con cuchillos
comunes de cocina o con otros que presentan ciertas caracteristicas que se
ajustan al tipo de piel de algunas frutas. Estos son similares a los que hoy se
emplean para pelar papas. Permiten cortar peliculas de cierto grosor, evita que
el operario por descuido se corte, tienen formas especiales para acceder a
superficies curvas y poseen empufaduras ergonémicas, es decir que se ajustan
muy bien a la mano del operario. Los métodos fisicos emplean calor y frio, por
ejemplo el tomate de mesa. Los mecanicos usan maquinas especialmente
disefiadas para determinadas geometrias y texturas. Los métodos quimicos
emplean sustancias como la soda a diferentes temperaturas y concentraciones.
Cada lote de fruta es especifico y necesitaria de varios ensayos para determinar

las condiciones adecuadas.

1.4.1.10 Separacion

Esta operacion permite retirar la masa pulpa-semilla de frutas como el maracuya,
curuba o lulo. Se efectua generalmente de forma manual con la ayuda de
cucharas de tamanos adecuados. El rendimiento aumenta si se hace dentro de
recipientes plasticos para evitar las pérdidas de jugos. Por eficiencia los
operarios se colocan en grupos que se encargan unos de cortar la fruta y otros
de separar la pulpa-semilla. Estas masas obtenidas se deben cubrir con tapas o
materiales plasticos para prevenir contaminaciones u oxidaciones del medio

ambiente.
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1.4.1.11 Corte
Algunas frutas como el maracuya deben ser cortadas para extraer su masa interior
antes de separar la pulpa. Aunque hay maquinas que lo hacen, por lo general en

las pequefas industrias se realiza en forma manual con la ayuda de cuchillos.

1.4.1.12 Escaldado (Blanqueo)

Como se menciond con anterioridad, consiste en someter la fruta a un
calentamiento corto y posterior enfriamiento. Se realiza para ablandar un poco la
fruta y con esto aumentar el rendimiento de pulpa.

En la fabrica el escaldado se puede efectuar por inmersién de las frutas en una
marmita con agua caliente, o por calentamiento con vapor vivo generado también
en marmita. Esta operacion se puede realizar a presién atmosférica o a
sobrepresién en una autoclave. Con el escaldado en agua caliente se pueden
perder jugos y componentes nutricionales. Bajo vapor puede ser mas costoso y
demorado pero hay menos pérdidas. En autoclave es mas rapido pero costoso.

En todos los casos se producen algunos cambios. Baja significativamente la carga
microbiana; el color se hace mas vivo, el aroma y sabor puede variar a un ligero
cocido y la viscosidad de la pulpa puede aumentar.

Un escaldado frecuente se hace en marmita agregando minima cantidad de agua,
como para generar vapor y luego si se coloca la fruta. se agita con vigor, tratando
de desintegrar las frutas y volver el producto una especie de “sopa”. Cuando la

mezcla alcanza cerca de 70 a 75° C se suspende el calentamiento.

1.4.1.13 Molido

Permite la desintegracion de las estructuras de las frutas y hortalizas que facilitan
etapas como el escaldado y despulpado. Se puede efectuar en molinos como el
de martillos, con el que se logra un efecto similar al de la licuadora casera o
industrial. Este molido no es recomendado para frutas que poseen semillas

grandes, oscuras, amargas y fragiles como el maracuya, el mango o aun la
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guanabana. Las frutas de semillas pequefias como la guayaba, mora, lulo y
tomate se desintegran muy bien sin romper las semillas. EI molido tiene la
desventaja de incorporar aire a la masa obtenida, con lo que se pueden acelerar
procesos de oxidacion entre los que se hallan el cambio de color y formacién de

espuma, ambos causan inconvenientes en la calidad final de la pulpa.

1.4.1.14 Macerado

Con esta operacion se busca aumentar los rendimientos en pulpa. Se logra por la
accion de enzimas naturales de la fruta o mediante adicion de enzimas
comerciales agregadas. También se emplea para disminuir la viscosidad de
algunos jugos o pulpas para lograr su concentracion a niveles superiores a 60
Brix, como en el caso de la mora, mango y maracuya. En frutas como la
guanabana que poseen, ademas de la pulpa y la semilla, los sacos donde se
encuentran las semillas, que son de una textura no fluida llamada “mota” también
se usa la maceracion. Esta fraccidon esta compuesta de fibras de celulosa, la cual
se va disolviendo a medida que la fruta madura, con lo que se aumenta la
proporcion de pulpa fluida. EI macerado se logra con mezclas de enzimas
llamadas pectinolasas, amilasas y celulasas. Las condiciones de concentracion de
enzima, temperatura, pH y tiempo de accion éptimos varian de una fruta a otra.
Los rendimientos aumentan en valores cercanos al 5-7% o0 mas, dependiendo de
las caracteristicas de cada fruta. El costo por el empleo de enzimas puede

considerarse alto, pero se recupera entre mayores sean los volumenes tratados.

1.4.1.15 Despulpado

Es la etapa en la que se logra la separacién de la pulpa de los demas residuos
como las semillas, cascaras y otros. El principio en que se basa es el de hacer
pasar la pulpa-semilla a través de una malla. Esto se logra por el impulso que
comunica a la masa pulpa-semilla, un conjunto de paletas (2 o 4) unidas a un eje

que gira a velocidad fija o variable. La fuerza centrifuga de giro de las paletas lleva
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a la masa contra la malla y alli es arrastrada logrando que el fluido pase a través
de los orificios la malla. Es el mismo efecto que se logra cuando se pasa por un
colador una mezcla de pulpa-semilla que antes ha sido licuada. Aqui las mallas
son el colador y las paletas es la cuchara que repasa la pulpa-semilla contra la
malla del colador. Se emplean diferentes tipos de despulpadoras; las hay
verticales y horizontales; con cortadoras y refinadoras incorporadas; de diferentes
potencias y rendimientos. Es importante que todas las piezas de la maquina que
entran en contacto con la fruta sean en acero inoxidable. Las paletas son
metalicas, de fibra o caucho. También se emplean cepillos de nylon. Durante el
despulpado en este tipo de maquinas también se causa demasiada aireacion de la
pulpa, con los efectos negativos de oxidaciones, formacién de espuma vy
favorecimiento del cambios de color y sabor en ciertas pulpas. El proceso de
despulpado se inicia introduciendo la fruta entera en la despulpadora
perfectamente higienizada. Solo algunas frutas, como la mora, guayaba o fresa,
permiten esta adicion directa. Las demas exigen una adecuacién como pelado
(guanabana), corte y separacion de la pulpa-semilla de la cascara (maracuya).
Ablandamiento por escaldado (tomate de arbol). La maquina arroja por un orificio
los residuos como semilla, cascaras y otros materiales duros que no pudieron
pasar por entre los orificios de la malla. Los residuos pueden salir impregnados
aun de pulpa, por lo que se acostumbra a repasar estos residuos. Estos se
pueden mezclar con un poco de agua o de la misma pulpa que ya ha salido, para
asi incrementar el rendimiento en pulpa. Esto se ve cuando el nuevo residuo sale
mas seco y se aumenta la cantidad de pulpa. Se recomienda exponer Io menos
posible la pulpa al medio ambiente. Esto se logra si inmediatamente se obtiene la
pulpa, se cubre, o se la envia por tuberia desde la salida de la despulpadora hasta

un tanque de almacenamiento.
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1.4.1.16 Refinado

Consiste en reducir el tamafio de particula de la pulpa, cuando esta ha sido
obtenida antes por el uso de una malla de mayor diametro de sus orificios. Reducir
el tamano de particula da una mejor apariencia a la pulpa, evita una mas rapida
separacion de los sélidos insolubles en suspensioén, le comunica una textura mas
fina a los productos como mermelada o bocadillos preparados a partir de esta
pulpa. De otra parte refinar baja los rendimientos en pulpa por la separacion de
material grueso y duro que esta naturalmente presente en la pulpa inicial. El
refinado se puede hacer en la misma despulpadora, solo que se le cambia la malla
por otra de diametro de orificio mas fino. Generalmente la primera pasada para el
despulpado se realiza con malla 0,060” y el refinado con 0,045 o menor. La malla
inicial depende del diametro de la semilla y el final de la calidad de finura que se

desee tenga la pulpa.

1.4.1.17 Homogeneizado

Es otra forma de lograr el refinado de un fluido como la pulpa. En esta operacion
se emplean equipos que permitan igualar el tamafio de particula como el molino
coloidal. Esta maquina permite “moler” el fluido al pasarlo por entre dos conos
metalicos uno de los cuales gira a un elevado numero de revoluciones. La
distancia entre los molinos es variable, y se ajusta segun el tamafo de particula
que se necesite. La friccidn entre el molino y el fluido es tan alta que la camara de
molido, necesita ser refrigerada mediante un bafio interno con un fluido refrigerado
como el agua. Aqui también la pulpa sometida a homogenizacién sufre una alta

aireacion como en el caso del molido y el despulpado y refinado.

1.4.1.18 Desaireado
Permite eliminar parte del aire involucrado en las operaciones anteriores. Hay
diferentes técnicas que varian en su eficiencia y costo. La mas sencilla y obvia es

evitar operaciones que favorezcan el aireado. Si ya se ha aireado la pulpa,
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mediante un calentamiento suave se puede disminuir la solubilidad de los gases y
extraerlos. Otra forma es aplicar vacio a una cortina de pulpa. La cortina se logra
cuando se deja caer poca pulpa por las paredes de una marmita o se logra hacer
caer una lluvia de pulpa dentro de un recipiente que se halla a vacio. Entre mas
pronto se efectue el desaireado, menores seran los efectos negativos del oxigeno
involucrado en la pulpa. Como se menciond antes estos efectos son la oxidacion
de compuestos como las vitaminas, formacion de pigmentos que pardean algunas
pulpas; la formacién de espuma que crea inconvenientes durante las operaciones

de llenado y empacado.

1.4.1.19 Pasterizacion

Consiste en calentar un producto a temperaturas que provoquen la destruccién de
los microorganismos patdgenos. El calentamiento va seguido de un enfriamiento
para evitar la sobrecoccion y la sobrevivencia de los microorganismos termdfilos.
Existen diferentes tipos de equipos que permiten efectuar esta pasterizacion.
Estan las marmitas de doble chaqueta por donde circula el vapor o elemento
calefactor. Las hay de serpentin o las simplemente calentadas con una fuente de
calor exterior a la marmita. Estas fuentes pueden ser estufas a gas, a gasolina u
otro combustible. Hay equipos mas complejos como el pasterizador votator o de
superficie raspada, el pasterizador tubular y el pasterizador a placas entre los mas
comunes. Estos son continuos y el elemento calefactor es vapor de agua
generado en una caldera. La temperatura y el tiempo escogidos para pasterizar
una pulpa dependeran de varios factores como su pH, composicion, viscosidad y
nivel de contaminacién inicial. A menor pH, viscosidad y contaminacion, se
requerira menor tiempo o temperatura de pasterizacion para disminuir el grado de
contaminacion hasta niveles en los que no se presentara rapido deterioro de la
pulpa.

Es el caso de la pulpa de maracuya que posee un pH alrededor de 2.7, que no

permite el crecimiento de muchos microorganismos y el calor a este pH los afecta
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mas; baja viscosidad que permite un mayor movimiento de la pulpa y por ello
mejor y mas rapida transmision del calor, y por estar protegido por una cascara tan
resistente no se contamina faciimente, claro este nivel de contaminacion
dependera en gran medida en la higiene y cuidados mantenidos durante el
procesamiento.

La esterilizacion es simplemente una pasterizacion mas drastica que elimina
mayor numero de microorganismos. Se logra empleando equipos mas complejos
como una autoclave, en donde por la sobrepresién que se alcanza, la temperatura
puede ascender a niveles superiores a los de ebullicién del agua a condiciones de
medio ambiente. En el caso de las pulpas casi no se emplea esterilizarlas debido

al bajo pH que caracteriza a la mayoria de las frutas.

1.4.1.20 Control de calidad
Una vez obtenidas las pulpas hay necesidad de evaluar la calidad del producto
final. La calidad resultante sera la que se haya logrado mantener después de
haber procesado la fruta que llegé a la fabrica en determinadas condiciones. Si los
procesos fueron adecuadamente aplicados, manteniendo la higiene en cada
operacion, la pulpa resultante poseera niveles de contaminacion aceptables y
hasta satisfactorios. De acuerdo a la reglamentaciéon nacional (Ministerio de salud,
1991), las caracteristicas microbioldgicas de las pulpas de fruta congelada son:

e Recuento de microorganismos mesofilicos/g. m=20.000; M= 50.000

e NMP coliformes totales/g. m=9; M=29

¢ NMP colifomes fecales/g. m= < 3; M= ---

¢ Recuento esporas clostridium-sulfito reductor/g. m= < 10; M= ---

¢ Recuento de hongos y levaduras/g. m= 1.000; M= 3.000
En donde:
m = indice maximo permisible para Identificar nivel de buena calidad

M = indice méaximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad
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Si la fruta reunia las condiciones de madurez y sanidad necesarios, fisicoquimica y
sensorialmente la pulpa poseera las caracteristicas de calidad muy similares a las
recién obtenidas de la fruta fresca a nivel casero, que es el patrén empleado por el

consumidor para comparar la pulpa obtenida en una fabrica.

1.4.1.21 Empacado

Las pulpas ya obtenidas deben ser aisladas del medio ambiente a fin de mantener
sus caracteristicas hasta el momento de su empleo. Esto se logra mediante su
empacado con el minimo de aire, en recipientes adecuados y compatibles con las
pulpas. Las fabricas de pulpas han empleado diferentes tipos de plasticos en
forma de vasos, bolsas, botellas y canecas. Se ha buscado darle vistosidad,

economia y funcionalidad a estos empaques.

1.4.1.22 Congelacién

Se basa en el principio de que a menor temperatura mas lentas son todas las
reacciones. Esto incluye las reacciones producidas por los microorganismos, los
cuales no son destruidos sino retardada su actividad vital. La congelacidon
disminuye la disponibilidad del agua debido a la solidificacion del agua que
caracteriza este estado de la materia. Al no estar disponible como medio liquido,
muy pocas reacciones pueden ocurrir. Solo algunas como la desnaturalizacion de
proteinas presentes en la pared celular. Esto propicia la precipitacion de los
solidos insolubles con lo que se favorece el cambio en la textura y la separacion
de fases, sobre todo cuando con estas pulpas se preparan néctares.

Durante la congelacién se favorece la formacién de cristales de hielo que crecen y
causan roturas de las paredes celulares y pérdida de la capacidad retenedora de
los jugos dentro de las células. Se ha notado también que la congelacion produce
una disminucion de los aromas y sabores propios de las frutas. A pesar de estos
cambios, la congelacion es la técnica mas sencilla que permite mantener las

caracteristicas sensoriales y nutricionales lo mas parecidas a las de las pulpas
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frescas y en nuestro medio es la técnica mas empleada. Presenta la restriccion de
exigir mantener la cadena de frio todo el tiempo hasta llegar el momento de la
utilizacion por el consumidor final. Ademas el estado sodlido plantea ciertas
incomodidades cuando se necesita emplear solo una parte del bloque de pulpa.
Para el control microbiolégico de calidad hay necesidad de descongelar la pulpa,
con lo que se puede aumentar el recuento real del producto. La conservacion por
congelacion permite mantener las pulpas por periodos cercanos a un afio sin que
se deteriore significativamente. Entre mas tiempo y mas baja sea la temperatura
de almacenamiento congelado, mayor numero de microorganismos pereceran. A
la vez que las propiedades sensoriales de las pulpas congeladas durante
demasiado tiempo iran cambiando. Asi, lo mejor es tratar de consumir las pulpas
lo antes posible para aprovechar mas sus caracteristicas sensoriales y

nutricionales.
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2. METODOLOGIA

Este trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Control de Calidad de Alimentos del
Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos — ICTA y la Planta Piloto de
Vegetales, de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota con la

colaboracioén de la empresa de alimentos SAS SA.

2.1 MATERIAS PRIMAS

2.1.1 Pulpas de Frutas
Se emplearon 20 pulpas de frutas pasteurizadas y congeladas a -20°C de la

Empresa Colombiana de Alimentos SAS S.A. que correspondieron a: Banano,
Curuba, Durazno, Feijoa, Fresa, Granadilla, Guanabana, Guayaba, Limon, Lulo,
Mango, Manzana, Maracuya, Mora, Naranja, Papaya, Pifia, Tomate de Arbol,

Uchuva y Uva.

2.1.2 Hortalizas
Inicialmente se identificaron las 20 hortalizas mas preponderantes de Colombia,

dentro de las cuales se preseleccionaron 6 de ellas para el desarrollo del trabajo.
A continuacion se mencionan las hortalizas trabajadas: Acelga, Ahuyama,
Espinaca, Lechuga, Remolacha y Zanahoria. Se aclara que estas hortalizas no se

adquirieron en pulpa.

2.1.3 Cultivo Lactico
Se utilizé un cultivo probidtico comercial liofilizado, correspondiente a la cepa pura

La-14 10B (Lactobacillus acidophilus), de la compafiia Danisco ®, certificado por la
empresa como probidtico, el cual se encontraba en su presentacién comercial y
conservado a -20°C hasta su utilizacion. La ficha técnica de este producto se

presenta en el Anexo 01.
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2.2 METODOS DE EVALUACION FISICOQUIMICA

2.2.1 Determinacion de pHy acidez libre titulable
La acidez y el pH se midieron usando el titulador automatico Mettler Toledo ® T70

de acuerdo al método oficial A.O.A.C. 942.15. Las unidades en las que se expresé

la acidez fueron meq/kg.

2.2.2 Determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH
Uno de los métodos usados para la actividad antioxidante es el DPPH, descrito

por Brand-William et al (1995). El procedimiento se describe a continuacion: Se
pesa entre 1y 3 g de muestra, dependiendo de la pulpa de fruta y hortaliza, en un
vaso de precipitados de 100 ml adicionando etanol al 96% y agitando a baja
velocidad por 1 hora. La solucion se filtra empleando papel filtro grado 3hw
Munktell® y se lleva cuantitativamente a 25 ml para obtener el extracto etandlico.
Se prepara una solucion del radical 2-difenil-picrilhidracil (DPPHe+) en metanol de
alrededor de 3 mg en 80 ml, de manera que la absorbancia de esta solucién, a
una longitud de onda de 515 nm, al agregar 1 ml de metanol por cada 5 ml de la
solucion y calentarla por 5 minutos a 40°C de un valor de entre 0,70 y 0,75
(absorbancia inicial). A 5 ml de la solucion de DPPH se agregan tres alicuotas del
extracto etandlico y se completan a 6 ml con metanol. Estas soluciones se
calientan a 40°C por 5 min, luego se leen sus respectivas absorbancias, que
deben estar en el intervalo comprendido entre el 20% al 70% del valor de la
absorbancia inicial de la soluciéon del DPPHe-. Por medio de un ajuste lineal por
minimos cuadrados se calcula el volumen del extracto etandlico necesario y de
esta manera la masa de muestra necesaria para reducir el valor de la absorbancia
inicial del DPPHe hasta el 50% de su valor inicial (entre 0,70y 0,75).

La masa de muestra necesaria para decolorar un volumen de DPPH- al 50% de su
absorbancia inicial se denomina ICso (mg/ml) y es la forma como se expresa la

capacidad antioxidante de las muestras analizadas por este método. Debe notarse
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que a menor valor del ICsp mayor capacidad antioxidante dado que indica que se
necesitaria menos muestra para inactivar la misma cantidad del radical libre.

El equipo utilizado para la medicion de la absorbancia fue el espectrofotometro
“Jasco V-530 UV/VIS”.

2.2.3 Determinacion de la capacidad antioxidante por ABTS
Para la determinacion de la capacidad antioxidante por ABTS se siguio la

metodologia desarrollada por RE et al. (1999) y descrita por Kuskoski et al. (2005).
El radical ABTS++ se obtiene tras la reaccion de ABTS (7 mM) con persulfato
potasico (2,45 mM, concentracién final) incubados a temperatura ambiente
(x25°C) y en la oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS+ se
diluye con etanol R.A. hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre
0,70 £ 0,1) a 734 nm (longitud de onda de maxima absorcién). La preparacion de
la muestra se realiza de la siguiente forma: Se pesa entre 1 y 3 g de muestra,
dependiendo de la pulpa de fruta y hortaliza, en un vaso de precipitados de 100 ml
adicionando etanol al 96% agitando a baja velocidad por 1 hora y en ambiente
oscuro. La solucién se filtra empleando papel filtro grado 3hw Munktell® y llevando
cuantitativamente a 25 ml para obtener el extracto etandlico. Una vez obtenido el
extracto, a 1000 yL de dilucién del radical ABTS+ se determina la absorbancia a
734 a 30°C, luego se anade 10 pL de la muestra (extracto etandlico) y se mide de
nuevo la A734 pasado 6 minuto. Se prepara una curva de calibracién usando el
antioxidante sintético de referencia, Trolox, en concentraciones de 0-15 uM
(concentracion final) en etanol. Los resultados se expresan en TEAC (actividad
antioxidante equivalente a Trolox).

El equipo utilizado para la medicion de la absorbancia fue el espectrofotometro
“Jasco V-530 UV/VIS”.

2.2.4 Determinacion de los °Brix
Se determina los grados brix de las pulpas de fruta y las hortalizas por el método

refractométrico. El equipo utilizado para esta medicion es un refractdmetro manual
Digit 5890 BYC de 0 - 32°Brix.
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2.3 METODOS DE ANALISIS PARA EVALUAR LA CALIDAD HIGIENICA DE
LAS PULPAS

Para la caracterizacion de la calidad microbiolégica de las muestras se siguio la
metodologia establecida en el Manual de Técnicas de Analisis para Control de
Calidad Microbiolégico de Alimentos para consumo humano del Instituto Nacional
de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) (1998), el cual contiene la
metodologia detallada de todos los andlisis que se describen a continuacion,

excepto para el conteo de BAL.

2.3.1 Dilucion y homogeneizaciéon de la muestra
Se pesan 10 g de las muestras y se agregan a frascos estériles con 90 ml de agua

peptonada al 0,1%. Posteriormente se agitan manualmente hasta obtener una

mezcla homogénea. Se realizan diluciones seriadas en base 10.

2.3.2 Recuento en placa de microorganismos mesoéfilos aerobios
Se toma una alicuota 1 ml de cada una de las diluciones en cajas de Petri estériles

y se adicionan 15 ml de agar tipo Agar Plate Count fundido. Se mantiene a una
temperatura de 45°C mezclando el inéculo con el medio de cultivo adicionado.
Una vez solidificado el medio de cultivo se invierten las placas e incuban a una
temperatura de 35°C £ 2°C durante 48 horas. Se realiza luego el recuento de las
UFC/g, teniendo en cuenta el factor de dilucién y el intervalo establecido para este

tipo de microorganismos (INVIMA, 1998).

2.3.3 Recuento en placa de mohos y levaduras
Se toma una alicuota de 1 ml de las diluciones seriadas 10" y 10 en cajas de

Petri estériles. Se adicionan 15 ml de agar extracto de malta-oxitetraciclina (OGY)
fundido y se mantiene a una temperatura de 45°C mezclando el in6culo con el

medio de cultivo adicionado; una vez solidificado el medio de cultivo se invierten
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las placas y se incubaban a una temperatura de 22°C +- 2°C durante 5 a 7 dias.
Luego se hace el recuento de las UFC/g, teniendo en cuenta el factor de dilucion y

el intervalo establecido para este tipo de microorganismos (INVIMA, 1998).

2.3.4 NMP de coliformes totales y ausencia / presencia de E. coli
El NMP es el numero mas probable y corresponde a una técnica distinta al conteo

en placa; esta metodologia se utiliza para medir la presencia de coliformes totales.
Se dosifica 1 ml de cada una de las diluciones del homogenizado de la muestra en
tubos con caldo lactosado Bilis Verde Brillante al 2% en series de tres tubos por
cada dilucion. Se incuban a 35°C por 1 a 2 dias, verificando la ausencia de aire.
Pasado este tiempo, se registran los tubos con turbidez y produccion de gas, para
posteriormente hacer la prueba confirmativa de los tubos positivos. Esta prueba
confirmativa se hace sembrando por estria por medio de un asa de cada uno de
los tubos positivos en la superficie de una placa de agar Eosina Azul de metileno
(EMB) o agar Bilis Rojo Violeta para determinar la Ausencia / Presencia de
Escherichia coli, incubando las placas a 35°C 1 a 2 dias. En caso de encontrarse
colonias caracteristicas de E. coli, es necesario realizar pruebas bioquimicas
confirmatorias. Para calcular el NMP se toma el numero de tubos que dan
positivos y se busca el numero de células correspondiente en una tabla de

probabilidades para este ensayo (INVIMA, 1998).

2.3.5 Recuento de esporas Clostridium sulfito reductor
Se tomd una alicuota de 1 ml de las diluciones seriadas 10" y 10 en cajas de

Petri estériles. Se adicionaron 15 ml de agar SPS fundido y mantenido a una
temperatura de 45°C. Una vez agregado el agar se mezclé varias veces en forma
de ocho con el fin de garantizar una distribucién homogénea de la muestra en el
medio de cultivo, se dejoé en reposo para que se solidificara el agar. Se colocaron
las cajas con las tapas hacia arriba en la jarra de anaerobiosis y se incubaron a

una temperatura de 37°C %- 2°C durante 48 horas. Se hizo el recuento de las
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UFC/g, teniendo en cuenta el factor de dilucion y el intervalo establecido para este

tipo de microorganismos (INVIMA, 1998).

2.4 RECUENTO EN PLACA DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS VIABLES
(BAL)

Se realizé segun la metodologia recomendada por la “International Comission on
Microbiological Specifications for Food” (ICMSF, 2001).

Dilucion y homogenizaciéon de la muestra: se pesan 10 gramos de las muestras y
se agregan a frascos estériles con 90 ml de agua peptonada al 0,1% luego se
agitan con vortex hasta obtener una mezcla homogénea. En el caso del conteo del
cultivo puro para verificar su concentracion, se pesa 1 g en lugar de 10 g. Se
hacen diluciones seriadas en base 10. Es importante obtener los 10 g de muestra
bajo condiciones asépticas desde una parte central de la mezcla, mediante un
agitador previamente estéril (y flameado).

A partir de las diluciones, se siembra por profundidad 1 mL de cada dilucion y se
adicionan 15 ml de Agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS) fundido y se mantiene a
una temperatura de 45°C mezclado varias veces en forma de ocho con el fin de
garantizar una distribucion homogénea de la muestra en el medio de cultivo y
dejando solidificar. Una vez solidificado el medio de cultivo se invierten las placas
y se incuban a una temperatura de 35°C durante 48 a 72 horas, en condiciones de
anaerobiosis.

El recuento de las UFC/g, se realiza teniendo en cuenta el intervalo establecido
para este tipo de microorganismos; la presencia de la poblacion de BAL debe ser
siempre confirmada mediante la coloracion Gram de un “pool” de colonias (minimo

10) de las desarrolladas en el Agar MRS.
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2.5 METODOS DE ANALISIS SENSORIAL

Para la seleccién de la proporcion de fruta y hortaliza mas adecuada, por clase de
mezcla, se utilizaron pruebas de afectividad por medio de un método de
aceptabilidad sensorial el cual consistid en dar una escala de valores entre 0 y 5 a
los aspectos de sabor y aroma, en donde 0 era “me disgusta mucho” y 5 era “me
gusta mucha”, y una escala de valor entre 0 y 3 para la apariencia en donde O era
‘me disgusta” y 3 “me gusta”. Ver formato de prueba Anexo 03-A. Para la
seleccion de una de las clases de mezclas obtenidas se realiz6 de igual forma una
prueba de afectividad tal y como se describio anteriormente. Ver formato de
prueba Anexo 03-B.

Una vez seleccionada la pulpa de fruta y hortaliza, y adicionado el probidtico, se
realizaron pruebas sensoriales durante el tiempo de almacenamiento por el
método: Analisis sensorial. NTC 2681. Metodologia Prueba Triangular (Ver Anexo

02). El formato usado para la prueba se encuentra en el Anexo 03C.

2.6 EXPERIMENTACION

Para cumplir con los objetivos propuestos se plantearon seis pasos: en el primero
se seleccionaron dos pulpas de fruta de acuerdo a unos criterios establecidos y se
preseleccionaron seis hortalizas de las 20 propuestas, teniendo en cuenta su
compatibilidad sensorial (aroma y sabor), con las frutas. En el segundo paso, se
determinaron las condiciones y etapas necesarias para la obtencién de la pulpa de
hortaliza. En el tercer paso se seleccion6 la pulpa de hortaliza y las posibles
pulpas de frutas a combinar con ellas. En el cuarto paso se determinaron las
proporciones mas adecuadas de pulpa de fruta y pulpa de hortaliza en cada una
de las diferentes pulpas de mezclas obtenidas. En el quinto paso se selecciond
una de todas las pulpas de mezclas obtenidas y por ultimo, en el sexto paso se
adicion6 el microorganismo probidtico a dos distintas concentraciones, a la mezcla
seleccionada y a una sola concentracion a dos pulpas de fruta pura (Mango y

Mora), y se realizd el seguimiento durante su tiempo de almacenamiento.
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2.6.1 Seleccion de dos pulpas de frutay preselecciéon de hortalizas
Con el propodsito de facilitar la ejecucion de esta etapa, se divididé en dos partes: la

primera, la seleccion de dos pulpas de frutas de las 20 escogidas, y la segunda
correspondiente a la preseleccion de las hortalizas mas adecuadas, a partir de 20

hortalizas iniciales, para combinar con frutas.

2.6.1.1 Seleccion de dos pulpas de fruta

La seleccion de la pulpa de fruta se hizo a partir de 20 pulpas suministradas por la
empresa “Alimentos SAS SA”, de acuerdo a los siguientes criterios de seleccion:
Actividad antioxidante, acidez, pH, % de rendimiento (cantidad producto
final/cantidad de materia prima a procesar) y ventas mensuales. A cada una de
estas propiedades se le dio un puntaje de acuerdo a su importancia e influencia en
la elaboracién de la pulpa como se observa en la tabla 6. La eleccion de estos
criterios se debe a que los tres primeros determinaran las propiedades funcionales
del producto final en lo referente a sus caracteristicas antioxidantes y probidticas,
y los dos ultimos a su caracter comercial.

Tabla 6. Criterios de seleccién de la pulpa de fruta

CRITERIO PUNTAJE
Actividad Antioxidante 30
Acidez 10
pH 20
Rendimiento 15
Ventas mes en Ton (Empresa SAS) 25
TOTAL 100

Justificacion Puntaje

Actividad Antioxidante: Se le da el mayor puntaje debido a la importancia de esta

propiedad dentro del proyecto y a su fuerte relacion con las propiedades
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funcionales del alimento. Este puntaje se divide en dos, 15 para el método DPPH y
los otros 15 para el método ABTS. La distribucidn de este puntaje se realizé de
manera matematica mediante un comportamiento lineal dando el puntaje mas alto
(15 por método) a la pulpa de fruta con mayor actividad antioxidante y un puntaje
de 0 para la pulpa de fruta con la menor actividad antioxidante. Se aclara que para
el método DPPH, entre mas bajo el valor obtenido indica una mayor capacidad

antioxidante.

Acidez: Se da un puntaje de 10 debido a su importante efecto en la supervivencia
de los microorganismos probidticos. La distribucion de este puntaje se realizé de
manera matematica mediante un comportamiento lineal dando el mayor puntaje
(10 puntos), a la fruta con el menor valor de acidez, ya que un menor valor de
acidez representa una mayor viabilidad de los microorganismos, y un puntaje de 0

para la fruta con mayor valor de acidez.

pH: Se da un maximo puntaje de 20. Este criterio es tenido en cuenta para la
seleccion de la fruta debido a que el objetivo final es obtener una pulpa con
microorganismos probioticos y el pH ejerce una fuerte influencia en la viabilidad de
estos microorganismos en el sustrato. A valores de pH bajos se va incrementando
la mortandad de los probidticos, por esta razén la distribucion del puntaje se
realizé de manera matematica mediante un comportamiento lineal dando el mayor
puntaje (20 puntos) al pH mas alto, y un puntaje de 0 al mas bajo; los valores

intermedios tendran un puntaje obtenido de manera lineal.

% Rendimiento: se define como la cantidad de pulpa obtenida por kilogramo de
fruta inicial. Es importante tener en cuenta el rendimiento de la fruta debido a su
influencia en los costos de produccion, rentabilidad, aprovechamiento, efectividad
y el precio final de la pulpa, ya que un rendimiento muy bajo afecta
significativamente los costos de elaboracion de la pulpa funcional y al final obtener

un producto poco competitivo. La distribucién de este puntaje se realiz6 de manera
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matematica mediante un comportamiento lineal dando el mayor puntaje (15
puntos) a la fruta con mayor rendimiento y un puntaje de 0 para la fruta con el

menor rendimiento.

Ventas (empresa SAS): Su alto puntaje (25 puntos), se debe a que estos datos
reflejan el comportamiento de las pulpas en el mercado nacional. El mayor puntaje
se le dara a las pulpas mas vendidas debido a su escogencia y observacién por
parte del consumidor y a que probablemente haya una mayor posibilidad de venta
una vez elaborada la pulpa funcional. Esta distribucion del puntaje se realizara de

igual forma que las anteriores.

2.6.1.2 Preseleccion de las hortalizas

Para preseleccionar las seis hortalizas se tomaron como base las 20 hortalizas
mas producidas a nivel nacional partiendo de los datos suministrados por el
Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE), La Asociacion
Hortifruticola de Colombia (ASOHOFRUCOL) y el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural. La preseleccion se realizd desde el punto de vista sensorial
teniendo en cuenta la compatibilidad sensorial en aroma y sabor entre las frutas y

las hortalizas.

2.6.2 Obtencion de la pulpa de hortaliza
Para la determinacion de las condiciones y etapas necesarias para la obtencion de

las pulpas de hortalizas seleccionadas se tuvieron en cuenta las operaciones de
adecuacion, separacién y conservacion que se utilizan para la obtencion de la
pulpa de fruta.
e En la adecuacion se tuvieron en cuenta las siguientes etapas: higiene y
sanidad de la planta, recepcion, pesado, seleccién, clasificacién, lavado,

desinfeccion y enjuague.
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e Para el caso de la operacién de separacion las etapas estimadas fueron:
Pelado, cortado, molido, pesado, homogeneizado, pesado y control de
calidad. El control de calidad consistio en medir la calidad microbiolégica de
la pulpa final obtenida de tal manera que cumpliera con los requisitos
normativos.

e Por ultimo para la operacion de conservacion se contd con las siguientes
etapas: escaldado, pasteurizado (opcional en caso que el solo escaldado
no sea suficiente para la calidad microbiolégica), empaque y congelacion.
Para la etapa de escaldado se trabajaron dos tiempos: 3 minutos para las
hortalizas de hojas y 5 minutos para las otras hortalizas, de acuerdo a los
reportes de la bibliografia (Ramaswamy, 2006 y Salunkhe, 2004) y a la
experiencia adquirida en el ICTA en el procesado de estos tipos de
alimentos. Para la etapa de congelacion se establecié una sola condicion
de temperatura, correspondiente a -20°C, debido a que como esta
investigacion hace parte de un trabajo conjunto entre la empresa de
Alimentos SAS S.A y el ICTA, el interés de la empresa esta enfocado en
fortalecer uno de sus productos que son las pulpas de fruta congeladas a

esta temperatura.

2.6.3 Seleccion de la pulpa de hortaliza
La seleccidon de las pulpas de hortalizas se realiz6 de acuerdo a los siguientes

criterios de seleccion: Actividad antioxidante, pH, compatibilidad sensorial, costo
en el mercado y produccion nacional. A cada una de estas propiedades se le dio
un puntaje de acuerdo a su importancia e influencia en la elaboracion de la pulpa
como se muestra en la tabla 7. La eleccion de estos criterios se debe a la
influencia en las propiedades funcionales (caracteristicas antioxidantes vy
probidticas), y aspecto sensorial del producto final para los 3 primeros criterios, y a
su relacion en el sector comercial para los 2 ultimos.

Como se mostrara mas adelante en los resultados, debido a que las dos pulpas de

fruta seleccionadas presentaron mayor capacidad antioxidante que las pulpas de
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hortalizas fue necesario establecer posibles grupos de combinacion de las pulpas
de fruta con las seis pulpas de hortaliza de acuerdo a su compatibilidad por color,
teniendo en cuenta que dicha combinacion aumentara la capacidad antioxidante
de la pulpa final. Con el fin de seleccionar la pulpa de hortaliza adecuada, éstas se
separaron por tipo de color y luego se obtuvieron los valores de los criterios
escogidos. Para evaluar el criterio de compatibilidad sensorial, esta propiedad se
evalud teniendo en cuenta las pulpas de fruta cuyo color fuera mas similar o
compatible con la hortaliza.

Tabla 7. Criterios de seleccién parala pulpa de hortaliza

CRITERIO PUNTAJE
Actividad Antioxidante 30
pH 20
Compatibilidad Sensorial 30
Costo en el mercado 10
Produccion en Toneladas 10
TOTAL 100

Justificacion Puntaje

Actividad Antioxidante: Se le da el mayor puntaje debido a la importancia de esta
propiedad dentro del proyecto y a su fuerte relacion con las propiedades
funcionales del alimento. Este puntaje se divide en dos, 15 para el método DPPH y
los otros 15 para el método ABTS. La distribucion de este puntaje se realizé de
manera matematica mediante un comportamiento lineal dando el puntaje mas alto
(15 por método) a la fruta con mayor actividad antioxidante y un puntaje de O para
la fruta con la menor actividad antioxidante. Se aclara que para el método DPPH,

entre mas bajo el valor obtenido indica una mayor capacidad antioxidante.

pH: Se da un maximo puntaje de 20. Este criterio es tenido en cuenta para la

seleccion de la hortaliza debido a que el objetivo final es obtener una pulpa con
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microorganismos probioticos y el pH ejerce una fuerte influencia en la viabilidad de
estos microorganismos en el sustrato. Debido a que los Lactobacillus acidophilus
manejan un pH optimo entre 5.5 y 6 (Rivera y Gallardo, 2008), la distribucion del
puntaje se realizé de la siguiente manera dando el mayor puntaje (20 puntos) a pH
que se encuentren dentro de este rango y disminuyendo de a 5 puntos por cada

0.5 unidades de pH tanto por arriba de 6 como por debajo de 5.5.

Compatibilidad Sensorial (color): Es importante que el color de la hortaliza sea
compatible con la fruta a mezclar, adicional a esto su aroma y sabor no deben
afectar de manera significativa el aroma y sabor de la fruta debido a que son
mucho mas deseables los aromas y sabores frutales. La distribucion del puntaje
se realizé dandole mayor puntaje a la hortaliza mas compatible con diversas

frutas.

Costo en el mercado: Es importante tener en cuenta el costo por kg de la hortaliza
debido a su influencia en la inversion y el precio final de la pulpa, ya que un costo
demasiado alto podria incrementar significativamente los costos de elaboracion de
la pulpa funcional y al final obtener un producto poco competitivo. La distribucion
de este puntaje se realizé6 de manera matematica mediante un comportamiento
lineal dando el mayor puntaje (10 puntos), a la hortaliza con el menor costo y un

puntaje de 0 para la de mayor costo.

Produccion: Es importante tener en cuenta este criterio debido a su relacion con la
facilidad de adquisicion de la hortaliza ya que tentativamente entre mas cantidad
producida su adquisicion y posiblemente costo sean mucho mas asequibles. La
distribucion de este puntaje se realizd de manera matematica mediante un
comportamiento lineal dando el mayor puntaje (10 puntos), a la hortaliza con el

mayor produccién y un puntaje de 0 para la de menor produccion.
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2.6.4 Determinacién de las proporciones de pulpa de fruta y hortaliza en las
diferentes mezclas
Para determinar la proporcion de pulpa de fruta y hortaliza mas adecuada, por

clase de mezcla obtenida, se tuvieron en cuenta sus resultados de analisis
sensorial (prueba de afectividad), y actividad antioxidante dandole a cada una de
estas propiedades un puntaje como se muestra en la tabla 8. Se parti6 de tres
proporciones sugeridas para cada combinacién fruta y hortaliza: 50%-50%, 70%-
30% y 90%-10%.

Tabla 8. Criterios de seleccidn por tipo de mezcla de pulpas

CRITERIO PUNTAJE
Actividad Antioxidante 50
Analisis Sensorial 50
TOTAL 100

La distribucién del puntaje para la actividad antioxidante se efectua de la siguiente
manera: a la mezcla, dentro de cada grupo, con mayor capacidad antioxidante
(menor valor de DPPH), se le da un puntaje de 50, al segundo un puntaje de 30 y
al tercero uno de 20. Para el caso del analisis sensorial se le da un puntaje de 50
a la mezcla seleccionada, de 25 a la mezcla que obtuvo segundo lugar y de 10

puntos a ultima.

2.6.5 Seleccion de una pulpa de mezcla entre las diferentes mezclas
obtenidas
Para la eleccion de una de las mezclas seleccionadas, se tuvieron en cuenta los

siguientes criterios: Actividad antioxidante, acidez, pH y analisis sensorial, dandole
a cada una un puntaje como se muestra en la tabla 9. La eleccion de estos
criterios se debe a que, como se mencion6é con anterioridad, los tres primeros
determinaran las propiedades funcionales del producto final en lo referente a sus
caracteristicas antioxidantes y probio6ticas, y el ultimo a su aceptabilidad por parte

del consumidor.
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Tabla 9. Criterios de seleccién para la escogencia de la mezcla mas

adecuada
CRITERIO PUNTAJE
Actividad Antioxidante 35
Acidez 10
pH 20
Sensorial 35
TOTAL 100

Justificacion Puntaje

Actividad Antioxidante: Una vez mas se le da un puntaje alto debido a la
importancia de esta propiedad dentro del proyecto. Para la distribucién de este
puntaje se le concedidé el valor mas alto (35), a la mezcla con mayor capacidad
antioxidante por el método DPPH, seguida de un valor de 20 para la segunda y

para terminar un valor de 10 a la de menor capacidad.

Acidez: Se da un puntaje de 10 debido a la importancia mencionada en parrafos
anteriores y que tienen que ver con su efecto en la supervivencia de los
microorganismos probidticos. La distribucién de este puntaje se realizé de la
siguiente manera: 10 puntos a la mezcla de menor acidez; 6 puntos para la de

valor intermedio y 3 puntos para la mezcla que presenté mayor acidez.

pH: Se da un maximo puntaje de 20 y su justificaciéon es debido a su efecto sobre
la viabilidad de los microorganismos en el sustrato como se ha venido
mencionando en las anteriores justificaciones de los criterios. La distribucion del
puntaje se llevo a cabo de la siguiente manera: 20 puntos a la mezcla con el pH

mas alto, 14 para la de pH intermedio y 7 puntos para la mezcla con mas bajo pH.
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Sensorial: se le da el puntaje mas alto debido a su implicacion directo sobre el
consumidor. Para la distribucién de este puntaje se le dio un valor de 35 a la
mezcla seleccionada, de 20 a la mezcla que obtuvo segundo lugar y de 10 puntos

a ultima.

2.6.6 Adicion del probidtico a la pulpa de mezcla 'y a las dos pulpas de fruta
seleccionadas y su seguimiento durante el tiempo de almacenamiento
El microorganismo probidtico con el que se trabajo fue el Lactobacillus acidophilus.

Se evaluaron dos diferentes concentraciones de cultivo para adicionar a la pulpa
de mezcla de fruta y hortaliza seleccionada:

e 9.52 unidades logaritmicas de ufc/gramo de pulpa

e 8.52 unidades logaritmicas de ufc/gramo de pulpa
Se trabajaron con estas dos concentraciones con el fin de observar su
comportamiento y asegurar una cantidad, al final del tiempo de almacenamiento,
de minimo 6 unidades logaritmicas de ufc/g pulpa, ya que segun la bibliografia
estos microorganismos pueden disminuir de 2 a 3 unidades logaritmicas de ufc/g
en el almacenamiento.
Para el caso de las pulpas de fruta solo se trabajéo con una concentracion del
cultivo correspondiente a 9.52 unidades logaritmicas de ufc/gramo de pulpa.
Se realizd el recuento de microorganismos probidticos viables para cada pulpa
funcional por un periodo de 90 dias a temperatura de almacenamiento de -20 °C
cada 15 dias. Adicional se determinaron cada 15 dias durante 90 dias, para cada
pulpa, las siguientes propiedades: Actividad antioxidante método DPPH, actividad
antioxidante método ABTS, pH, acidez y grados brix. Se realizé la evaluacién
sensorial de diferenciacion, para cada pulpa sin probidtico con su respectiva pulpa

con probidtico, mediante prueba triangular durante los dias 0, 45y 90.
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2.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

En los ensayos definitivos con adicion del Lactobacillus acidophilus se emple6 el
Analisis de Varianza ANOVA, para poder comparar los datos obtenidos asi como
la significancia de los efectos de las variables y las diferencias encontradas. En
este caso las variables dependientes (los parametros fisicoquimcos: DPPH, ABTS,
Acidez Libre, pH, y °Brix; y el parametro microbiolégico: Recuento de bacterias
acidolacticas) estan relacionadas linealmente con variables independientes
(concentracion del probidtico y tiempo de almacenamiento). Su relacion funcional
puede describirse como una generalizacion de la funcion de regresiéon muestral
con el siguiente modelo: Parametro ix = p + A; + Ej + AE; + ¢j

Donde:

M = media general de las variables respuestas

Ai = efecto del nivel i de la concentracion del probidtico (L. acidophilus: 0, 8.52,
9.52)

Ej = efecto del nivel j de cada tiempo evaluado (0, 8, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias)
AEij = efecto del nivel i de la concentracién del probidtico y del nivel j de cada
tiempo evaluado combinados.

gijk =error;i=1:3;j=1:8

Los datos del experimento se trataron conforme al disefio experimental
completamente regido al azar, mediante un disefio factorial 3x8 (concentracion del
probidtico y tiempo de almacenamiento) con dos repeticiones. Este disefio permitié
comparar el tratamiento con L. acidophilus y el blanco a través del tiempo
combinando estas dos variables. El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando
el paquete Minitab 15 (©2007 Minitab Inc.), para realizar comparacion de
diferencias estadisticas ANOVA. Las diferencias entre los tratamientos
individuales se estudiaron mediante una Prueba de Comparaciones Factoriales y
el analisis se hizo teniendo en cuenta los graficos de efectos principales y de

interaccion para cada parametro. Ver Anexo 04.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 SELECCION DE DOS PULPAS DE FRUTA Y PRESELECCION DE

HORTALIZAS

Para mayor claridad se dividen los resultados de este punto en dos partes:

Seleccion de dos pulpas de fruta y preseleccion de las hortalizas.

3.1.1 Seleccidén de dos pulpas de fruta

Para la seleccion de las pulpas de frutas se tuvieron en cuenta las pulpas que se

muestran en la tabla 10 y que son actualmente elaboradas por la empresa

Alimentos SAS S.A., luego se tomaron 5 criterios de seleccion con el fin de

escoger dos de ellas

Tabla 10. Pulpas de frutas de la empresa SAS S.A. Caracteristicas de las
Pulpas de Fruta Cruda Congelada.

Pulpa de fruta | Solidos solubles-°BRIX | Acidez % acido citrico pH
Banano 16,0 - 19,0 0,45 - 0,65 42-44
Curuba 8-9 1.12-1.2 2.8-3.0
Durazno 13,0 - 16,5 0,56 - 0,95 3,5-4,1
Feijoa 9-11 1.76 - 1.92 2.9-3.1
Fresa 6.5-7.0 0.7 - 0.96 3.4-35
Granadilla 10,5-12,7 0,5-0,8 41-45
Guanabana 14 — 17 09-1.2 3.7-3.9
Guayaba 8-9 0.5-0.75 3.8-4.2
Limén 6-7 45-57 23-25
Lulo 6-7 1.0-2.5 3.0-3.2
Mango 13 -17 0.32-0.40 3.8-4.2
Manzana 10 -13 0,38 - 0,65 3,2-3,6
Maracuya 12 - 14 4.0-4.7 28-3.3
Mora 6-7 25-28 3.0-3.5
Naranja 40 2,75-3,9 3,28 - 3,91
Papaya 8,3-11,5 0,19 - 0,26 4,45 - 5,05
Piha 10.0 - 10.5 0.5-0.8 3.3-3.6
Tomate de arbol 10.0-10.5 1.6-1.8 3.4-3.8
Uchuva 11,8 - 141 1,47 - 1,98 3,7 -3,96
Uva 12,8 - 18,5 0,7-1,3 295-35

Fuente: Datos Empresa Alimentos SAS S.A.




En la tabla 11 se muestran los valores de los criterios tomadas para la seleccion

de la pulpa de fruta.

Tabla 11. Valores de los criterios evaluados de las 20 pulpas de fruta

Act. Act. Acidez
Pulpa de Antioxidante [ Antioxidante | expresada Ventas o
P DPPH IC50 ABTS como % pH mensual 70
Fruta . . Rendimiento
mg pulpa/ml | micromol de acido (Ton)
sln TE/g citrico

Banano 0.87+£0.01 | 23.23+1.73 | 0.55+0.1 43+0.1 0.4 52
Curuba 13.33+0.53 | 3.23+0.12 |1.16+0.06| 2.9+0.14 1.5 75
Durazno 8.36 + 0.31 7.08+0.22 [0.76 +0.28| 3.8+0.42 75
Feijoa 0.64 +0.01 448 +0.08 |[1.84 +0.11 3+0.14 80
Fresa 3.39+£0.04 | 15.74+0.1510.83+0.18 | 3.45+0.07 95
Granadilla 17.06 + 1.46 411+06 [065+0.21| 4.3+0.28 0.5 50
Guanabana | 4.79+0.11 | 11.34+0.98 [ 1.05+0.21| 3.8+0.14 95
Guayaba 2.01+£0.25 | 18.04+2.03 [0.63+0.18| 4 +0.28 75
Limén 8.54 + 0.11 415+0.35 | 51+085 | 24+0.14 3.5 50
Lulo 1.08+£0.003 | 21.77£1.47 |1.75+1.06| 3.1+0.14 8 75
Mango 065+0.05 | 3487+6.09 [0.36+0.06| 4+0.28 14 65
Manzana 63.14+544 | 0.92+0.07 [0.52+0.19| 3.4+0.28 80
Maracuya 15.25+0.39 | 2.84 +0.45 44+05 3.1+0.35 35
Mora 144 +0.098 | 25.44 +1.82 [ 2.65+0.21| 3.25+0.35 14 80
Naranja 1.80+0.02 | 17.98+0.24 | 3.33+0.81| 3.6 +0.45 1.5 50
Papaya 2.89 £ 0.06 9.98 + 0.1 0.23+0.05]|4.75+0.42 70
Pina 11.89 £ 0.03 4,58 0.65+0.21] 3.45+0.21 60
Tomate
Arbol 2.30+£0.02 | 14.73+£0.79 | 1.7+0.14 | 3.6 +0.28 5 70
Uchuva 9.66 £ 0.2 473+0.19 |1.73+£0.36| 3.83+0.18 0.3 75
Uva 20.28+2.43 | 3.01+£0.24 1+042 |3.23+0.39 5 95

Como se observa en la tabla anterior una de las pulpas que da mayor capacidad
antioxidante, tanto por el método DPPH como por el ABTS, es el mango
corroborandose con la literatura consultada.

De acuerdo a los puntajes de los criterios mencionados en la metodologia para la
seleccion de la pulpa de fruta, en la tabla 12 se muestran los resultados de estos

puntajes por criterio y el puntaje total para cada pulpa de fruta.
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Tabla 12. Puntajes asignados por criterio evaluado en las 20 pulpas de fruta

CEta | AA DEpH | AA ABTS | Acies | PuntaiepH| UIEE | diminio| TOTAL
Banano 14.94 7.63 9.34 16.17 0.18 4.25 52.52
Curuba 11.95 0.79 8.09 4.26 2.19 10.00 37.28
Durazno 13.15 2.11 8.91 11.91 8.58 10.00 54.66
Feijoa 15.00 15.00 6.69 5.11 14.05 11.25 67.10
Fresa 14.34 5.07 8.77 8.94 14.05 15.00 66.16
Granadilla 11.06 1.09 9.14 16.17 0.36 3.75 4157
Guanabana 14.00 3.56 8.32 11.91 14.05 15.00 66.85
Guayaba 14.67 5.85 9.18 13.62 8.58 10.00 61.90
Limén 13.10 1.10 0.00 0.00 5.84 3.75 23.80
Lulo 14.89 7.13 6.88 5.96 14.05 10.00 58.91
Mango 15.00 11.61 9.73 13.62 25.00 7.50 82.45
Manzana 0.00 0.00 9.40 8.51 8.58 11.25 37.74
Maracuya 11.49 0.66 1.44 5.96 14.05 0.00 33.60
Mora 14.81 8.38 5.03 7.23 25.00 11.25 71.70
Naranja 14.72 5.83 3.63 10.21 2.19 3.75 40.34
Papaya 14.46 3.10 10.00 20.00 8.58 8.75 64.88
Pifia 12.30 1.25 9.14 8.94 8.58 6.25 46.45
;‘:Q:)Iate 14.60 4.72 6.98 10.21 8.58 8.75 53.84
Uchuva 12.84 1.30 6.92 12.17 0.00 10.00 43.23
Uva 10.29 0.71 8.42 7.06 8.58 15.00 50.06

De acuerdo a la anterior tabla se puede observar que las dos pulpas que

presentaron los mayores puntajes totales fueron la pulpa de Mango y Mora. Por lo

tanto, inicialmente se escogieron estas dos pulpas para continuar con los ensayos,

sin embargo, como se vera mas adelante, debido a que estas pulpas poseen una

capacidad antioxidante mucho mayor que las hortalizas que se seleccionaron y a

que uno de los objetivos del proyecto es obtener una pulpa funcional con alta

capacidad antioxidante, fue necesario seleccionar otras pulpas de fruta de tal

forma que al combinarlas con la hortaliza fueran compatibles sensorialmente y

aumentaran su capacidad antioxidante.
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3.1.2 Preseleccién de la hortaliza
Para el caso de la seleccion de las hortalizas se tuvieron en cuenta las principales

20 hortalizas producidas en el territorio nacional que se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Las 20 hortalizas principales producidas a nivel nacional en el afio
2004 (Ministerio Agricultura, 2006)

HORTALIZA PRODUCCION
TON
Tomate 384.732
Cebolla Cabezona 262.430
Cebolla Junca 194.164
Zanahoria 184.641
Repollo 134.877
Arracacha 93.014
Ahuyama 55.985
Habichuela 42.431
Arveja 31.806
Pimentdn 31.015
Aji 17.679
Lechuga 15.173
Cilantro 14.118
Remolacha 12.743
Haba 10.734
Espinaca 2.270
Apio 1.539,6
Coliflor 1.020,76
Broécoli 867,25
Acelga 683,02

De la lista anterior se preseleccionaron 6 hortalizas y se descartaron las restantes
14 hortalizas (tomate, cebolla cabezona, cebolla junca, repollo, arracacha,
habichuela, arveja, pimenton, aji, cilantro, haba, apio, coliflor y brécoli) por razones
de sabor y aroma incompatibles y posiblemente desagradables al mezclarlas con
las pulpas de frutas. Por lo tanto las hortalizas preseleccionadas fueron:

Zanahoria, Ahuyama, Lechuga, Remolacha, Espinaca y Acelga.
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3.2 OBTENCION DE LA PULPA DE HORTALIZA

Una vez preseleccionadas las hortalizas, se realizé con cada una la elaboracion
de la pulpa de hortaliza en donde se determinaron las etapas necesarias para su
adecuacion, basandose en las etapas de la elaboracion de la pulpa de fruta
descritas en el marco tedrico, con el fin de mezclarla al final con la pulpa de fruta.
Las etapas de macerado, despulpado, refinado, desairado y pasteurizado no se
tuvieron en cuenta en este proyecto; las cuatro primeras debido a que son mas
especificas y seria conveniente en futuros trabajos mirar su efecto en las
caracteristicas funcionales de la pulpa final, y la ultima, ya que como se mostrara
mas adelante, el escaldado fue suficiente para mantener unas adecuadas
caracteristicas microbiolégicas en la pulpa obtenida. Para la elaboracion de la
pulpa, las hortalizas preseleccionadas se dividieron en dos clases:
1. Hortalizas de hojas: Acelga, Espinaca y Lechuga.

2. Hortalizas de textura consistente: Ahuyama, Remolacha y Zanahoria.

Para la primera clase se aplicaron las etapas en el siguiente orden (Ver figura 7):

1. Recepcion y Pesado: Se pesd para poder determinar mas adelante el
rendimiento de la hortaliza

2. Seleccion: Se separaron las hortalizas sanas de las danadas mediante
inspeccioén visual.

3. Clasificacion: para el caso de la acelga y espinaca se escogieron las hojas
que tuvieran similar tamafio y grado de madurez. No se utilizaron las hojas
demasiado pequenas.

4. Corte o deshoje: el corte para el caso de la espinaca y acelga consistié en
separar la hoja del tallo. El deshoje se aplico a la lechuga

5. Limpieza y Lavado: El lavado se realizé con aspersion de agua potable con

el fin de retirar la mugre, tierra u otras sustancias presentes indeseadas.
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6. Desinfeccién: Se utilizé hipoclorito de sodio en concentracion de 50 ppm a
razoén de 1 de hortaliza por 3 de desinfectante ya diluido. Se sumergi6 la
hortaliza en el desinfectante por tiempo de 10 minutos.

7. Enjuague: Se realiz6 por aspersion de agua potable con el fin de retirar los
residuos de desinfectante.

Pesado: Se pes6 para determinar el rendimiento de la hortaliza.

Escaldado: El tiempo de escaldado fue de 3 min basado en los reportes
presentados en la bibliografia (Ramaswamy, 2006) y en la experiencia del
ICTA en procesos similares de este tipo de hortalizas.

10. Molido: tiempo de molienda de 3 min.

11.Homogeneizado

12.Pesado: Se pes6 para determinar la pérdida de pulpa en el procesado.

13.Control de calidad: en esta etapa se evalud la calidad microbiologica de la

pulpa obtenida.

14.Empaque
15.Congelacion: a temperatura de -20°C
] CORTADO
RECEPCION Y SELECCION (;I?LAS[HCA(;:'C:‘N Deshoje: Lechuga
PESADO fi amano y Grado Separar tallo de
Sana/Dafiada madurez hoja: Espinaca y
acelga
LIMPIEZA Y
ENJUAGUE DESINFECCION LAVADO
PESADO Agua por aspercion 50ppm NaCIO Agua por aspercion
T ambiente D:H = 3:1 por 10 min T ambiente
ESCALDADO
MOLIDO
Vapor de agua: 3 HOMOGENIZADO PESADO
3min : 3min
CONTROL DE
CONGELADO EMPACADO CALIDAD
T: -20°C Pollet|lglpg/mpgl|amlda Calidad
microbiolégica

Figura 7. Etapas para la obtencién de pulpa de acelga, espinacay lechuga
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Para la segunda clase se aplicaron las siguientes etapas (Ver figura 8), en orden:

1.

8.
9.

Recepcion y Pesado: Una vez recibida la hortaliza, se pes6 para poder
determinar mas adelante el rendimiento de la hortaliza.

Seleccion: Se separaron las hortalizas sanas de las dafadas mediante
inspeccioén visual.

Clasificacion: Se escogieron las hortalizas que tuvieran similar tamafo y
grado de madurez por cada clase de hortaliza.

Pelado y despulpado: Esta etapa solo se aplico a la ahuyama con el
proposito de retirar la cascara y la semilla

Corte: Se cortaron la zanahoria, remolacha y ahuyama en rodajas entre 3 a
5 mm para facilitar el escaldado y la molienda.

Limpieza y Lavado: El lavado se realizé con aspersién de agua potable con
el fin de retirar la mugre, tierra u otras sustancias presentes indeseadas.
Desinfeccién: Se utilizé hipoclorito de sodio en concentracion de 50 ppm a
razon de 1 de hortaliza por 3 de desinfectante ya diluido. Se sumergio la
hortaliza en el desinfectante por tiempo de 10 minutos.

Enjuague: Se realizé por aspersion de agua potable.

Pesado: Se peso6 para determinar el rendimiento de la hortaliza.

10.Escaldado: El tiempo de escaldado fue de 5 min basado en los reportes

presentados en la bibliografia (Salunkhe, 2004) y en la experiencia del ICTA

en procesos similares de este tipo de hortalizas.

11.Molido: tiempo de molienda de 7 min.

12.Homogeneizado
13.Pesado

14. Control de calidad: en esta etapa se evalué la calidad microbiologica de la

pulpa obtenida.

15.Empaque

16. Congelacioén: a temperatura de -20°C
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) PELADO y
se 50001 cosrecon | | s,
PESADO Sana/Dafiada amnz:r;(ojgrezra ° y semilla)
Solo Ahuyama
ENJUAGUE DESINFECCION LHMEIEZAY CORTADO
Agua por aspercion 50ppm NaClO Agua por aspercion Rodajas 3-5 mm
T ambiente D:H = 3:1 por 10 min T ambiente
ESCALDADO
MOLIDO
PESADO Vapor de agua: e 7min HOMOGENIZADO
5min :
CONTROL DE
CONGELADO [EMPACADO CALIDAD
T -20°C Polletlle_lpo/pghamlda Calidad PESADO
am microbiolégica

Figura 8. Etapas para la obtencion de la pulpa de ahuyama, remolacha y
zanahoria.

Se aclara que el escaldado se realizé con vapor debido a que la bibliografia
reporta que se presenta menor pérdida de vitaminas, minerales y azucar por este
tipo de escaldado que con el de agua (Ramaswamy, 2006).

A estas pulpas se les realizd el respectivo control microbiolégico dando los
siguientes resultados, similares para todas, que se muestran en la tabla 14:

Tabla 14. Resultados del control microbiolégico de las pulpas de hortaliza

. . VALOR
ANALISIS METODO RESULTADOS
REFERENCIA
Coliformes Totales ufc/go ml | N.M.P. INVIMA N° 13 <3 <3
Coliformes Fecales ufc/g o ml | N.M.P. INVIMA N° 14 <3 <3
Recuento de hongos vy | Recuento en placa
<10 <10

levaduras ufc/g o mi INVIMA N° 7
Recuento esporas clostridium

INVIMA N° 10 <10 <10
sp sulfito reductor ufc/g o ml
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3.3 SELECCION DE LA PULPA DE HORTALIZA

3.3.1 Determinacion de la capacidad antioxidante de las pulpas de hortalizas:
La capacidad antioxidante de las 6 pulpas de hortalizas preseleccionadas se

determin6é por los métodos DPPH y ABTS. Se dividieron estas hortalizas en
grupos por tipo de color. A continuacién se presentan en la tabla 15 los valores de

la capacidad antioxidante separadas por color de hortaliza.

Tabla 15. Valor de DPPH y ABTS para las hortalizas preseleccionadas

GRUPO HORTALIZA Método DPPH | Método ABTS

Ahuyama 73.93+5.3 1.75+0.39
AMARILLO-NARANJA

Zanahoria 25.68 £ 1.1 2.46 +0.38
Lechuga 26.5+2.3 2.04 +0.25
VERDE Acelga 215+1.5 5.97 £ 0.55
Espinaca 18.71 £ 3.02 6.33 £ 0.52
ROJO Remolacha 5.90 +0.1 574 +0.17

De cada grupo establecido se escogié la pulpa de hortaliza que presentaba mayor
poder antioxidante (para el caso de DPPH el de menor valor); para el primer grupo
se selecciond la zanahoria, para el segundo la espinaca, y para el tercer grupo,
debido a que solo esta una hortaliza, se escoge la remolacha.

Como se observa en la tabla anterior, los valores de DPPH de estas hortalizas son
mayores que el de las pulpas de frutas seleccionadas inicialmente (Mango y
Mora), y los valores de ABTS son menores que los de estas pulpas, lo que indica
que poseen menor capacidad antioxidante y no seria adecuado realizar una
mezcla, cualquiera que sea, entre estas frutas y hortalizas ya que disminuirian la
capacidad de las frutas, por lo tanto es necesario buscar otras pulpas de frutas
que realmente al mezclarlas con las hortalizas me aumenten su capacidad

antioxidante.
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3.3.2 Mezclas pulpa de frutay hortaliza
Una vez escogidas estas tres pulpas de hortalizas y debido a que uno de los

criterios de seleccion es la compatibilidad sensorial con la pulpa de fruta y la
actividad antioxidante, se continué manejando los grupos por color anteriormente
mencionados pero esta vez tanto para las tres hortalizas como para las pulpas de
frutas. En la tabla 16 se muestran los diferentes grupos establecidos.

Es de resaltar que con el fin de conseguir la mezcla de fruta y hortaliza mas
adecuada, se tiene en cuenta que la pulpa de hortaliza debe poseer mayor
capacidad antioxidante que la pulpa de fruta.

Tabla 16. Grupos por compatibilidad en color de las 20 pulpas de frutay 3
hortalizas seleccionadas

GRUPO HORTALIZA FRUTA
Grupo 1 Zanahoria Banano, Curuba, Durazno, Guanabana,
(Amarillo-Naranja) Granadilla, Mango, Maracuya, Naranja,

Papaya, Pifia y Uchuva.

Grupo 2 (Verde) Espinaca Feijoa, Limoén, Lulo, Manzana y Guanabana

Grupo 3 (Rojo) Remolacha Fresa, Guanabana, Guayaba, Manzana,

Mora, Tomate de arbol y Uva.

Partiendo de los grupos generados en la tabla anterior, se comparan, dentro de
cada grupo, los valores de la actividad antioxidante por el método DPPH y ABTS
de las pulpas de fruta respecto a la hortaliza, seleccionando aquellas pulpas que
posean menor capacidad antioxidante que la pulpa de hortaliza y de esta forma
garantizar un mayor poder antioxidante en la pulpa funcional. (Para los valores de
la actividad antioxidante de las pulpas de frutas y hortalizas ver las tablas 11 y 15)
Una vez realizada esta comparacion se seleccionaron las siguientes pulpas de

fruta dentro de cada grupo las cuales se muestran en la tabla 17.
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Tabla 17. Pulpas de frutas compatibles por color y con menor capacidad
antioxidante para cada una de las pulpas de zanahoria, espinacay

remolacha
GRUPO HORTALIZA FRUTA COMPATIBLE
Amarillo — Naranja Zanahoria Ninguna
Verde Espinaca Manzana, Limén
Rojo Remolacha Manzana y Uva

Establecidos estos grupos

se seleccionan las dos hortalizas de acuerdo a los

criterios mencionados con anterioridad. La tabla 18 resume los valores de los

criterios de seleccion para las tres hortalizas.

Tabla 18. Valores de los criterios de seleccion para la zanahoria, espinacay

remolacha.
Actividad Actividad Sensorial costo
HORTALIZA | Antioxidante | Antioxidante pH (N° Frutas mercado PRTC())DI\IUZCO%I:)N
(DPPH) (ABTS) Compatibles (USD)
Zanahoria 25.68 + 1.1 246 +0.38 | 6.19+0.08 0 0.32 184641
Espinaca 18.71 + 3.02 6.33+0.52 | 6.65+0.06 2 0.43 2270
Remolacha 59+0.1 574 £0.17 5.9+0.06 2 0.43 12743

De acuerdo a los puntajes sefalados para cada propiedad, expuestos en la tabla

7, se construye la tabla 19 en donde se muestran los resultados de los puntajes

por propiedad y totales para cada hortaliza.

Tabla 19. Puntaje asignado por criterio para las pulpas de zanahoria,
espinacay remolacha

. Puntaje A. A. Puntaje A. A. . Puntaje . Puntaje
Hortaliza DPPH ABTS Puntaje pH sensorial Puntaje costo produccion TOTAL
Zanahoria 0.00 0.00 15 0.00 10.00 10.00 35.00
Espinaca 5.29 15.00 10.00 30.00 0.00 0.00 60.29
Rem:lach 15.00 12.71 20.00 30.00 0.00 0.57 78.28
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De la tabla anterior se escogen, de acuerdo a los objetivos propuestos, las dos
hortalizas que dan mayor puntaje que para este caso son: Espinaca y Remolacha.
Para trabajar con estas dos hortalizas es necesario mezclarlas con las pulpas de
frutas compatibles con ellas, como muestra en la tabla 17, que son de manera
general el limén, la manzana y la uva, debido a que el mango y la mora (que se
habian seleccionado con anterioridad), poseen una actividad antioxidante mucho
mayor. Sin embargo el objetivo es obtener dos pulpas de fruta, por esta razén se
descarta la pulpa de limén, ya que ésta es de menor capacidad antioxidante que la
hortaliza compatible (espinaca), solo en el ABTS y no en el DPPH, a diferencia de
la manzana y uva que presentan menor capacidad antioxidante en ambos
métodos frente a sus respectivas hortalizas compatibles (espinaca y remolacha).
De esta manera y para concluir esta etapa, las hortalizas y frutas a trabajar para
continuar con el desarrollo de la pulpa funcional son:

e Frutas: Manzana y Uva

e Hortalizas: Espinaca y Remolacha
Y las posibles combinaciones serian:

e Uva - Remolacha

e Manzana — Remolacha

e Manzana — Espinaca

3.4 DETERMINACION DE LAS PROPORCIONES DE PULPA DE FRUTA Y
HORTALIZA EN LAS DIFERENTES MEZCLAS

Con el fin de determinar la proporcion adecuada de la pulpa de hortaliza en la
pulpa de fruta para las combinaciones sugeridas, se analizaron tres diferentes
concentraciones: 10%, 30% y 50%. En resumen, se trabajaron las siguientes
combinaciones:

e Grupo 1: Uva — Remolacha al 10, 30 y 50% de remolacha

e Grupo 2: Manzana — Remolacha al 10, 30 y 50% de remolacha

e Grupo 3: Manzana — Espinaca al 10, 30 y 50% de espinaca
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Para un total de 3 muestras por grupo de mezcla y de 9 muestras a nivel general.

3.4.1 Anélisis Sensorial
Dentro de cada grupo de muestras se realiz6 una prueba de afectividad utilizada

para el analisis sensorial con 20 evaluadores, analizando aspectos como aroma,
sabor y apariencia, con el fin de elegir la mas aceptable (ver anexo 03-A). Se
utilizé el método de Kruskal-Wallis para el tratamiento de los datos. A continuacién
se muestran los resultados obtenidos para cada grupo de muestras en donde se
escogid la mezcla que da mayor puntaje total de acuerdo a los aspectos

evaluados:

3.4.1.1 Sensorial prueba de afectividad pulpa de Manzana-Espinaca

SABOR
5

==50:50
=——770:30
90:10

APARIENCIA AROMA

Figura 9. Diagrama triangular de medicion de aceptabilidad de la mezcla
manzana con espinaca en cantidades del 50%, 30% y 10% de la hortaliza.

De acuerdo a la figura 9, la mezcla con 10% de pulpa de espinaca presentd
mejores condiciones de aceptabilidad, en los tres aspectos evaluados, por parte
de los panelistas, con referencia a las otras dos mezclas, obteniendo puntajes de
4, 3 y 3 para los aspectos de apariencia, sabor y aroma respectivamente, los
cuales corresponden a las descripciones de “Me gusta” para el caso de la

apariencia, “Ni me gusta ni me disgusta” para el sabor y de “Me gusta” para el del
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aroma. Por lo anteriormente mencionado la mezcla seleccionada correspondi6 a la
de 90% de manzana y 10% de espinaca, seguida por la de 70%-30% y por ultimo
la de 50%-50%.

3.4.1.2 Sensorial prueba de afectividad pulpa de Uva-Remolacha

SABOR
5

e 50:50
=—70:30
90:10

APARIENCIA AROMA

Figura 10. Diagrama triangular de medicién de aceptabilidad de la mezcla
uva con remolacha en cantidades del 50%, 30%, y 10% de la hortaliza.

De acuerdo a la figura 10, las mezclas de 30% y 10% de la pulpa de hortaliza
presentan igual calificacion en el sabor (puntaje de 4 que corresponde a la
descripcion de “Me gusta”), y mayores que el de la mezcla con el 50% que alcanzo
un valor de 3; por otro lado, en el aspecto evaluado de apariencia, la mezcla del
30% obtuvo el mayor puntaje de las tres con un valor de 4, sin embargo en el
aroma alcanzo6 un valor de 2, igual que la mezcla del 50%, siendo el de mayor
puntaje en este aspecto la mezcla con el 10% de la pulpa de remolacha con un
valor de 3. Por lo tanto la mezcla seleccionada correspondié a la pulpa con un
70% de pulpa de uva y 30% de pulpa de remolacha, seguida por la de 90%-10% y
por ultimo la de 50%-50%.
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3.4.1.3 Sensorial prueba de afectividad pulpa de Manzana-Remolacha

SABOR

5
2
e==50:50
=—70:30
90:10

APARIENCIA AROMA

Figura 11. Diagrama triangular de medicién de aceptabilidad de la mezcla
manzana con remolacha en cantidades del 50%, 30%, y 10% de la hortaliza

Como se aprecia en la figura 11, las mezclas con 50% y 10% de la pulpa de
hortaliza presentaron iguales valores para los tres aspectos evaluados, teniendo
puntajes de 4, 2 y 2 para la apariencia, sabor y aroma respectivamente. Por otro
lado la mezcla con el 10% de pulpa de remolacha, presentd valores de 3 para
todos los tres aspectos evaluados, estando por encima de las otras dos mezclas
en los aspectos de sabor y aroma. Por lo tanto la mezcla seleccionada fue la de
90% de Manzana y 10% de remolacha, seguida por la mezcla de 70%-30% y por
ultimo la de 50%-50%.

3.4.2 Determinacion de la capacidad antioxidante de las mezclas
A continuacion en la tabla 20 se muestran los valores de actividad antioxidante

para cada mezcla:
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Tabla 20. Valores de actividad antioxidante método DPPH para las mezclas
Uva-Remolacha, Manzana-Remolacha y Manzana-Espinaca en las diferentes
proporciones

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
METODO DPPH. IC50 mg pulpa/ml sIn

MEZCLA 50-50 70-30 90-10
Uva-Remolacha 10.84 £ 0.3 13.87 £ 0.87 18.94 + 2.02
Manzana-Remolacha 30.91 £ 217 41.37 £ 3.6 51.84 £ 2.04
Manzana-Espinaca 38.93 + 2.66 47.78 + 1.37 55.22+49

En la tabla 21 se muestran los resultados de los puntajes por criterio de seleccion

y el puntaje total para cada mezcla:

Tabla 21. Puntajes por criterio de seleccion para las mezclas Uva-
Remolacha, Manzana-Remolacha y Manzana-Espinaca en las diferentes
proporciones

Puntaje Actividad Puntaje Analisis
MEZCLA o . TOTAL
Antioxidante Sensorial
Uva-Remolacha. 50-50 50 10 60
Uva-Remolacha. 70-30 30 50 80
Uva-Remolacha. 90-10 20 25 45
Manzana-Espinaca. 50-50 50 10 60
Manzana-Espinaca. 70-30 30 25 95
Manzana-Espinaca. 90-10 20 50 70
g/loanzana-RemoIacha. 50- 50 10 60
:I\))/Ioanzana-RemoIacha. 70- 30 o5 55
|1\/I0anzana-RemoIacha. 90- 20 50 70

Por lo tanto las mezclas seleccionadas son:
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e Uva-Remolacha: 70-30.
¢ Manzana-Espinaca: 90-10.

¢ Manzana-Remolacha: 90-10.

3.5 SELECCION DE UNA PULPA DE MEZCLA ENTRE LAS DIFERENTES
MEZCLAS OBTENIDAS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos tanto para los analisis

fisicoquimicos establecidos como para el analisis sensorial

3.5.1 Determinacion de la actividad antioxidante, acidez y pH
En la tabla 22 se muestran los valores de las propiedades de actividad

antioxidante por el método DPPH, acidez y pH. Para la distribucién del puntaje de
actividad antioxidante se tomaron como referencia los valores del método de
DPPH.

Tabla 22. Valores de actividad antioxidante, acidez y pH para las mezclas

Uva-Remolacha 70:30, Manzana-Remolacha 90:10 y Manzana-Espinaca 90:10

Actividad
o Acidez
MEZCLA Antioxidante pH
(meq/kg)

DPPH
Uva-Remolacha 70-30 13.87 £ 0.87 86.55+1.56 | 3.92 +0.02
Manzana-Espinaca 90-10 55.22+4.9 28.25+0.35 [4.22+0.03
Manzana-Remolacha 90-10 51.84 £ 2.04 3252+1.37 |4.12+0.03

3.5.2 Analisis sensorial de las mezclas seleccionadas
Se tratd de la misma forma que para la seleccion de la proporcion en la mezcla

dentro de cada grupo de mezclas. Como se mencioné en la metodologia se realizo
una prueba de afectividad utilizada para el analisis sensorial con 20 evaluadores,

analizando aspectos como aroma, sabor y apariencia, con el fin de elegir la mas
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aceptable (ver anexo 03-B). Se utilizé el método de Kruskal-Wallis para el
tratamiento de los datos. Se muestra a continuacion el resultado obtenido en
donde se escogi6 la mezcla que da mayor puntaje total de acuerdo a los aspectos

evaluados:

SABOR

= \anzana-Espinaca 90:10

Uva-Remolacha 70:30

Manzana-Remolacha 90:10
APARIENCIA AROMA

Figura 12. Diagrama triangular de medicién de aceptabilidad de las mezclas
Uva-Remolacha 70:30, Manzana-Remolacha 90:10 y Manzana-Espinaca 90:10.

Como se aprecia en la figura 12, la pulpa de uva-remolacha 70:30 presenté el
mayor valor en sabor que las otras dos pulpas, en la apariencia obtuvo una
calificacion igual que la pulpa manzana-espinaca 90:10, pero mayor que la de la
pulpa de manzana-remolacha 90:10. Sin embargo en el aspecto de aroma
consiguid la menor calificacion de las tres pulpas evaluadas. Por esta razén de
estas tres muestras se seleccion6 la mezcla uva-remolacha 70:30, que
corresponde a 70% de uva y 30% remolacha debido a que poseia los mayores

puntajes dentro de los parametros evaluados.

La tabla 23 muestra los puntajes por propiedad y el puntaje total para las mezclas

de pulpas:
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Tabla 23. Puntaje por criterio de seleccion para las mezclas Uva-Remolacha
70:30, Manzana-Remolacha 90:10 y Manzana-Espinaca 90:10

Puntaje Actividad Puntaje Puntaje | Puntaje
MEZCLA TOTAL
Antioxidante DPPH Acidez Sensorial pH
Uva-Remolacha 70-30 35 3 35 7 79
Manzana-Espinaca 90-10 20 10 20 20 70
Manzana-Remolacha 90-10 10 6 10 14 40

De lo anterior se concluye que la pulpa seleccionada es:
¢ Uva-Remolacha 70-30: 70% Uva y 30 % de Remolacha

3.6 ADICION DEL PROBIOTICO A LA PULPA DE MEZCLA Y A LAS DOS
PULPAS DE FRUTA SELECCIONADAS Y SU SEGUIMIENTO DURANTE EL
TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

Una vez adicionado el

microorganismo probidtico en

las concentraciones

respectivas, a las pulpas de mango, mora y uva-remolacha 70:30, se almacenaron

las muestras a -20°C durante 90 dias haciendo un seguimiento cada 15 dias de

las propiedades mencionadas a continuacion:

e Conteo de Bacterias acidolacticas
e Actividad Antioxidante: Método DPPH y ABTS

° pH
e Acidez
e Brix

e Anadlisis Sensorial: este analisis sensorial no se realizd6 cada 15 dias sino

los dias 0, 45 y 90 de almacenamiento.

3.6.1 Resultados pulpa uva-remolacha 70:30

En la tabla 24 se resumen los resultados obtenidos de la mezcla uva-remolacha

70-30 a dos diferentes concentraciones de probiodticos teniendo como blanco la

mezcla sin el probidtico:
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Tabla 24. Resultado de los valores del recuento de BAL, DPPH, ABTS, pH,

acidez y °brix para la mezcla Uva-Remolacha 70:30 sin y con dos
concentraciones diferentes del microorganismo probiético adicionado.

DIA
MEZCLA PROPIEDAD 0 8 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90
Recuento BAL Log, ufc/g 0 0 0 0 0 0 0 0
DPPH 12.11] 12.10] 12.71] 12,51 12.52] 12.18] 12.10| 12.24
Uva-Remolacha | ABTS 330| 3.38| 3.17| 3.85| 3.43| 3.91| 349| 3.9
sin probidtico | p 390| 3.92| 385 3.87| 395/ 3.93| 3.87| 3.93
Acidez 85.55| 84.48| 84.55| 95.69| 90.07| 89.80| 84.50| 83.80
oBrix 155| 14.5| 145 14| 14| 145 14| 145
Recuento BAL Log;, ufc/g 852| 7.83| 760| 7.45| 750| 7.45| 7.30| 7.45
Uva-Remolacha | DpPH 12.12| 12.34| 12.61| 12.70| 12.71] 12.26] 12.36| 12.30
conadicionde | \prg 332| 332| 438 381| 338| 381 356| 3.87
8.52 unidades
log de ufclg oH 3.89| 3.88| 3.87| 3.90| 3.94| 391| 3.89] 3.91
pulpa Acidez 87.68| 89.74| 91.32| 81.58| 94.67| 84.79| 83.92] 84.74
oBrix 150| 14.3| 143| 148| 145| 145 143| 145
Recuento BAL Logy, ufclg | 9.52| 865 859 8.76| 858 848| 861| 855
Uva-Remolacha | DpPH 12.43| 12.45| 12.65| 12.63| 12.49| 12.29] 12.61| 12.19
S°5”zaf,l‘.’c',‘;2§§ ABTS 327| 3.74| 3.96| 3.82| 376| 3.68| 3.79| 365
log de ufclg oH 394| 395 3.96| 3.94| 402 3.96| 3.94| 3.95
pulpa Acidez 85.59| 89.27| 93.64| 92.71| 91.70] 90.58| 88.82| 91.36
oBrix 155| 15.5| 14.25| 14.25| 155| 145| 145| 145

Respecto a los resultados del

analisis sensorial, y como se menciond con

anterioridad, se realizo el método de prueba triangular (NTC 2681), durante los

dias 0, 45 y 90, para comparar las mezclas de Uva-remolacha sin adicion de

probidtico con la de adicion de 8.52 unidades logaritmicas de ufc/gramo pulpa.

También se comparo las mezclas de sin adicion de probidtico con la de adicion de

9.52 unidades logaritmicas de ufc/gramo pulpa, con el fin de observar si habia

diferencia entre las muestras con el probiético y sin el probidtico (ver anexo 03-C).

Los resultados se muestran en las tablas 25 a 27:
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Tabla 25. Resultados de la evaluacién sensorial para la mezcla Uva-
Remolacha 70:30 entre las diferentes concentraciones del probiético para el

dia 0

Evaluadores

Evaluadores

COMPARACIONES que NO TOTAL DE
i gue detectaron
Dia 0 _ _ detectaron la | EVALUADORES
la diferencia ) _
diferencia

Entre las mezclas sin

probidtico y con 10%°2 ufc/g 4 16 20

pulpa

Entre las mezclas sin

probiético y con 10%%? ufc/g 3 17 20

pulpa

Tabla 26. Resultados de la evaluacion sensorial para la mezcla Uva-
Remolacha 70:30 entre las diferentes concentraciones del probiético para el

dia 45

Evaluadores

Evaluadores

COMPARACIONES que NO TOTAL DE
) gue detectaron
Dia 45 _ _ detectaron la | EVALUADORES
la diferencia ) _
diferencia

Entre las mezclas sin

probidtico y con 10%°2 ufc/g 4 16 20

pulpa

Entre las mezclas sin

probidtico y con 10%%? ufc/g 4 16 20

pulpa
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Tabla 27. Resultados de la evaluacién sensorial para la mezcla Uva-
Remolacha 70:30 entre las diferentes concentraciones del probiético para el
dia 90

Evaluadores
Evaluadores

COMPARACIONES que NO TOTAL DE
) gue detectaron
Dia 90 _ _ detectaron la | EVALUADORES
la diferencia ) _
diferencia

Entre Ilas mezclas sin

probidtico y con 10%°2 ufc/g 4 16 20
pulpa
Entre las mezclas sin

probiético y con 10%%? ufc/g 5 15 20

pulpa

Siguiendo el procedimiento de la norma NTC 2681 se concluye, que para un
0=0.05_y n= 20 (ver norma la NTC Anexo 02) no hay ninguna diferencia

significativa entre las mezclas analizadas durante los tres dias seleccionados.

Con el fin de tener una comparacibn mas amplia de estas mezclas, se
determinaron las propiedades fisicoquimicas trabajadas a las pulpas de Uva y
Remolacha de manera individual, exceptuando el conteo de microorganismos vy el
analisis sensorial, ya que no se realizaron. A continuacién se muestra la tabla 28
que resume los resultados de estas pulpas, para el mismo tiempo de

almacenamiento.
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Tabla 28. Valores de las propiedades DPPH, ABTS, pH, acidez y °brix para las
pulpas de Uvay Remolacha.

DIA

MEZCLA |PROPIEDAD 0 8 15 30 45 60 75 90
DPPH 7.30 7.40 7.54 7.53 7.48 7.48| 7.58 7.47
ABTS 5.59 5.59 4.84 5.89 5.85 591| 5.77 5.77

Remolacha | pH 6.04 6.06 6.06 6.06 6.05 6.03| 6.05 6.02
Acidez 23.90 24 .47 24.34 23.55 2422 23.82| 24.52 24 .49
°Brix 10 10.5 12 10 11 12.5 11 10.5
DPPH 20.30 20.30 20.20 21.84 21.83 21.82| 21.71 21.90
ABTS 3.06 2.95 3.12 3.31 3.00 3.38| 3.63 3.02

Uva pH 3.67 3.67 3.71 3.72 3.76 3.66| 3.69 3.65
Acidez 109.52| 106.33| 113.16| 115.10| 116.31| 108.12| 97.91| 102.40
°Brix 16 16.25 17 17 16.9 17| 16.25 17

Como se observa en las tablas 24 y 28 anteriores, la actividad antioxidante por el
método DPPH no presenta ninguna diferencia significativa entre las 3 mezclas de
la pulpa uva-remolacha a las diferentes concentraciones del probiético, razén por
la cual se puede concluir que la adicién del probi6tico no surte ningun efecto
significativo sobre esta propiedad. También se puede concluir que para ninguna
de las pulpas individuales evaluadas (uva y remolacha), se encontr6 una
diferencia significativa en el cambio de la actividad antioxidante por el método
DPPH en el tiempo. Adicional a esto, se observar que al mezclar la uva con la
remolacha ésta incrementd su actividad antioxidante (menor valor de DPPH IC50)
al compararla con la pulpa de fruta pura.

Para el caso de la actividad antioxidante por el método ABTS, aunque su
comportamiento es menos estable comparado con el DPPH, estadisticamente no
presenta ninguna diferencia significativa para las 3 mezclas de la pulpa uva-
remolacha a las diferentes concentraciones del probiético ni para esta propiedad
en el tiempo para cada una de las pulpas (ver anexo 4). También se puede
observar que al mezclar la uva con la remolacha ésta incrementd su valor de

ABTS al compararla con la pulpa de fruta pura.
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En la acidez libre se observa una tendencia semejante al de actividad antioxidante
método DPPH, teniendo la pulpa de uva pura la mayor acidez seguida por la
mezcla y por ultimo la remolacha. La variacion de la acidez a través del tiempo no
presenta un significativo cambio para estas tres pulpas. En esta figura también se
puede observar que no hay un incremento en la acidez en las pulpas mezcladas
qgue contenian el microorganismo probiotico concluyendo que a la temperatura de
almacenamiento estos microorganismos no realizan ninguna actividad.

Respecto al pH, no se observa ningun cambio significativo en el tiempo para cada
una de las pulpas estudiadas, ni para las que contienen probiéticos ni para las que
no contienen el probidtico, presentandose una tendencia casi constante en esta
propiedad, mostrando que en las mezclas que contienen el probiético no hay
ninguna actividad por parte de ellos.

Para el caso de los °Brix, estadisticamente no hay una diferencia significativa
respecto al tiempo para cada una de las pulpas. De manera general se aprecia
una vez mas que esta propiedad en la mezcla evaluada se encuentra en medio de
las pulpas individuales.

La siguiente figura, figura 13, es de gran importancia debido a que presenta la
cinética de la viabilidad de los microorganismos probioticos en el tiempo para la
pulpa funcional a las dos diferentes concentraciones del microorganismo
adicionado. Como se observa tanto para la concentracién de 8.52 como para la de
9.52 unidades logaritmicas de ufc/g de pulpa, hay un decaimiento notorio entre el
dia 0 y dia 15 de la viabilidad de los microorganismos debido posiblemente a su
adaptacion al medio, razén por la cual puede haber muerte de ellos, hasta
alcanzar casi una estabilidad después de los 15 dias hasta el tiempo evaluado (90
dias). También se puede apreciar que al final del tiempo de almacenamiento,
ambas mezclas que contienen el probidtico presentan mas de 6 unidades
logaritmicas de ufc/g cumpliendo con una de las recomendaciones para este tipo

de productos.
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POBLACION DE MICROORGANISMOS PROBIOTICOS vs
TIEMPO
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Figura 13. Viabilidad del microorganismo probidtico Lactobacillus
acidophilus para la mezcla Uva-Remolacha 70:30 a las diferentes
concentraciones del microorganismo probidtico.

3.6.2 Resultados pulpa de mango y mora
De acuerdo al proposito del proyecto, el fin era disefiar una pulpa funcional de

frutas y hortalizas con adicion de probidticos, sin embargo por razones de
investigacion también se analizé el efecto sobre las propiedades trabajadas de la
inclusion del microorganismo probidtico en las pulpas de fruta pura que
primeramente quedaron seleccionadas dentro de las 20 pulpas iniciales de fruta,
que por motivos de poseer una capacidad antioxidante mayor a la de las hortalizas
que se preseleccionaron no se mezclaron con éstas. Estas pulpas fueron:

e Mango

e Mora
En la tabla 29 se resumen los resultados obtenidos de las pulpas de mango y
mora sin adicion del probidtico y con adicion del probidtico a concentracion de 9.52

Logqo ufc/g :
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Tabla 29. Valores de las propiedades recuento de BAL, DPPH, ABTS, pH,
acidez y °Brix para las pulpas de mango y mora a las concentraciones
diferentes del microorganismo probiotico adicionado.

DIA
MEZCLA PROPIEDAD 0 8 15 30 45 60 75 90

Recuento BAL Logs ufc/g 0.00| 0.00/ 0.00| 0.00| 0.00| 0.00/ 0.00| 0.00

DPPH 0.79| 0.75| 0.76| 0.73| 0.78| 0.76| 0.75| 0.75

gﬂd?;%‘r’] Zig ABTS 25.84| 23.29| 23.90| 23.06| 22.29| 24.29| 21.28| 22.07

probiotico pH 397| 396| 397| 399| 396| 397| 398| 3.96

Acidez 110.12110.07 [ 111.12 | 110.40 | 111.12 | 112.23 [ 110.42 | 110.65

°Brix 15.75| 16.25| 15.50| 16.00| 16.25| 16.00| 15.50| 15.50

Recuento BAL Log;, ufc/g 9.52| 9.21| 911| 876| 9.78| 9.01| 9.10| 8.70

Mango con | DPPH 0.78| 0.78| 0.81| 075| 0.74| 0.73| 0.76| 0.76

adicionde [ agTg 2747 2747 20.86| 24.87| 22.33| 21.64| 2529 24.92
9.52 unidades

log de ufclg | PH 3.98| 3.99| 399| 397| 4.04| 3.99| 398| 398

pulpa Acidez 111.42 1110.10 [ 109.96 | 111.88|111.72 | 112.59 | 112.92 | 111.07

°Brix 16.75| 16.50| 15.75| 16.00| 16.50| 16.25| 15.50| 15.75

Recuento BAL Logs, ufc/g 0.00| 0.00/ 0.00| 0.00| 0.00| 0.00/ 0.00| 0.00

DPPH 192 193] 191 1.92| 193| 188 191| 1.89

g"dci’g?éi"(‘je ABTS 18.79| 19.46| 20.73| 19.33| 18.93| 21.07| 19.76| 19.84

probiotico pH 361| 359| 358| 360| 3.54| 351| 353| 3.58

Acidez 284.22(293.05 | 282.56 | 285.12 | 291.69 | 289.46 | 283.54 | 291.70

°Brix 8.50| 8.75| 850| 850| 8.75| 9.00/ 9.00| 9.00

Recuento BAL Logs, ufc/g 9.52| 843| 592| 7.00| 665 615 565| 5.10

Mora con | DPPH 2.02| 196| 202| 202| 1.88| 1.89| 1.96| 1.90

gggiﬁigi’;;:es ABTS 19.45| 19.23| 19.49] 21.07| 19.84| 21.11| 20.69| 19.58

log de ufc/g | PH 3.54| 354| 352| 354| 358 3.55| 354| 355

pulpa Acidez 290.56 | 299.65 | 281.01 | 291.72 | 285.86 | 292.23 | 275.31 | 291.74

°Brix 8.75| 9.00| 825| 875| 9.50| 850 850| 8.50

Respecto a los resultados del andlisis sensorial, y como se mencion6é con

anterioridad, se realizo el método de prueba triangular (NTC 2681), durante los

dias 0, 45 y 90, para comparar las pulpas de mango sin y con adicién del

probidtico y también comparar las pulpas de mora sin y con adicién del probiotico,

con el fin de observar si habia diferencia entre las pulpas con y sin el probidtico.

Los resultados se muestran en las tablas del 30 al 32:
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Tabla 30. Resultados de la evaluacion sensorial para las pulpas Mango y
Mora a las diferentes concentraciones del probiético para el dia 0

Evaluadores

Evaluadores

COMPARACIONES que NO | TOTAL DE
gque detectaron

Dia 0 _ _ detectaron la | EVALUADORES
la diferencia ] .

diferencia

Entre pulpa de mango sin

probidtico y con 10%°? ufc/g 3 17 20

pulpa

Entre pulpa de mora sin

probidtico y con 10%°? ufc/g 4 16 20

pulpa

Tabla 31. Resultados de la evaluacion sensorial para las pulpas Mango y
Mora a las diferentes concentraciones del probiético para el dia 45

Evaluadores

Evaluadores

COMPARACIONES que NO | TOTAL DE
gue detectaron

Dia 45 _ _ detectaron la | EVALUADORES
la diferencia ) _

diferencia

Entre pulpa de mango sin

probidtico y con 10%°? ufc/g 2 18 20

pulpa

Entre pulpa de mora sin

probidtico y con 10%°? ufc/g 3 17 20

pulpa
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Tabla 32. Resultados de la evaluacion sensorial para las pulpas Mango y
Mora a las diferentes concentraciones del probiético para el dia 90.

Evaluadores
Evaluadores
COMPARACIONES que NO | TOTAL DE
gque detectaron
Dia 90 _ _ detectaron la | EVALUADORES
la diferencia ] .
diferencia
Entre pulpa de mango sin
probidtico y con 10%°? ufc/g 3 17 20
pulpa
Entre pulpa de mora sin
probidtico y con 10%°? ufc/g 2 18 20
pulpa

Siguiendo el procedimiento de la norma NTC 2681 se concluye, que para un o=
0.05 y n= 20 (ver norma la NTC Anexo 02) no hay ninguna diferencia significativa
entre ninguna de las pulpas analizadas durante los tres dias seleccionados.

De acuerdo a los resultados encontrados, como se aprecia en la tabla 29, no se
encuentra una diferencia marcada en la capacidad antioxidante, medida por el
método DPPH, para la pulpa de mango sin probidticos con la que contiene
probidticos. De igual manera se presenta un comportamiento similar para la mora
la cual posee una capacidad antioxidante menor que la del mango (valor mayor de
DPPH). También se observa que no hay una variacion significativa en el tiempo de
la actividad antioxidante para ninguna de las pulpas evaluadas.

De igual forma, la capacidad antioxidante por el método ABTS para la pulpa de
mango es mayor que para la pulpa de mora. También se concluye, de acuerdo al
tratamiento de los datos, que no hay diferencia significativa entre la pulpa de
mango con Y sin probidticos, y de forma similar para la pulpa de mora. Tampoco
se presenta una diferencia significativa respecto al tiempo para cada pulpa.

Para el caso del pH, no se encuentra ninguna diferencia significativa entre la pulpa

con probidtico y sin probidtico para ambos casos: Pulpa de mango y pulpa de
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mora. Este posible efecto es debido principalmente a las bajas condiciones de
temperatura de almacenamiento que inhiben el crecimiento o desarrollo de las
bacterias y por ende su efecto sobre el pH. Tampoco se aprecia un cambio
significativo a través del tiempo para cada una de las pulpas evaluadas.

De igual forma que en para el pH, la acidez presenta un comportamiento similar,
demostrandose que la adicion de los probidticos no altera la acidez en ninguna de
las pulpas siempre y cuando se conserven las condiciones de almacenamiento
temperatura -20°C.

Respecto a los grados brix, éstos presentan un comportamiento similar a los
descritos con las anteriores propiedades no presentando diferencia significativa
respecto al tiempo dentro de cada pulpa ni diferencia entre la misma pulpa con vy
sin probidtico.

Para el caso del comportamiento de los microorganismos probidticos, la figura 14,
muestra la viabilidad de los microorganismos en el tiempo de 90 dias de
almacenamiento a -20°C, observandose claramente una disminucion del contenido
de probidticos en ambas pulpas (mango y mora), pero siendo mas notoria en la
pulpa de mora, esto debido al efecto de su pH y acidez, ya que la mora presenta
una mayor acidez y un menor pH que el mango generando mas mortalidad de los

microorganismos probioticos en el tiempo.
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POBLACION DE MICROORGANISMOS PROBIOTICOS vs

TIEMPO
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Figura 14. Viabilidad del microorganismo probidtico Lactobacillus
acidophilus (Logio ufc/g), para las pulpas de Mango y Mora a las diferentes
concentraciones del microorganismo probiético.
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4. CONCLUSIONES

Las dos pulpas de fruta con mayor puntaje de acuerdo con los criterios
establecidos fueron: Mango y Mora

Las dos pulpas de hortaliza seleccionadas para mezclar fueron: Espinaca y
Remolacha.

Las pulpas de Mango y Mora poseen mayor capacidad antioxidante que las
pulpas de Espinaca y Remolacha obtenidas, razén por la cual no se
realizaron mezclas entre ellas.

Las pulpas de hortaliza de hoja como la espinaca, acelga y lechuga,
cumpliendo con la calidad microbiolégica, se pueden obtener mediante las
siguientes etapas y condiciones: recepcion, pesado, seleccidn, clasificacion,
corte o deshoje (el corte para el caso de la espinaca y acelga consiste en
separar la hoja del tallo y deshoje para la lechuga), lavado, desinfeccion,
enjuague, escaldado con vapor (tiempo de escaldado de 3 min), molido
(tiempo de molienda de 3 min), homogeneizado, pesado, empaque Yy
congelacion a -20°C.

Las pulpas de hortaliza como la remolacha, ahuyama y zanahoria,
cumpliendo con la calidad microbiolégica, se pueden obtener mediante las
siguientes etapas y condiciones: recepcion, pesado, seleccidn, clasificacion,
lavado, pelado y despulpado (solo se aplicd a la ahuyama con el propdsito
de retirar la cascara y la semilla), corte, lavado, desinfeccidén, enjuague,
escaldado con vapor (tiempo de escaldado de 5 min), molido (tiempo de
molienda de 7 min), pesado, empaque y congelacion a -20°C.

Las dos pulpas de fruta seleccionadas para mezclar con las pulpas de
Espinaca y Remolacha fueron: Manzana y Uva.

Las pulpas de Espinaca y Remolacha obtenidas poseen mayor capacidad
antioxidante que las pulpas de Manzana y Uva.

La pulpa de mezcla fruta y hortaliza seleccionada fue la de Uva-Remolacha

en porcentaje de 70 de Uva por 30 de Remolacha.
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Las 2 pulpas de hortaliza que presentaron mayor capacidad antioxidante
por el método DPPH, de las 6 pulpas evaluadas, fueron la Remolacha y la
Espinaca.

Las 2 pulpas de hortaliza que presentaron mayor capacidad antioxidante
por el método ABTS, de las 6 pulpas evaluadas, fueron la Remolacha y la
Espinaca.

Un criterio importante para mezclar pulpas de frutas y hortalizas es la
capacidad antioxidante.

Las 2 pulpas de fruta que presentaron mayor capacidad antioxidante por el
método DPPH de las 20 pulpas de fruta trabajadas fueron la Feijoa y el
Mango.

Las 2 pulpas de fruta que presentaron mayor capacidad antioxidante por el
método ABTS de las 20 pulpas de fruta trabajadas fueron la Feijoa y el
Mango.

Las pulpas de Mango y Mora son una buena fuente para la inclusion de
microorganismos probioticos.

La pulpa de Mango presenta mejor viabilidad de microorganismos
probidticos que la de Mora debido principalmente a su menor acidez y pH
mas alto.

Es posible obtener alimentos probidticos de las pulpas de Mango y Mora.

La adicion del probiotico Lactobacillus acidophilus a las pulpas de Mango,
Mora y Uva-Remolacha en proporcion de 70-30 no afectan la capacidad
antioxidante en condiciones de almacenamiento de -20°C por 90 dias.

No hay cambio a través del tiempo de las propiedades de capacidad
antioxidante, pH, acidez y °brix para las pulpas de uva-remolacha, mango y
mora en sus diversas concentraciones de probidticos a temperatura de
almacenamiento de -20°C.

Agregarle pulpa de Remolacha a la pulpa de Uva aumenta su capacidad

antioxidante.
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La pulpa de Uva-Remolacha en porcentaje de 70% de Uva y 30% de
Remolacha son una buena matriz para la inclusion de microorganismos
probidticos.

La pulpa de Uva-Remolacha en porcentaje de 70% de Uva y 30% de
Remolacha presenta una buena viabilidad del microorganismo probidtico
Lactobacillus acidophilus durante un tiempo de almacenamiento de 90 dias
a -20°C.

Este trabajo tiene una aplicacién inmediata en la industria.

Se pueden aplicar los criterios de seleccion de frutas y hortalizas trabajados
en este proyecto a otros tipos de frutas y hortalizas con el fin de mezclarlas
y enriquecerlas con probiodticos.

Se estableci6 una metodologia para desarrollar mezclas adecuadas de

pulpas de fruta y hortaliza con adicion de microorganismos probidticos
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5. RECOMENDACIONES

Realizar mezclas entre pulpas de frutas de tal forma que se potencialice la
capacidad antioxidante.

Evaluar las distintas formas de preparacion a nivel hogar de las pulpas
funcionales.

Estudiar la adicion de edulcorantes y sus efectos sobre la pulpa funcional.
Adicionar bifidobacterium, individual y en mezcla con el lactobacillus, a las
pulpas funcionales y evaluar su comportamiento en las propiedades
estudiadas en este proyecto.

Realizar un estudio in vivo del consumo de las pulpas funcionales obtenidas
en este trabajo.

Estudiar el efecto de la pasteurizacion de la pulpa de hortaliza sobre la
actividad antioxidante y sobre la viabilidad del microorganismo probiético en
la pulpa funcional.

Estudiar el efecto de cada una de las etapas en la elaboracion de la pulpa

de fruta sobre la actividad antioxidante.
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PRODUCT DESCRIPTION - PD 204258-2.1EN Material no. M85026B

La-14 10B - 5 KG
FloraFIT™ Probiotics

Description

Freeze-dried probiotic powder. White 1o cream-color
in appearancea.

Directions for use

Sesa Danisco Probiotic Usage & Handling Guide

Furity and legal status

Lecal regulations should always be consulted
conceming the status of this product, as legislation
regarding its intended use may vary from country 1o
couniry.

Safety and handling

Composition

Lactobacillus acidophilus

Rice maltodextrin

Microbiclogical specifications

MEDS is available on request.

Kosher status

Circle K certification

Halal status

Call count = 1.00E+10/7g
Maon-Lactic Count < 5000 g IFANCA certilication
Enferccocei =100/g
Coliferms <10/g
E. coli neg. by test (= 0.3/qg)

Staphylococcus (coag. pos.)

neg. by test<10/g

Salmanella neg. (40 g enrichment)
Listeria neq. (25 g enrichment)
Storage

Shelf life is 18 months when stored in the ariginal,
sealed package at or below 4°C. Frozen storage will
extend shealf lifa.

Packaging

High barrier foil laminate (OTR and MYTR < 0,001 g/
100 in{2) at 100 F and 90 % RH).

Quantity

5 kg

Tha intermation contaimed in ths pubdcation |s based on our cwn rosearcs S devilapernt wark and i 1o he best of cur knowledge refabis. Users should,
hawirear, ooncdiuc! Ther own Sests 1o doteming tho safabilty of our products o FT Gwa Speanie DUpases and Ine legal status for Ther inlénded use of the product
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PRODUCT DESCRIPTION - PD 204258-2.1EN

La-14 10B - 5 KG
FloraFIT™ Probictics

Allergens

Below lable indicales the presence of the following
allergens and products thereof,

llergens Descriplien of components,
wheat

pther cargals
conlaining ghutan
crustacean shellfish
oggs

fish

peanits

sayboans

¥ ;f"ui""f""d'"g used o5 formantation nutrent®
FLtE

celery

miustord

5E5AME 50805
sulphur dioxide and
sulphites (= 10 mgikg)
lupin

miolluscs

* usied as fermantabon nuirien]. Danizcs has delamined thal
fermentafon nutngnts pre oulside the scopa of US and EU food
lleegen labailing requirements,

Local regulation has always o be consulled as allergen latslling
TEUFEMENtE may vary Trom country 1o country.

Yos

LR B B B B B 2

S B B B B L

GMO st_at_us_ _

La-14 10B - 5§ KG does not consist of, nor containg,
noris produced from genefically modified organisms
according to the definitions of Regulation (EC)
18292003 and Regulation (EC) 1830/2003 of the
European Padiament and of the Council of 22
September 2003,

DANISCO

First you add knowledge...

Material no. M85026B

The inform=abion contaned in this publication ix Bamed on cur awn rssarch and development work and is to B Best of cur keaorwisdge rebable. Lisens aheukl,
hoverver, condud thir own besis be determing P suitability of onx prochucts for their own specfic purposaE and the bgal slatus for s Ibandid uis of the product
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Anexo 3. Formatos del panel sensorial para la prueba de afectividad y prueba
triangular.

A) PRUEBA SENSORIAL PARA LA SELECCION DE LA PROPORCION DE
PULPA DE FRUTA Y HORTALIZA
PRUEBAS AFECTIVAS
A continuacién se presenta una mezcla de una fruta y una hortaliza previamente
seleccionada en concentraciones conocidas. Por favor califique segun las
convenciones la siguiente muestra de mezcla de pulpa de fruta y hortaliza:
1. SABOR:
CONVENCIONES:
5 = ME GUSTA MUCHO, 4 = ME GUSTA, 3 = NI ME GUSTA NI ME DISGUSTA, 2
= ME DISGUSTA, 1 = ME DISGUSTA MUCHO

MEZCLA Concentracion 1 | Concentracion 2 | Concentracion 3

2. AROMA:
CONVENCIONES:
5 =ME GUSTA MUCHO, 4 = ME GUSTA, 3 = NI ME GUSTA NI ME DISGUSTA, 2
= ME DISGUSTA, 1 = ME DISGUSTA MUCHO

MEZCLA Concentracion 1 | Concentracion 2 | Concentracion 3

3. APARIENCIA:
CONVENCIONES:
3 = ME GUSTA, 2 = NI ME GUSTA NI ME DISGUSTA, 1 = ME DISGUSTA,

MEZCLA Concentraciéon 1 | Concentracion 2 | Concentracién 3




B) PRUEBA SENSORIAL PARA SELECCION DE LA MEZCLA MAS

ADECUADA DE PULPA DE FRUTA Y HORTALIZA.PRUEBAS AFECTIVAS
A continuacion se presentan tres mezclas diferentes de frutas y hortalizas
previamente seleccionadas en concentraciones conocidas. Por favor califique
segun las convenciones las siguientes muestras de mezclas de pulpa de fruta y
hortaliza:

1. SABOR:
CONVENCIONES:
5 = ME GUSTA MUCHO, 4 = ME GUSTA, 3 = NI ME GUSTA NI ME DISGUSTA, 2
= ME DISGUSTA, 1 = ME DISGUSTA MUCHO
MEZCLA Calificacion

Uva-Remolacha

Manzana-Espinaca

Manzana-Remolacha

2. AROMA:
CONVENCIONES:
5=ME GUSTA MUCHO, 4 = ME GUSTA, 3 = NI ME GUSTA NI ME DISGUSTA, 2
= ME DISGUSTA, 1 = ME DISGUSTA MUCHO
MEZCLA Calificacion

Uva-Remolacha

Manzana-Espinaca

Manzana-Remolacha

3. APARIENCIA:
CONVENCIONES:
3 = ME GUSTA, 2 = NI ME GUSTA NI ME DISGUSTA, 1 = ME DISGUSTA,
MEZCLA Calificacion

Uva-Remolacha

Manzana-Espinaca

Manzana-Remolacha




C) PRUEBA TRIANGULAR PARA SABER SI HAY DIFERENCIA ENTRE DOS
CLASES DE PULPAS

Nombre: Fecha:

Tipo de Muestra:

Instrucciones: Pruebe las muestras de izquierda a derecha. Dos muestras son
semejantes. Una muestra es diferente. Seleccione la muestra diferente y
marquela. Si usted desea colocar la razén por la cual eligié la muestra, puede

hacerlo en las observaciones.

Muestra N° Muestra N° Muestra N°

Observaciones:




Anexo 4. Tratamiento Estadistico

Informe del proyecto de Minitab
PULPA UVA-REMOLACHA 70-30

Modelo lineal general: Recuento BAL, DPPH IC50 mg, ... vs. Concentracié, Dia

Factor Tipo Niveles Valores
Concentracion Probiético fijo 3 0.00, 8.52,9.52
Dia fijo 8 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75, 90

Analisis de varianza para Recuento BAL Log10 ufc/g, utilizando SC ajustada para
pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F
Concentracion Probiotico 2 721.691 721.691 360.846 32081.11
Dia 7 2364 2364 0.338 30.02
Concentracion Probiotico*Dia 14 1.348 1.348 0.096 8.56
Error 24 0270 0.270 0.011

Total 47 725.674

Fuente P

Concentracion Probidtico  0.000

Dia 0.000

Concentracion Probiotico*Dia 0.000

Error

Total

S =0.106056 R-cuad.=99.96% R-cuad.(ajustado)=99.93%

Observaciones inusuales de Recuento BAL Log10 ufc/g

Recuento

BAL Log10 Residuo
Obs  ufc/g Ajuste Ajuste SE Residuo estandar
23 7.70000 7.45000 0.07499 0.25000 3.33R
24 7.20000 7.45000 0.07499 -0.25000 -3.33R
25 7.30000 7.49500 0.07499 -0.19500 -2.60R
26 7.69000 7.49500 0.07499 0.19500 2.60R

R denota una observacién con un residuo estandarizado grande.

Analisis de varianza para DPPH IC50 mg/ml, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiotico 2 0.2156 0.2156 0.1078 0.81 0.456
Dia 7 14184 1.4184 0.2026 1.53 0.206
Concentracion Probiotico*Dia 14 0.4358 0.4358 0.0311 0.23 0.997
Error 24 3.1841 3.1841 0.1327

Total 47 5.2538

S =0.364237 R-cuad. =39.40% R-cuad.(ajustado) =0.00%



Analisis de varianza para ABTS micromol TE/g muestra, utilizando SC ajustada
para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiotico 2 0.2178 0.2178 0.1089 0.51 0.605
Dia 7 16923 1.6923 0.2418 1.14 0.372
Concentracion Probiodtico*Dia 14 1.9083 1.9083 0.1363 0.64 0.803
Error 24 5.0872 5.0872 0.2120

Total 47 8.9056

S =0.460398 R-cuad.=42.88% R-cuad.(ajustado)=0.00%

Observaciones inusuales de ABTS micromol TE/g muestra

ABTS
micromol
TE/g Residuo
Obs muestra Ajuste Ajuste SE Residuo estandar
33 2.46000 3.27000 0.32555 -0.81000 -2.49R
34 4.08000 3.27000 0.32555 0.81000 2.49R
45 4.55000 3.79000 0.32555 0.76000 2.33R
46 3.03000 3.79000 0.32555 -0.76000 -2.33R

R denota una observacion con un residuo estandarizado grande.

Analisis de varianza para pH, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajustt. F P
Concentracion Probiético 2 0.0347325 0.0347325 0.0173663 25.57 0.000
Dia 7 0.0249041 0.0249041 0.0035577 5.24 0.001
Concentracion Probidtico*Dia 14 0.0087998 0.0087998 0.0006286 0.93 0.547
Error 24 0.0163005 0.0163005 0.0006792

Total 47 0.0847370

S =0.0260612 R-cuad. =80.76% R-cuad.(ajustado) =62.33%

Observaciones inusuales de pH

Residuo

Obs pH Ajuste Ajuste SE Residuo estandar

27 3.95200 3.91350 0.01843 0.03850 2.09R
28 3.87500 3.91350 0.01843 -0.03850 -2.09R
31 3.95200 3.91350 0.01843 0.03850 2.09R
32 3.87500 3.91350 0.01843 -0.03850 -2.09R
43 3.91500 3.96000 0.01843 -0.04500 -2.44R
44 4.00500 3.96000 0.01843 0.04500 2.44R
47 3.91500 3.95400 0.01843 -0.03900 -2.12R
48 3.99300 3.95400 0.01843 0.03900 2.12R

R denota una observacion con un residuo estandarizado grande.

Anadlisis de varianza para ACIDEZ LIBRE meqg/kg, utilizando SC ajustada para



pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiotico 2 106.12 106.12 53.06 3.07 0.065
Dia 7 202.03 202.03 28.86 1.67 0.164
Concentracion Probiodtico*Dia 14 402.16 402.16  28.73 1.66 0.132
Error 24 41414 41414 17.26

Total 47 1124.45

S =4.15403 R-cuad. =63.17% R-cuad.(ajustado) =27.87%

Anadlisis de varianza para °BRIX, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiotico 2 1.2917 1.2917 0.6458 1.77 0.192
Dia 7 5.0833 5.0833 0.7262 1.99 0.099
Concentracion Probiotico*Dia 14 4.0417 4.0417 0.2887 0.79 0.669
Error 24 8.7500 8.7500 0.3646

Total 47 19.1667

S =0.603807 R-cuad.=54.35% R-cuad.(ajustado) = 10.60%
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Graficas de residuos para DPPH IC50 mg/ml
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Graficas de residuos para pH
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Graficas de residuos para °BRIX
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Grafica de efectos principales para DPPH IC50 mg/mi
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Gréfica de efectos principales para °BRIX
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Grafica de interaccion para DPPH IC50 mg/mi
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Gréfica de interaccion para pH
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Informe del proyecto de Minitab
PULPA DE MANGO

Modelo lineal general: Recuento BAL, DPPH IC50 mg, ... vs. Concentracid, Dia

Factor

Dia

Anadlisis de varianza para Recuento BAL Log10 ufc/g, utilizando SC ajustada para

pruebas

Fuente

Tipo Niveles Valores
Concentracion Probidtico fijo 2 0.00, 9.52
fijo 8 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75, 90

GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F

Concentracion Probiotico
7 0.921 0.921 0.132 14475
Concentracion Probiotico*Dia 7 0.921 0.921 0.132 144.75
16 0.015 0.015 0.001

31 671.180

Dia

Error
Total

Fuente

P

Concentracion Probiotico

Dia

0.000

1 669.323 669.323 669.323 736024.83

0.000

Concentracion Probiotico*Dia 0.000

Error
Total




S =0.0301558 R-cuad. =100.00% R-cuad.(ajustado)=100.00%

Observaciones inusuales de Recuento BAL Log10 ufc/g

Recuento

BAL Log10 Residuo
Obs ufc/g Ajuste Ajuste SE Residuo estandar
21 9.19000 9.10500 0.02132 0.08500 3.99R
22 9.02000 9.10500 0.02132 -0.08500 -3.99R

R denota una observacion con un residuo estandarizado grande.

Anadlisis de varianza para DPPH IC50 mg/ml, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiético 1 0.0001125 0.0001125 0.0001125 0.17 0.690
Dia 7 0.0081875 0.0081875 0.0011696 1.72 0.175
Concentracion Probidtico*Dia 7 0.0054875 0.0054875 0.0007839 1.15 0.382
Error 16 0.0109000 0.0109000 0.0006813

Total 31 0.0246875

S =0.0261008 R-cuad. = 55.85% R-cuad.(ajustado) = 14.46%

Anadlisis de varianza para ABTS micromol TE/g muestra, utilizando SC ajustada
para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiotico 1 9.78 9.78 9.78 0.61 0.447
Dia 7 6397 63.97 9.14 0.57 0.772
Concentracion Probidtico*Dia 7 54.18  54.18 7.74 0.48 0.835
Error 16 257.54 257.54 16.10

Total 31 385.47

S =4.01200 R-cuad. =33.19% R-cuad.(ajustado) = 0.00%

Observaciones inusuales de ABTS micromol TE/g muestra

ABTS
micromol
TE/g Residuo
Obs muestra Ajuste Ajuste SE Residuo estandar
17 21.3000 27.4700 2.8369 -6.1700 -2.17R
18 33.6400 27.4700 2.8369 6.1700 2.17R
19 21.3000 27.4700 2.8369 -6.1700 -2.17 R
20 33.6400 27.4700 2.8369 6.1700 2.17R

R denota una observacion con un residuo estandarizado grande.

Analisis de varianza para pH, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajustt. F P
Concentracion Probiético 1 0.0026645 0.0026645 0.0026645 20.10 0.000



Dia 7 0.0018079 0.0018079 0.0002583 1.95 0.128
Concentracion Probidtico*Dia 7 0.0061925 0.0061925 0.0008846 6.67 0.001
Error 16 0.0021210 0.0021210 0.0001326

Total 31 0.0127859

S =0.0115136 R-cuad. =83.41% R-cuad.(ajustado) =67.86%

Analisis de varianza para ACIDEZ LIBRE meqg/kg, utilizando SC ajustada para
pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiotico 1 3819 3.819 3.819 1.81 0.198
Dia 7 14609 14.609 2.087 0.99 0.475
Concentracion Probidtico*Dia 7 8.333  8.333 1.190 0.56 0.775
Error 16 33.851 33.851 2.116

Total 31 60.612

S =1.45454 R-cuad. =44.15% R-cuad.(ajustado) =0.00%

Observaciones inusuales de ACIDEZ LIBRE meqg/kg

ACIDEZ

LIBRE Residuo
Obs meqg/kg Ajuste Ajuste SE Residuo estandar
25 109426 111.717 1.029 -2.291 -2.23R
26 114.009 111.717 1.029 2.292 223R

R denota una observacion con un residuo estandarizado grande.

Analisis de varianza para °BRIX, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SC ajust. MC ajust. F P
Concentracion Probiotico 1 0.6328 0.6328 0.6328 1.72 0.208
Dia 7 3.5547 3.5547 0.5078 1.38 0.278
Concentracion Probidtico*Dia 7 0.6797 0.6797 0.0971 0.26 0.959
Error 16 5.8750 5.8750 0.3672

Total 31 10.7422

S =0.605960 R-cuad.=45.31% R-cuad.(ajustado)=0.00%



Graficas de residuos para Recuento BAL Logl10 ufc/g
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Graficas de residuos para ABTS micromol TE/g muestra
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Graficas de residuos para ACIDEZ LIBRE meqg/kg
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Gréfica de efectos principales para ABTS micromol TE/g muestra
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Gréfica de efectos principales para ACIDEZ LIBRE meq/kg
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Gréfica de interaccién para Recuento BAL Log10 ufc/g
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Gréfica de interaccién para ABTS micromol TE/g muestra
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Gréfica de interaccion para ACIDEZ LIBRE meqg/kg
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Informe del proyecto de Minitab
PULPA DE MORA

Modelo lineal general: Recuento BAL, DPPH IC50 mg, ... vs. Concentracio, Dia

Factor Tipo Niveles Valores
Concentracion Probidtico fijo 2 0.00, 9.52
Dia fijo 8 0, 8, 15, 30, 45, 60, 75, 90

Analisis de varianza para Recuento BAL Log10 ufc/g, utilizando SC ajustada para
pruebas

Fuente GL SC sec. SC ajust. MC ajust. F
Concentracion Probiotico 1 370.124 370.124 370.124 16567.31
Dia 7 15536 15536 2.219 99.34
Concentracion Probiotico*Dia 7 15.536 15536 2.219 99.34
Error 16 0.357 0.357 0.022

Total 31 401.553

Fuente P

Concentracion Probiotico 0.000

Dia 0.000

Concentracion Probiodtico*Dia 0.000

Error

Total

S =0.149468 R-cuad.=99.91% R-cuad.(ajustado)=99.83%

Observaciones inusuales de Recuento BAL Log10 ufc/g

Recuento

BAL Log10 Residuo
Obs  ufc/g Ajuste Ajuste SE Residuo estandar
25 7.00000 6.65000 0.10569 0.35000 3.31R
26 6.30000 6.65000 0.10569 -0.35000 -3.31R

R denota una observacion con un residuo estandarizado grande.

Anadlisis de varianza para DPPH IC50 mg/ml, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiotico 1 0.017112 0.017112 0.017112 3.56 0.078
Dia 7 0.035050 0.035050 0.005007 1.04 0.442
Concentracion Probiético*Dia 7 0.022987 0.022987 0.003284 0.68 0.685
Error 16 0.077000 0.077000 0.004813

Total 31 0.152150

S =0.0693722 R-cuad. =49.39% R-cuad.(ajustado) = 1.95%

Observaciones inusuales de DPPH IC50 mg/mi

DPPH IC50 Residuo
Obs mg/ml Ajuste Ajuste SE Residuo estandar



7 2.02000 1.92000 0.04905 0.10000 2.04R
8 1.82000 1.92000 0.04905 -0.10000 -2.04R

R denota una observacién con un residuo estandarizado grande.

Andlisis de varianza para ABTS micromol TE/g muestra, utilizando SC ajustada
para pruebas

Fuente GL SCsec. SC ajust. MC ajust. F P
Concentracion Probiotico 1 0810 0.810 0.810 0.68 0.422
Dia 7 11470 11470 1.639 1.37 0.282
Concentracion Probidtico*Dia 7 6.025 6.025 0.861 0.72 0.656
Error 16 19.086 19.086 1.193

Total 31 37.391

S§$=1.09220 R-cuad.=48.95% R-cuad.(ajustado)=1.10%

Observaciones inusuales de ABTS micromol TE/g muestra

ABTS
micromol
TE/g Residuo
Obs muestra Ajuste Ajuste SE Residuo estandar
13 18.2100 19.7600 0.7723 -1.5500 -2.01R
14 21.3100 19.7600 0.7723 1.5500 2.01R

R denota una observacion con un residuo estandarizado grande.

Analisis de varianza para pH, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajustt. F P
Concentracion Probiotico 1 0.0043945 0.0043945 0.0043945 49.43 0.000
Dia 7 0.0066400 0.0066400 0.0009486 10.67 0.000
Concentracion Probidtico*Dia 7 0.0140472 0.0140472 0.0020067 22.57 0.000
Error 16 0.0014225 0.0014225 0.0000889

Total 31 0.0265042

S =0.00942901 R-cuad. =94.63% R-cuad.(ajustado) = 89.60%

Anadlisis de varianza para ACIDEZ LIBRE meqg/kg, utilizando SC ajustada para
pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiotico 1 5.69 5.69 5.69 0.08 0.775

Dia 7 819.34 819.34 117.05 1.73 0.171
Concentracion Probiodtico*Dia 7 233.46 233.46 33.35 0.49 0.826
Error 16 1080.93 1080.93 67.56

Total 31 2139.42

S =8.21938 R-cuad. =49.48% R-cuad.(ajustado) =2.11%

Observaciones inusuales de ACIDEZ LIBRE meqg/kg



ACIDEZ

LIBRE Residuo
Obs meqg/kg Ajuste Ajuste SE Residuo estandar
7 299.563 285.117 5.812 14446 249R
8 270.672 285.117 5812 -14.445 -249R

R denota una observacion con un residuo estandarizado grande.

Anadlisis de varianza para BRIX, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SCsec. SCajust. MCajust. F P
Concentracion Probiotico 1 0.0078 0.0078 0.0078 0.03 0.864
Dia 7 1.3047 1.3047 0.1864 0.72 0.655
Concentracion Probidtico*Dia 7 1.5547 1.5547 0.2221 0.86 0.556
Error 16 4.1250 4.1250 0.2578

Total 31 6.9922

S =0.507752 R-cuad.=41.01% R-cuad.(ajustado)=0.00%
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Graficas de residuos para DPPH IC50 mg/ml
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Graficas de residuos para pH
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Graficas de residuos para BRIX
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Grafica de efectos principales para DPPH IC50 mg/mi
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Gréfica de efectos principales para pH
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Gréfica de efectos principales para BRIX
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