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Resumen

Los epicarpios de la papaya (Carica papaya L.) y la guayaba (Psidium guajava) obtenidos
en la transformacion agroindustrial de estas frutas, hasta el momento no han sido valorados
como fuente de pigmentos carotenoides y hoy en dia su disposicion final consiste en servir
de fuente de materia prima para la alimentacién animal o simplemente son desechados
como un desperdicio generando contaminacion ambiental. Pensando en esto, el objetivo
de esta investigacion consistido en valorar el posible aprovechamiento agroindustrial de
estos residuos, para lo cual se realizé la identificacion fisicoquimica, la extraccion y
optimizacion de los pigmentos carotenoides con el fin de obtener un colorante natural para
ser aplicado como sustituto parcial de los nitritos en salchichas Frankfurt y finalmente

evaluar la estabilidad en el tiempo de almacenamiento de los productos finales.

Para llevar a cabo lo anterior, se realizé un proceso de liofilizacion y molturacion de cada
uno de los epicarpios hasta obtener una harina, la cual fue analizada fisicoquimicamente
mediante los métodos estipulados de la AOAC y sometida al proceso de extraccion e
identificacion de los pigmentos carotenoides mediante espectrofotometria UV-Vis. El
proceso de extraccion se realizé por ultrasonido, usando aceite de girasol neutro, hasta
encontrar las condiciones 6ptimas de extraccidbn de los pigmentos carotenoides. Se
determiné la actividad antioxidante, el contenido de compuestos fendlicos y las
coordenadas de color CIEL*a*b*. Posteriormente, para continuar con la experimentacion y
definir la formulacién mas indicada, se elaboraron tres formulaciones diferentes de
salchichas Frankfurt con cada uno de los extractos obtenidos, en las cuales se disminuyo
la concentracion de nitritos reemplazandola por los extractos en diferentes concentraciones,
mas una formulacion control sin adicion de ninguno de los dos extractos analizados. A partir
de un andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas, de las coordenadas de color CIEL*a*b*,
de una evaluacién sensorial y de un analisis microbiol6gico se determinaron las dos
salchichas Optimas (una por cada extracto), las cuales se utilizaron para hacer la evaluacion
de la estabilidad durante 30 dias de observacién, de los pigmentos carotenoides incluidos

en los extractos presentes en las salchichas.



El disefio experimental aplicado fue un disefio aleatorio simple de un factor con dos
tratamientos, equivalentes a cada una de las harinas utilizadas (harina de epicarpio de
papaya - HEP y harina de epicarpio de guayaba — HEG). Se realiz6 un analisis de T-Student
para identificar las diferencias entre los tratamientos. Se utilizé la metodologia de superficie
de respuesta y siguiendo el disefio experimental Plackett-Burman, se determinaron los
factores que afectan la extraccion de los pigmentos carotenoides de las HEP y HEG por
ultrasonido. Para la optimizacion del proceso de extraccion, se aplicd un disefio Box-
Behnken de tres niveles y tres factores consistentes en quince ejecuciones experimentales,
incluidas tres repeticiones en el punto central. Las variables fueron la intensidad ultrasonica
(X1, W/m?), la temperatura (X2, °C) y el tiempo de extraccion (X3, min). Para las
formulaciones de las salchichas Frankfurt se utilizé un disefio experimental aleatorizado
simple, con un factor correspondiente al tiempo de almacenamiento: el analisis proximal y
valor energético se realiz6 a los 0, 10, 20 y 30 dias; Los analisis de coordenadas de color
CIEL*a*b* y nitrito residual se realizé a los 0, 10, 20, 30 dias; el analisis de oxidaciéon de
lipidos se realiz6é a los 0, 15 y 30 dias y el analisis microbioldgico se realiz6 a los 0, 8, 15,
22 y 30 dias. Las medias obtenidas se evaluaron por medio de un analisis de varianza —
ANOVA, con un nivel de significancia del 5%, y cuando se presentaron diferencias
significativas entre ellas, se aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey. Para
realizar los andlisis estadisticos se utiliz6 el software SPSS Statics 19, para Windows, 2010.
Las medias obtenidas se evaluaron por medio de un andlisis de varianza — ANOVA, con un
nivel de significancia del 5% y cuando se detectaron diferencias significativas entre ellas,
se aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey. Para realizar los analisis
estadisticos se utilizo el software SPSS Statics 19, para Windows, 2010 y Design-Expert

Software version 12.

Los resultados obtenidos mostraron que los epicarpios de papaya (HEP) y de guayaba
(HEG) son una excelente fuente de pigmentos carotenoides como -caroteno ( 5,63 — 10,07
) mg/100g de harina , a-caroteno (5,15 — 9,41 ) mg/100g de harina, B-criptoxantina (5,86 —
10,89) mg/100g de harina, Zeaxantina ( 5,81 — 10,81) mg/100g de harina, Licopeno (4,07 —
10,58) mg/100g de harina para HEP y HEG respectivamente. las condiciones 6ptimas de
extraccién de los pigmentos carotenoides presentes en la harina de epicarpio de papaya
fueron un t: 60 minutos, T: 30 °C y relacién harina/aceite 0,0256 g/4 ml, donde se obtuvo
una concentracion de carotenoides maxima de 66,03 + 0,60 mg/100g de HEP. Para la

harina de epicarpio de guayaba las condiciones 6ptimas de extraccién de los pigmentos



carotenoides fueron un t: 40 minutos, T: 60°C y relacion harina/aceite 0,0256 g/ 4ml,
obteniendo un resultado una concentracion de carotenoides de 47,38 + 1,03 mg/100g de
HEG. Al aplicar el extracto de HEP y HEG en salchichas Frankfurt y evaluar en el tiempo
de almacenamiento no presentd cambios significativos (p < 0,05) para el andlisis proximal,
las coordenadas de luminosidad (L*), y rojo-verde (a*) no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) durante los 30 dias de almacenamiento. Los
valores de nitrito residual se mantuvieron entre 21,66 mg/kg y 41,35 mg/kg para la muestra
de salchicha adicionada con extracto de pigmentos carotenoides obtenidos a partir de la
harina de epicarpio de papaya y entre 23,65 mg/kg y 42,15 mg/kg para la muestra de
salchicha adicionada con extracto de pigmentos carotenoides obtenidos a partir de la harina
de epicarpio de guayaba. Las salchichas formuladas con el extracto lipidico de carotenoides
del epicarpio de papaya y guayaba presentaron excelentes caracteristicas fisicoquimicas,
sensoriales y microbiolégicas, ademas de una muy buena estabilidad en el tiempo, lo cual
permite establecer un potencial uso de estos extractos en aplicaciones agroalimentarias en
la industria carnica, como alternativa para reducir el 25% de nitritos, y también como

colorantes naturales en salchichas.

Palabras Claves: Colorantes naturales, Extraccion, Optimizacién, Productos carnicos,
Residuos agroindustriales.



Abstract

The epicarp of papaya (Carica papaya L.) and guava (Psidium guajava) obtained in the
agro-industrial transformation of these fruits, have not been valued as a source of carotenoid
pigments up to now and today its final disposition is to serve as source of raw material for
animal feed or simply discarded as a waste generating environmental pollution. Thinking
about this, the objective of this research was to assess the possible agro-industrial use of
these residues, for which the physicochemical identification, extraction and optimization of
carotenoid pigments was carried out in order to obtain a natural dye to be applied as a
substitute partial of the nitrites in Frankfurt sausages and finally evaluate the stability in the

storage time of the final products.

To carry out the aforementioned, a freeze-drying and milling process of each of the
epicarpies was carried out until a flour was obtained, which was analyzed physically and
chemically by means of the stipulated methods of the AOAC and subjected to the process
of extraction and identification of carotenoid pigments. using UV-Vis spectrophotometry. The
extraction process was carried out by ultrasound, using neutral sunflower oil, until the
optimal conditions for extraction of the carotenoid pigments were found. Antioxidant activity,
content of phenolic compounds and CIEL * a * b * color coordinates were determined.
Subsequently, to continue with the experimentation and define the most suitable formulation,
three different formulations of Frankfurt sausages were made with each of the extracts
obtained, in which the concentration of nitrites was decreased, replacing it with the extracts
in different concentrations, plus a formulation control without addition of either of the two
extracts analyzed. From an analysis of the physicochemical characteristics, the CIEL *a * b
* color coordinates, a sensory evaluation and a microbiological analysis, the two optimal
sausages (one for each extract) were determined, which were used to make the evaluation
of the stability during 30 days of observation, of the carotenoid pigments included in the

extracts present in the sausages.

The experimental design applied was a simple randomized one-factor design with two
treatments, equivalent to each of the flours used (papaya epicarp flour - HEP and guava
epicarp flour - HEG). A Student's T analysis was performed to identify the differences

between the treatments. The response surface methodology was used and following the



Plackett-Burman experimental design, the factors affecting the extraction of carotenoid
pigments from HEP and HEG by ultrasound were determined. For the optimization of the
extraction process, a three-level, three-factor Box-Behnken design consisting of fifteen
experimental runs, including three replications at the center point, was applied. The
variables were the ultrasonic intensity (X1, W / m2), the temperature (X2, ° C) and the
extraction time (X3, min). For the formulations of the frankfurters, a simple randomized
experimental design was used, with a factor corresponding to the storage time: the proximal
analysis and energy value were carried out at 0, 10, 20 and 30 days; The analysis of CIEL
*a* b * color coordinates and residual nitrite was performed at 0, 10, 20, 30 days; the lipid
oxidation analysis was performed at 0, 15 and 30 days and the microbiological analysis was
performed at 0, 8, 15, 22 and 30 days. The means obtained were evaluated by means of an
analysis of variance - ANOVA, with a significance level of 5%, and when there were
significant differences between them, the Tukey test of comparison of means was applied.
To perform the statistical analyzes, the SPSS Statics 19 software for Windows, 2010. The
means obtained were evaluated by means of an analysis of variance - ANOVA, with a
significance level of 5% and when significant differences were detected between them,
Tukey's mean comparison test was applied. SPSS Statics 19 software for Windows, 2010
and Design-Expert Software version 12 were used to perform the statistical analyzes.

The results obtained showed that papaya and guava epicarp are an excellent source of
carotenoid pigments and their application as a natural dye in Frankfurt sausages may be a

viable option as a partial substitute for nitrites in these meat products.

The results obtained showed that papaya (HEP) and guava (HEG) epicarps are an excellent
source of carotenoid pigments such as B-carotene (5.63 - 10.07) mg / 100g of flour, a-
carotene (5, 15 - 9.41) mg / 100g of flour, B-cryptoxanthin (5.86 - 10.89) mg / 100g of flour,
Zeaxanthin (5.81 - 10.81) mg / 100g of flour, Lycopene (4, 07 - 10.58) mg / 100g of flour for
HEP and HEG respectively. the optimal extraction conditions of the carotenoid pigments
present in the papaya epicarp flour were t: 60 minutes, T: 30 ° C and flour / oil ratio 0.0256
g / 4 ml, where a maximum carotenoid concentration was obtained of 66.45 mg / 100g of
HEP. For the guava epicarp flour, the optimal conditions for the extraction of the carotenoid
pigments were t: 40 minutes, T: 60 ° C and flour / oil ratio 0.0256 g / 4ml, obtaining a result
a carotenoid concentration of 47, 40 mg / 100g of HEG. When applying the extract of HEP
and HEG in frankfurters and evaluating the storage time did not show significant changes (p

<0.05) for the proximal analysis, the coordinates of luminosity (L *), and red-green (a *) did



not present statistically significant differences (p <0.05) during the 30 days of storage. The
residual nitrite values were kept between 21.66 mg / kg and 41.35 mg / kg for the sausage
sample added with extract of carotenoid pigments obtained from papaya epicarp flour and
between 23.65 mg / kg and 42.15 mg / kg for the sausage sample added with extract of
carotenoid pigments obtained from guava epicarp flour. The sausages formulated with the
lipid extract of carotenoids from the epicarp of papaya and guava presented excellent
physicochemical, sensory and microbiological characteristics, as well as a very good
stability over time, which allows establishing a potential use of these extracts in food and
agriculture applications in the industry. meat, as an alternative to reduce nitrites by 25%,

and also as natural colorants in sausages.

Key words: Natural dyes, Extraction, Optimization, Meat products, Agro-industrial waste,
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Introduccioén

En los dltimos afios, en el mundo en general y en Colombia en particular, se ha
incrementado considerablemente la produccion de frutas tropicales, tales como la papaya
y la guayaba, lo cual en su transformacién agroindustrial genera una gran cantidad de
residuos que terminan convirtiéndose en un problema ambiental. Con base en lo anterior,
es importante buscar alternativas para el aprovechamiento de ellos. Diferentes estudios
han mostrado que los residuos de papaya y guayaba son excelentes fuentes de
compuestos antioxidantes, en especial carotenoides, con concentraciones de 5,88 mg/100g
en papayay 4,20 mg/100g en guayaba, siendo mayores a los reportados para epicarpio de
naranja (0,70 mg/100g) y pifia (1,29 mg/100g) (Ordofiez-Santos et al. 2014).

En el ser humano, el consumo de alimentos con alta concentraciéon de antioxidantes
naturales ayuda a proteger las células contra el dafio oxidativo causado por los radicales
libres, reduciendo asi el riesgo de enfermedades degenerativas como son las
enfermedades cardiovasculares, varios tipos de canceres y enfermedades neurologicas
(Ahmad et al. 2015). La preferencia hacia el consumo de alimentos naturales y sanos ha
obligado a la industria alimentaria a incluir antioxidantes en varios productos, situacién que

no es ajena a los productos carnicos.

En la fabricacion de la mayoria de dichos productos es comun la utilizacién de nitratos (NO3)
y nitritos (NO_), usados con el fin de proporcionarles un mejor color y cumplir con la funcién
de proteccion ante la accion microbiana. Sin embargo, éstos compuestos son toxicos para
la salud, cuando las proporciones de inclusion superan las normas establecidas. En la
actualidad, la tendencia es buscar alternativas a partir de sustancias naturales que puedan
cumplir estas mismas funciones en los productos carnicos y asi reducir las enfermedades
o complicaciones de salud que se presentan en nifios y adultos que los consumen

frecuentemente.

De acuerdo con lo anterior, hasta el momento los residuos obtenidos en el procesamiento

agroindustrial de la papaya y la guayaba, y en especial el epicarpio; no han sido
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investigados como fuente alternativa de pigmentos carotenoides y no se registran estudios
sobre la aplicacion de ellos en la fabricacion de productos céarnicos. Surge, por lo tanto, la
posibilidad de generar un nuevo campo de investigaciébn encaminado a establecer la
valoracién agroindustrial y los beneficios técnicos y econdmicos del potencial uso de los
subproductos de las mencionadas frutas, como fuente de colorantes naturales en la

industria carnica.

Atendiendo lo anteriormente mencionado, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el
potencial agroindustrial de los residuos de la papaya y la guayaba como material rico en
colorantes naturales y aplicarlos como sustituto parcial de nitratos y nitritos en un producto
carnico de amplio consumo como son las salchichas Frankfurt. Ademas, evaluar su
estabilidad en el tiempo para garantizar la no afectacion de sus propiedades fisicoquimicas,

nutricionales (contenido de proteina, extracto etéreo y valor energético) y sensoriales.
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1. Planteamiento del problema

1.1 Definicién del problema

Colombia es uno de los paises con mayor produccion de frutales en el mundo y por su
ubicacion geografica cuenta con climas y suelos ideales para la diversidad de frutas
tropicales. Debido a esto, la produccion de frutas como la papaya y la guayaba en el 2019
fue de 105.149 toneladas y 102.877 toneladas respectivamente (DANE, 2020). El
departamento de Cdordoba es el principal productor de papaya, seguido del Valle del Cauca
con una participacion del 28,2%. En relacion con la produccion de guayaba, el
departamento de Santander ocupa el primer lugar, mientras que el Valle del Cauca se
encuentra en segundo lugar con una participacién de 9,8 %. El aumento de la produccion
de frutales que se viene presentando, necesariamente conlleva a un aumento en la
produccion de sus residuos, que al no tener un manejo adecuado se pueden convertir en
serios problemas ambientales y ademas conllevar a la pérdida de beneficios econémicos

adicionales.

Actualmente, se han llevado a cabo investigaciones para el aprovechamiento de los
residuos de frutas y se ha encontrado que el epicarpio de la papaya y la guayaba son
fuentes potenciales de pigmentos carotenoides, que pueden ser utilizados en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmetoldgica (Ordofiez-Santos et al. 2014). Los pigmentos
carotenoides son compuestos solubles en lipidos y son los principales pigmentos naturales
vegetales que proporcionan el color amarillo, naranja y rojo natural de frutas, hortalizas y

plantas (Pinzon-Zarate et al. 2015).

Este tipo de pigmentos carotenoides pueden tener un impacto positivo en la fabricacion de
alimentos y en especial en los productos carnicos; ya que a estos se le afiaden aditivos
como los nitratos y nitritos para su conservacion, es decir, para mantener la calidad de los
mismos y demorar o detener el crecimiento de los microorganismos causantes de deterioro.

Sin embargo, la presencia de los nitratos y nitritos en los productos carnicos ha llevado a
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gue las personas reduzcan su consumo, al asociarlos con sustancias nocivas para el
organismo humano. Los nitritos se combinan con aminas secundarias o terciarias para
formar derivados N-nitroso y se ha demostrado que ciertos compuestos, N-nitroso, pueden
acelerar el desarrollo de enfermedades como el cancer, de acuerdo a estudios realizados
en laboratorio (Gassara et al. 2016). Por esta razén, la tendencia en investigacion es buscar
otros compuestos de origen natural qgue puedan cumplir con la funcién conservadora para
los productos carnicos, extendiendo la vida util y manteniendo las propiedades sensoriales,

sin perjudicar la salud del consumidor.

1.2 Pregunta problema
¢, Qué consecuencias tienen los pigmentos carotenoides extraidos de los residuos de
papaya en las propiedades sensoriales, fisicoquimicas y microbioldgicas de las salchichas

Frankfurt?

¢, Qué efectos tienen los pigmentos carotenoides extraidos de los residuos de guayaba en

las propiedades sensoriales, fisicoquimicas y microbiolégicas de las salchichas Frankfurt?

1.3 Hipotesis

Los pigmentos carotenoides extraidos de los residuos de papaya y guayaba sirven como

colorantes naturales y antioxidantes en salchichas Frankfurt.

Las propiedades sensoriales de salchichas Frankfurt con adicién de colorante natural tienen

aceptacion por parte del consumidor.

Los pigmentos carotenoides pueden evitar la oxidacién y deterioro de salchichas Frankfurt

durante el almacenamiento.

1.4 Justificacion

En la actualidad se presenta una preocupacion por el consumo de alimentos que puedan
afectar la salud de las personas, tales como los alimentos con alto contenido de aditivos

sintéticos, potenciadores de sabor y colorantes artificiales, entre otros, y que la industria
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alimentaria ha venido introduciendo al mercado, motivada basicamente por un afan
mercantilista o por los subsecuentes beneficios econdémicos. Dentro de estos se encuentran
la mayoria de los productos carnicos procesados, fuente importante de proteina en la
alimentacion humana, situacién que ha conllevado a replantear la utilizaciéon de nitratos y
nitritos incluidos en la formulacién de dichos productos. Estos cumplen la funcién dar color
a la matriz carnica y protegerla ante el ataque de agentes microbianos, que alteran su
inocuidad. Sin embargo, los nitritos tienen efectos negativos en la salud del consumidor,
reducen la capacidad de transportar el oxigeno a través de la hemoglobina en la sangre, lo
gue conlleva a que dicha sustancia presente en los tejidos esté limitada y coloque en riesgo
la vida de la poblacion infantil y en adultos conlleve a la aparicién de enfermedades tales
como el cancer, los tumores cerebrales y la leucemia (Gassara et al. 2016). Por lo
expuesto, Gltimamente se vienen desarrollando diferentes investigaciones en el area de los
productos carnicos enfocadas a encontrar compuestos naturales que puedan cumplir la

funcion de los nitritos en este tipo de matrices alimentarias.

Las frutas son una excelente fuente de antioxidantes, contienen compuestos fenolicos,
vitaminas y compuestos volatiles, entre otros. A partir de éstas, se han aislado y estudiado
en diversas matrices carnicas varios antioxidantes naturales, por ejemplo, extractos de
semillas de uva, salvia, tomillo, salvado de arroz, concentrados de ciruela, aloe vero, y
extracto de romero (Ahmad et al. 2015). En el caso de los residuos de la papaya y la
guayaba, se han encontrado concentraciones importantes de compuestos antioxidantes,
pero hasta el momento no se han estudiado lo suficiente como para ser introducidos como

alternativa de colorante natural en productos cérnicos (Ordofiez-Santos et al. 2014).

La utilizacion de residuos de frutas, tales como el epicarpio de papaya y guayaba, como
fuente de pigmentos carotenoides conlleva a un gran impacto ambiental y social pues se
convierten en materia prima para otras tecnologias de transformacién y asi permiten dar un
valor agregado y aprovechamiento de estos residuos contribuyendo, ademas, a disminuir
la contaminacion ambiental que se genera en la transformacién agroindustrial calculada en
(155 billones T/afio) Cury, K. (2017) debido a la alta demanda alimentaria que exige el
crecimiento poblacional del planeta. De igual forma, el aprovechamiento de estos residuos,
contribuye a mejorar los ingresos de los productores y comercializadores generando mayor
competitividad en el sector agroindustrial. Situacion que abre un importante campo para la

investigacion, el cual se quiere abordar en el presente estudio para asi dar un valor
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agroindustrial al epicarpio de la papaya y la guayaba, extrayendo pigmentos carotenoides
a partir de estos residuos y evaluando su uso como colorantes naturales en salchichas
Frankfurt. De esta forma, se podria lograr sustituir parcialmente el uso de nitritos y al mismo
tiempo mitigar la problematica ambiental que genera el inadecuado manejo de este tipo de

residuos organicos.

1.5 Objetivos

Con el fin de aportar al conocimiento sobre el tema y buscar una solucion a los aspectos
planteados relacionados con el aprovechamiento de los residuos obtenidos a partir de la

transformacion industrial de la papaya y la guayaba se proponen los siguientes objetivos:
1.5.1 Objetivo General
e Evaluar los pigmentos carotenoides extraidos de residuos de papaya (Carica
papaya L.) y guayaba (Psidium guajava) como colorantes naturales en salchichas
Frankfurt.

1.5.2 Objetivos Especificos

e Determinar la concentracion de los pigmentos carotenoides en los residuos de

papaya y guayaba.

e Optimizar la extraccion de los pigmentos presentes en los residuos de papaya y

guayaba.

e Evaluar el efecto de los pigmentos carotenoides obtenidos a partir de los residuos
de papaya y guayaba en las propiedades sensoriales, fisicoquimicas y

microbiolégicas de las salchichas Frankfurt.
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2. Estado del arte

El estado del arte que se presenta a continuacién pretende dar una visiébn general y
suficiente acerca del aprovechamiento de los residuos de materiales bioldgicos vegetales
aplicados a productos carnicos, buscando la sustitucion parcial de nitratos y nitritos en
dichas matrices carnicas, sin afectar sus propiedades nutricionales, organolépticas y
funcionales. Es importante anotar que en la literatura revisada no se encontraron
investigaciones sobre el uso de sustancias naturales extraidas del epicarpio de la papaya

y la guayaba para ser usadas con este fin.

Deda et al. (2007) analizaron la sustitucion de nitrito de sodio por diferentes niveles de pasta
de tomate en salchichas tipo Frankfurt. Inicialmente se determind la concentracién de pasta
de tomate adicionada, dando como mejor alternativa la inclusion de esta en una
concentracion del 12% y posteriormente se estudio la inclusién de dicha pasta de tomate al
12% en las salchichas variando el contenido de nitrito de sodio (0, 50 y 100 mg/kg) y un
tratamiento control con sélo 150 mg/kg de nitrito. Los tratamientos con menores niveles de
nitrito de sodio (50 y 100 mg/kg) y 12% de pasta de tomate presentaron el mayor
enrojecimiento de las salchichas. En conclusion, los autores reportan, que el nitrito en las
salchichas puede reducirse de 150 mg/kg a 100 mg/kg en adicion de pasta de tomate al

12% sin ningun efecto negativo sobre la calidad de los productos finales.

La investigacion desarrollada por Eyiler y Oztan (2011) en la cual trabajaron con salchichas
de carne de res y adicion de tomate en polvo como sustituto parcial de nitratos y nitritos
arrojo que la adicién de dicho componente vegetal retardé la reaccion de oxidacion de las
grasas, ademas de que mejor6 las caracteristicas de calidad sensorial, ya que mejoro la
coloracién roja de las salchichas. En conclusién, los autores afirmaron que el nivel de nitrito

se puede reducir y la vida util de las salchichas se puede prolongar al utilizar una mezcla
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de 50 mg/kg de nitrito de sodio y 49/100g de tomate en polvo o 100 mg/kg de nitrito de sodio
y 2 g/100g de tomate en polvo.

El estudio realizado por Tsoukalas et al. (2011), quienes trabajaron con salchichas
fermentadas elaboradas con mezcla de carne de res y cerdo y adicion de polvo de puerro
liofilizado como alternativa para la reduccién de nitritos, mostré que adicionando 0,84% de
polvo liofilizado de puerro y 75 ppm de nitrito de sodio dio como resultado una disminucion
del 50% en el nitrito agregado sin afectar las caracteristicas microbiolégicas, sensoriales y

nutricionales de las salchichas finales.

Coutinho de Oliveira et al. (2012), realizaron una investigacion cuyo objetivo fue evaluar el
efecto del color y la oxidacion de los lipidos en salchichas tipo mortadelas, al adicionarles
aceite esencial de tomillo real (Satureja montana L.) en concentraciones de 7,80, 15,60 y
31,25 pl/ g, y diferentes cantidades (0, 100 y 200 mg/kg) de nitrito de sodio (NaNO »), y
almacenarlas a 25 °C durante 30 dias. Los resultados mostraron que el uso de aceites
esenciales en concentraciones superiores a 15,60 ul / g afecté negativamente el color de
las mortadelas al reducir el enrojecimiento (a") y al incrementar la amarillez (b*, h*).
La actividad antioxidante del aceite esencial se confirmé mediante el método de blanqueo
del B-caroteno y el ensayo de DPPH. Los resultados indicaron posibles beneficios del uso
combinado de aceite esencial de tomillo real y cantidades minimas de nitrito de sodio en los

productos carnicos.

En un estudio realizado sobre las repercusiones tecnoldgicas de la reduccién de los niveles
de nitratos y nitritos, en el cual elaboraron salchichas con las cantidades permitidas por la
Union Europea de dichas sustancias quimicas y en donde se evaluaron reducciones del
25% y 50%, ademas de una muestra testigo sin adicién de nitrato y nitrito, se midié la accion
microbiana (bacterias acido lacticas, cocos Gram positivos y Enterobacteriaceae), el perfil
volatil de nitrato-nitrito y sus niveles residuales. Como resultado se obtuvo que la
concentracion de nitratos y nitritos afecté significativamente a las bacterias Gram positivas,
cuyas cifras fueron 1y 2 log UFC/g mayores en los lotes de reduccion del 50% y control,
respectivamente. Se detecté una mayor cantidad de sustancias volatiles derivadas de la
degradaciéon de los aminoacidos y la fermentacién de los carbohidratos y un aumento de
las bacterias Enterobacteriaceae a concentraciones mas bajas de nitratos y nitritos.

Finalmente, se encontré una relacion entre nitrato entrante y residual de 3,5 veces mayor
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cuando se uso la cantidad maxima, en comparacion con la reduccion del 50% (Hospital et
al. 2015).

La investigacion realizada por Ruiz-Capillas et al. (2015), en la cual se trabajé con hot-dog
asiatico libre de nitritos, sustituyéndolos por diferentes Ingredientes como el annato, la
cochinilla, la fibra dietética de naranja, las vitaminas E y C, el lactato y el apio, mostré que
la salchicha control (adicionada s6lo con nitritos) contenia mayor nitrito residual (88,7
mg/kg) que las muestras sin nitrito agregado (23-24 mg/kg), sin embargo, el color rojo fue
mas marcado en las salchichas con adicion de nitritos. La oxidacion lipidica fue similar en
todas las formulaciones, mientras que la salchicha de mayor aceptacion fue la adicionada

con cochinilla.

Nowak et al. (2016), evaluaron extractos polifendlicos de hojas de cerezay hojas de grosella
negra como agentes antimicrobianos naturales en productos cérnicos. Para lograrlo,
determinaron la composicién polifendlica de los extractos y su afectacién sobre la calidad
microbioldgica, la oxidacion de los lipidos, el color y la evaluacion sensorial de salchichas
elaboradas con carne de cerdo. El contenido polifendlico total en el extracto de hoja de
cereza fue de 1,5 veces mayor que el encontrado en el extracto de hoja de grosella negra
y los cambios de color, después de 28 dias de almacenamiento de las salchichas, fueron
perceptibles. Los autores concluyeron que ambos extractos mejoraron la vida util de los

productos finales y mejoraron la calidad microbiol6égica de los mismos.

El estudio llevado a cabo por Riazi et al. (2016) con salchichas de res, en las cuales
adicionaron orujo de uva roja seco y molido en concentraciones de 1% y 2 % (p/p) en
combinacion de varios niveles de nitrito de sodio mostré que la adicién de dicho componente
vegetal en concentracion del 1% y a bajos contenidos de nitrito de sodio redujo la oxidacién
de las grasas. Sin embargo, la luminosidad y la amarillez se vieron disminuidas, mientras
gue la estabilidad oxidativa y la actividad de eliminacién de radicales aument6. Por otro

lado, la aceptabilidad de las salchichas no se vio afectada por la adicién del orujo de uva.

Ferrufino-Pefa (2017) en un estudio realizado en Honduras analiz6 la sustitucion parcial de
nitratos y nitritos por achiote (Bixa orellana L.) en salchichas Frankfurt, basado en las
propiedades del achiote como colorante natural, antioxidante y agente antimicrobiano. Se

plantearon cuatro tratamientos: control - 0% de nitrito de sodio y 0% de achiote, 150 ppm
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de nitrito de sodio y 0% de achiote, 75 ppm de nitrito de sodio y 0,5% de achiote y 0 ppm
de nitrito de sodio y 1% de achiote. Se midieron las propiedades fisicoquimicas,
microbioldgicas y sensoriales, dando como resultado que las salchichas con 75 ppm de
nitrito de sodio y 0,5 de achiote no presentaron diferencias significativas con las de 150 ppm
de nitrito y 0% de achiote en cuanto a apariencia, color, jugosidad, textura y aceptacion
general, pero las coordenadas (a* - color rojo) y (b* - amarillo) fueron mas altas. No se
presentaron diferencias entre los tratamientos en los aspectos microbioldgicos y

composicién proximal.

La investigacion desarrollada por Riel et al. (2017) trabajaron con embutidos tipo mortadela
adicionados con extracto de perejil en polvo como aditivo natural para sustituir en parte la
inclusion de nitritos, arroj6 como resultado que, de cuatro tratamientos con diferentes
niveles de inclusién del extracto de perejil comparados con una salchicha control sin adicién
de dicho extracto, el tratamiento con inclusion de 4,29 g de extracto de perejil por cada
kilogramo de carne de salchicha presentdé menor desarrollo microbiano (Listeria
monocytogenes) durante el almacenamiento durante 28 dias. Ademas, present6 el menor
contenido de nitrito residual (40% menor, en comparacion con la salchicha control) y el
analisis sensorial no presentd diferencias significativas con relacion a la salchicha

adicionada Unicamente con nitrito de sodio.

En otra investigacion realizada por Sucu y Turp (2018) en la cual trabajaron con salchicha
turca de res fermentada (sucuk) y sustitucion de nitratos y nitritos por polvo de remolacha,
mostro que de los cuatro tratamientos analizados: 150 mg/kg de nitrito de sodio, 100 mg/kg
de nitrito de sodio y 0,12% de polvo de remolacha, 50 mg/kg de nitrito de sodio y 0,24% de
polvo de remolacha y 0,35 de polvo de remolacha, no se presentaron diferencias
significativas en cuanto al nitrito residual, el color rojo se intensific6 durante el
almacenamiento y la evaluacién sensorial fue similar en las salchichas con adicién de polvo

de remolacha en relacion a la salchicha control (sin adicion de polvo de remolacha).

Jin et al. (2018) investigaron la adicion de polvo de apio (0,8%), extracto de fruta en polvo
(0,6%), camote morado en polvo (0,45%), extracto en polvo de mezcla de frutas y verduras
(0,5%), gardenia roja (0,04%), pimentén y arandano en polvo (0,07%) y una muestra control
Gnicamente con adicion de nitrito de sodio al 0,01% como sustitutos parciales de los nitritos

en salchichas elaboradas con carne de cerdo. Las salchichas con adicion de apio en polvo
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mostraron productos mas claros, mas rojos y amarillos que las salchichas control. El nitrito
residual fue mas alto en las salchichas control. El pH, la oxidacién de las grasas, el
contenido de nitrégeno basico volatil (VBN) y los recuentos totales de microbios fueron
similares para las salchichas control y para aquellas con adicién de apio en polvo, al igual
que las caracteristicas sensoriales. En conclusion, los autores afirman que el apio en polvo
protege eficazmente las salchichas de los procesos de alteracion durante el

almacenamiento.

La investigacion realizada por Hwang et al. (2018) en la cual se analizaron salchichas de
cerdo crudas y cocidas con adiccion de nitritos preconvertidos a partir de fuentes naturales
tales como espinacas, lechuga, apio y remolacha roja registré como resultado que la adicién
de estos extractos afectd levemente la coloracion de las salchichas con relacion a la
salchicha control (con adiciébn de 150 ppm de nitrito de sodio) al presentar menor
luminosidad y amarillez. Las muestras con adicion de 3,0% de extracto de espinacas
fermentadas y 3,0% de extracto de lechuga fermentada fueron mas efectivas para reducir
la oxidacion de los lipidos y el nitrégeno basico volatil comparadas con la salchicha control.
Los autores concluyeron que el nitrito preconvertido de la espinaca puede ser usado como

nitrito natural en la elaboracién de productos carnicos procesados.

El trabajo presentado por Carvajal-Macias et al. (2019) en el cual se sustituyeron los nitritos
sintéticos por una fuente natural como es el nabo (Brassica rapa) y que busco analizar la
influencia de éste en el contenido final de nitritos y en el color de las salchichas elaboradas
con una mezcla de carne de res, cerdo, pollo, carne mecanicamente recuperada y tocino
de cerdo, mostr6 que las salchichas con adicién de extracto de nabo y nabo deshidratado
presentaron un contenido final de nitritos inferior a la salchicha control sin adicion de dicho
extracto. Igualmente, se presentaron diferencias significativas en el color de las salchichas
obtenidas a favor de aquellas con adicién del extracto de nabo, lo que ratifica la relacién

directa existente entre la adicion de nitritos y el desarrollo del color en productos céarnicos.

Finalmente, Alahakoon et al. (2015) presentan un cuadro resumen sobre el uso potencial
de alternativas para la sustitucion de nitritos en productos carnicos a partir de plantas (Tabla
2-1), en este trabajo describen la concentracion del extracto natural usado, el tipo de
producto cérnico o medio en el que se aplicay los efectos de reduccion de oxidacion lipidica,

estabilizacion del color e inhibicién de crecimiento microbiano.
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Tabla 2-1. Potencial uso de alternativas para la sustitucion de nitritos en productos

carnicos a partir de plantas. Tomado de Alahakoon et al., (2015)

Alternativa Concentracion Tipo de producto .
. . . Efectos Referencia
Potencial usada carnico o medio
Reduccion de
Extracto de té 1-29% Carne Qe res OX|dac_|c_)n |Iplldlca y Mustafa, (2013)
verde molida estabilizacion del
color de la carne
Ca_teq_uma Mejora la
(antioxidante >
polifendlico) de té Empanadas de esta,b|_||dad de los
200 mg /kg lipidos y la Tang et al. (2006)
con envase carne -
Y estabilidad del
atmosférico
e color
modificado

Extracto de

Apanados de

Mayor actividad

antioxidante Hernandez-
p 0,02% de cada uno carne cruda de . y Hernandez et al.
romero y orégano prevencion del
cerdo X (2009)
deterioro del color
Extracto de semilla Impacto en el
de uva 0,00015 - 0,125% Medios acuosos crecimiento de L. Bisha et al. (2010)
monocytogenes
Orégano y . Oréganoy . Impacto en el -
ar&ndano, con arandano (50:50) a Carne plcada crecimiento de L. Apostolidis et al.
- 750 ppm con 2% cocida (2008)
lactato de sodio . monocytogenes
de lactato de sodio
Actividad
antibiética
Extracto acuoso 6 — 8 ppm de nitrito sinérgica,
de rizoma de de sodio con . reduciendo el nitrito .
coptis con nitrito 0,05% de extracto Medios de caldo de sodio de 6-8 Cui etal. (2010)
de sodio (NaNO) de coptis

ppm — 2 ppm con
extracto de Coptis
al 0.05%

Arroz Anka con
nitrito

0,5% de arroz
Anka con 25 ppm
de nitrito

Salchichas chinas

bajas en nitrito

No hay diferencia
con 100 ppm de
nitrito agregado,
estabilidad del
color

Liu et al.(2010)

Annatto (Bixa

60% en salchichas

Mayor valor de
enrojecimiento, sin

orellana L.) en y 0.08, 0.31y Salchichas crecimiento de C. | Zarringhalami et al.
’ 0.16% (v/v) en perfringens, control (2009)
polvo >
caldo del crecimiento de
C. botulinum
Extracto de semilla
de uva, extracto o Impacto en el
de corteza de pino ;A’ de_cada Carne gle res crecimiento de L. Ahn et al. (2007)
; ingrediente cocida
y oleorresina monocytogenes
romero
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3. Fundamentos Tedricos

3.1. Pigmentos naturales presentes en frutas tropicales

La mayor produccién, a nivel mundial, de arboles frutales y de frutas en general se presenta
en aquellos paises ubicados en las zonas tropicales y subtropicales del planeta y seguin
datos aportados por la FAO, (FAO, 2019), se estima que el 99% de la produccién de frutas
tropicales tiene origen en paises en desarrollo. Colombia, por su diversidad geogréfica,
climatica y biologica, conforma diferentes ecosistemas, que le permite producir gran
variedad de especies vegetales durante todo el afio (Rodriguez-Leyton, 2019). De acuerdo
con los datos aportados por la Asociacion Hortofruticola de Colombia - ASOHOFRUCOL se
aprecia un area de 1°074.168 de hectareas dedicadas a la produccion fruticola en el pais,
lo que representa un crecimiento promedio anual de 3,9% de hectareas en los ultimos cinco
afos, para una produccion total de 10,8 millones de toneladas de frutas en 2018
(ASOHOFRUCOL, 2019). Dicha produccién genera un alto grado de subproductos,
representados en cascaras (epicarpio), piel, semillas y fibras que en promedio suman entre
el 20y el 50% del peso total de la fruta (Zhang et al. 2017). Estos subproductos de las frutas
poseen un alto contenido de humedad y son ricos en ingredientes organicos biodegradables
gue dan como resultado un hedor penetrante e insoportable durante su descomposiciéon
(Wang et al. 2014). En la mayoria de los casos, estos residuos se disponen en sitios no
apropiados o son vertidos a fuentes hidricas, lo cual produce emisién de gases de efecto
invernadero, ademas de facilitar la proliferacion de bacterias y plagas que generan altos

grados de contaminacién (Bugge et al. 2019; Dhillon et al. 2013).

En los diferentes alimentos vegetales, frutas y hortalizas principalmente, de consumo
tradicional, y en los subproductos que de ellos se desprenden estan presentes una gran
gama de componentes y sustancias quimicas que aportan a la coloracion de éstos:
carotenoides, flavonoides, antocianinas, clorofilas, betalainas, entre otros (Cheok et al.
2018; Prasad et al. 2014). Dichos pigmentos, desde su naturaleza quimica, se pueden

agrupar en compuestos hidrosolubles y compuestos liposolubles, siendo los carotenoides
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y las clorofilas ejemplos de estos ultimos (Zhoh et al. 2010). Por otro lado, los antioxidantes
se clasifican en compuestos fendlicos (flavonoides, carotenoides y vitaminas) y compuestos
volatiles que se encuentran en diferentes frutas, plantas, hierbas y especias (Ahmad et al.
2015). Especificamente, los carotenoides son pigmentos de color rojo, anaranjado y
amarillo que se encuentran en los tejidos fotosintéticos de las plantas, las algas y los
microorganismos, y son los responsables de la coloracion de las frutas, las plumas y la
carne de algunas aves y peces (Boon et al. 2010). El B-caroteno, el licopeno y la luteina
son algunos de los carotenoides mas conocidos que se consideran benéficos para la salud
y debido a esto, se ha despertado el interés por incorporarlos en los alimentos destinados
para el consumo humano (Delgado-Vargas et al. 2000).

La funcién que cumplen los pigmentos en la planta es de sefializacién, pues atraen
polinizadores e insectos dispersores de semillas y repelen a los herbivoros (Eldahshan and
Singab, 2013). Igualmente, son los responsables de transmitir el atributo de color a los
alimentos tales como las frutas, lo cual juega un papel importante en la aceptabilidad de
éstas por parte de los seres humanos (Meléndez-Martinez et al. 2007). Ademas del papel
de proporcionar color, los pigmentos naturales participan en una amplia variedad de
funciones metabdlicas y biolégicas, generando bienestar y salud para el individuo (Saini et
al. 2015; Benmeziane et al. 2018). Determinadas frutas, tales como la papaya, la guayaba,
el meldn y el mango, entre otras, son ricas en carotenoides y son los contribuyentes més
importantes de estos compuestos en la dieta humana (Benmeziane et al. 2019; Benmeziane
et al. 2018; Pritwani and Mathur, 2017; Ellong et al. 2015; Oliveira et al. 2010; Veda et al.
2007).

Con el fin de minimizar el impacto sobre el medio ambiente de los mencionados
subproductos, y para recuperar los compuestos beneficiosos para la salud presentes en
ellos, en los Ultimos afios se han desarrollado numerosas investigaciones conducentes a
obtener sustancias naturales para ser utilizadas en diferentes industrias, tales como la
alimentaria, la farmacéutica y la cosmetoldgica, entre otras. El aumento en la demanda
mundial de estos compuestos naturales ha conllevado a buscar alternativas para su
obtencion, y es precisamente en el aprovechamiento de los subproductos resultantes de la
agroindustria procesadora de frutas y hortalizas en donde se han centrado la mayoria de
las investigaciones realizadas. Los estudios desarrollados por Cheok et al. (2018) dan

cuenta del analisis de compuestos bioactivos contenidos en diferentes partes de las frutas
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y han servido como material de referencia de informacién para investigadores y
procesadores de alimentos interesados en el aprovechamiento de los subproductos de las

mismas.

En particular la papaya, fruta que se cultiva en numerosos paises tropicales y subtropicales
tales como India, Brasil, Nigeria, Indonesia, México y Colombia, entre otros (Singh, 2011),
genera subproductos que se han cuantificado en un 10 — 20% para la piel (epicarpio) y 10-
20% para las semillas con relacién a la fruta entera, se ha convertido en un material de
interés para los investigadores, gracias a la alta presencia en ella de multiples compuestos
bioactivos de origen natural (Parni and Verma, 2014; Lee et al. 2011; Hammed, 2009)

El contenido total de compuestos fendlicos presente en las cédscaras de algunas frutas
tropicales como la papaya y la guayaba es de aproximadamente 1,2 veces mayor que en
la semilla, para el caso de la papaya (Gongalves et al. 2019; Jamal et al. 2017; Ng et al.
2012) y de 2,0 veces mayor para el caso de la guayaba (Araujo et al. 2014). Ademas, estas
frutas presentan un alto contenido de vitaminas A, By C y de enzimas proteoliticas, como
la papaina y la quimopapaina en el caso de la papaya, que tienen propiedades antivirales,
antifingicas y antibacterianas (Ghalati et al. 2019: Wolf et al. 2018; De Oliveira et al. 2015;
Vij and Prashar, 2015; Elgadir et al., 2014; Aravind et al. 2013; Contreras-Calderon et al.
2011). Igualmente, el estudio realizado por Nayak et al. (2012) mostré que las semillas y la
piel de la papaya presentan actividad antimicrobiana contra Salmonella choleraesuis y

Staphylococcus aureus, lo cual tiene aplicaciones médicas importantes.

3.2. Generalidades de los pigmentos carotenoides

El color propio de los alimentos se debe a diferentes compuestos, principalmente organicos,
0 a pigmentos naturales presentes en ellos (Jiménez et al. 2004). Son compuestos quimicos
que absorben la luz en un rango de longitud de onda visible. El color producido se debe a
una molécula especifica (cromoforo), la cual captura la energia y produce la excitacién de
un electrén de un orbital externo a un orbital superior, en donde se refleja la energia no
absorbida y/o refractada para ser capturada por el ojo humano y transmitida al cerebro

donde es interpretada como un determinado color (Delgado-Vargas et al. 2000).
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Los pigmentos carotenoides o también llamados tetraterpenoides son compuestos
organicos lipofilicos formados por ocho unidades de isoprenoides (2-metilbuta-1,3-dieno)
gue es un hidrocarburo conformado por cinco atomos de carbono. En la literatura se han
reportado alrededor de 700 carotenoides diferentes, de los cuales aproximadamente 50 se
consideran precursores de la vitamina A (Haskell, 2013). Atendiendo su estructura quimica,
los carotenoides se clasifican en carotenos y xantofilas, siendo los primeros carotenoides
no oxigenados y los segundos derivados oxigenados de los carotenos (Shete and Quadro,
2013). En la figura 3-1 se muestra la estructura quimica de algunos de los carotenoides
mas importantes (Rodrigues-Amaya, 2018). La presencia de enlaces doblemente
conjugados les da a los carotenoides la posibilidad de actuar como fotoprotectores (Li et
al., 2012; Tanaka et al., 2008). Ademas de su funcion ligada al color, los carotenoides
desempefian un papel muy importante en la salud y nutricibn humana. Son reconocidos
como fuertes antioxidantes debido a su capacidad para atrapar el oxigeno y eliminar el
radical peroxilo (Navarro-Cruz et al., 2016; Ingkasupart et al. 2015; Gutiérrez-Salinas et al.,
2014; Grune et al. 2010; Al-Duais et al. 2009; Urango et al. 2009). Varios estudios han
demostrado que los carotenoides previenen enfermedades cardiovasculares e impactan en
los procesos metabdlicos (Stahl and Sies, 2005). Ademas, algunos de ellos tienen actividad
estimulante de la pro-vitamina A (B-caroteno, a-caroteno, y-caroteno, B-criptoxantina) que
ayudan a reducir los riesgos de contraer cancer y enfermedades de las venas coronarias,
asi como también enfermedades degenerativas (Bohn, 2018; Basirnejad et al. 2017,

Linnewiel-Hermoni et al. 2015; Yahia and Ormelas-Paz, 2010).

Como ya se ha mencionado, una de las principales fuentes de carotenos son las frutas y
hortalizas y se ha encontrado que, en varias de ellas como la papaya y la guayaba, el
contenido de carotenoides aumenta con la maduracién de las mismas (Rojas-Garbanzo et
al. 2017; Gayosso-Garcia et al. 2010; Wall, 2006). El licopeno, la B-criptoxantina y el B-
caroteno, siendo los carotenos mas importantes presentes en la papaya y la guayaba
desempefian un papel importante en los procesos inmunolégicos y metabdlicos, tales como
el desarrollo de tejidos y la produccidon de hormonas y anticuerpos, ademas de ayudar a

reducir el estrés oxidativo (Puente et al. 2010; Du et al. 2009; Marelli de Souza et al. 2008).
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3.3. Caracterizacion de la papaya (Carica papaya L.)

Lutein

Zeaxanthin

3 U R e e R T Ry R Ry R TR =

Lycopene

Figura 3-1. Estructura quimica de algunos carotenoides
Fuente: Rodrigues-Amaya, 2018.
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La papaya (Carica papaya L.) de la familia caricaceae, es uno de los principales cultivos de
frutas de consumo mundial proveniente de las regiones tropicales y subtropicales del
mundo. Es una fruta que se produce todo el afio y se consume por su pulpa gue suele ser
de color rojo, anaranjado o amarillo y de sabor dulce y jugoso. Es una baya carnosa que
varia en tamafio de 15 a 50 cm de largo y de 10 a 20 cm de ancho, con un peso que varia
entre 500 g y 2500 g (Figura 3-2) (Anwar et al. 2018; Goncalves and Vitdria, 2011). En
diferentes paises del mundo se conoce con nombres muy variados: fruta bomba (Cuba),
melén zapote y papaya (México), lechosa, chamburo y papaya (Colombia, Republica
Dominicana, Venezuela), mamao (Brasil), papaw, paw paw y papaya (EE.UU.) y papaye
(Francia) (FAO, 2000).

La papaya se produce comercialmente en mas de 37 paises, con cultivos principales en
India, Brasil. México, Republica Dominicana, Indonesia, Nigeria, Congo, Venezuela,
Colombia, Cuba, Tailandia y Peru (Factfish, 2018; Annegowda et al. 2014). La produccion
mundial de papaya totaliza 15,5 millones de toneladas métricas, de los cuales México y
Brasil son los principales exportadores, mientras que Estados Unidos y Europa los

principales compradores (FAO, 2019).

Figura 3-2. Fruto de la papaya.
Fuente: Exotic Fruit Box, 2020.

3.3.1. Clasificaciéon taxonémica de la papaya (Carica papaya L.)

Segun la United Departament of Agriculture USDA, desde el punto de vista de su
clasificacién botanica, la papaya es una planta arborescente perennifolia clasificada de la
siguiente forma:

Reino: Plantae

Subreino: Magnoliophyta
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Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dillenidae
Orden: Violales
Familia: Caricaceae
Género: Carica

Especie: Papaya

3.3.2. Morfolbgicas de la Papaya

Segun la FAO, la papaya (Carica papaya L,) es una fruta de forma ovoide que puede variar
de casi esférica a oblonga o periforme (FAO, 2019). Posee una cavidad cuyo tamafio puede
ser pequefio 0 mayor que la mitad del diametro del fruto, en donde se encuentran las
semillas que son de color negro (Oliveira de Araujo, 2016). La fruta es muy apetecida por
su sabor dulce y agradable que permite su uso en multiples aplicaciones culinarias. La fruta
posee un latex rico en una enzima, la papaina, de naturaleza proteolitica, utilizada para
ablandar carnes, para aclarar bebidas y con fines medicinales e industriales (Gil et al. 2012).
Segun datos aportados por Tripathi et al. (2011) la composicién quimica de la papaya

madura se puede apreciar en la Tabla 3-1.

3.4. Caracterizacion de la guayaba (Psidium guajava L.)

La guayaba pertenece a la familia myrtaceae, una de las mas ricas en especies, géneros y
variedades, y a pesar de ser una fruta no citrica, presenta elevados niveles de vitamina C
y ocupa un alto grado de importancia en la alimentaciéon humana debido a la variedad,
cantidad y calidad de sus componentes que presentan grandes variaciones dependiendo
de las especies y sitios de cultivo (Rojas-Barquera and Narvaez-Cuenca, 2009). La guayaba
se considera una fruta originaria de América y especificamente de la zona torrida del
continente (Centro América, las islas del Caribe, Brasil, Venezuela y Colombia) de donde
se expandid practicamente a todas las zonas tropicales y subtropicales del planeta, sin
embargo, se adapta mejor a las zonas secas de la franja paralela a la linea ecuatorial no
mas all4 del paralelo 30 en ambos hemisferios y en altitudes que varian desde el nivel del
mar hasta los 1500 metros de altura (Encolombia, 2014). Algunos nombres utilizados para
esta fruta en diferentes paises, segun lo planteado por Reyes y Gonzélez (2002), son los

siguientes: guayaba o guyaba (en Latinoamérica), goyave o goyavier (en Francia), guyaba
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0 goeajaaba (en Holanda), guave o goejaba (en Surinam), goiaba o goaibeira (en Brasil y

Portugal), guava o kuawa (en Hawai), abas (en Guam), guava o jambu batu (en Malasia).

Tabla 3-1. Composicién quimica de la papaya. USDA, N. (2019)

Componente Unidad Valor
Agua g/100 g 88,06
Proteina g/100 g 0,47
Lipidos totales (Grasas) g/100 g 0,26
Cenizas g/100 g 0,39
Carbohidratos /100 g 10,82
Fibra dietética total g/100 g 1,70
Azucares, total incluyendo NLEA 0/100 g 7,82
Caroteno, Beta ug/100g 274,00
Caroteno alfa ug/100g 2,00
Criptoxantina beta ug/100g 589,00
Licopeno ug/100g 1828,00
Luteina + zeaxantina ug/100g 89,00
Vitamina A, Ul UI./100g 950,00
Vitamina B1 o Tiamina mg/100 g 0,023
Vitamina B2 o Riboflavina mg/100 g 0,027
Vitamina B3 o Niacina mg/100 g 0.357
Vitamina B6 o Piridoxina mg/100 g 0,038
Vitamina C o Acido ascérbico mg/100 g 60,9
Vitamina K ug/100 g 2,60
Calcio mg/100 g 20,00
Hierro mg/100 g 0,25
Cobre mg/100 g 0,045
Fosforo mg/100 g 11,00
Magnesio mg/100 g 0,04
Potasio mg/100 g 128,00
Sodio mg/100 g 8,00
Energia Kcal 43,00

Actualmente existen aproximadamente 150 variedades nativas de guayaba en el continente
americano, divididas en las de pulpa blanca y las de pulpa rosada o roja. Su forma, en
general, varia de redonda a ovoide y su peso se mueve entre 25 g y 500 g (Figura 3-3)
(Bejarano and Arenas, 2003). Es una fruta carnosa con semillas en la pulpa, generalmente
su diametro varia entre 4 y 8 cm y posee un pH de 4,1 a 5,4 con una densidad promedio de
1,88 g/cm?® y el tiempo de produccion, desde la floracion hasta la cosecha, va de 100 a 150
dias (Yam et al. 2010).

La produccién mundial de guayaba es de alrededor de 1,2 millones de toneladas, la India y
Pakistan aportan el 50%, México produce el 25% y el resto lo aportan otros paises como
Sudéfrica, Jamaica, Kenya, Cuba, Republica Dominicana, Colombia, Estados Unidos,
Egipto y Filipinas (Proexant, 2012; Yam et al. 2010). En Colombia en el afio 2014 se

cosecharon 14162 ha de guayaba para una produccién total de 140233 T con un
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rendimiento de T/ha de 9,90, distribuidas en 12 departamentos, siendo los mas importantes
productores: Santander, Tolima, Boyacd, Valle del Cauca, Antioquia y Caldas (Agronet,
2014). Las variedades mas tradicionales producidas en el pais son las conocidas como
“Regional Roja” (pulpa de color rojo o rosa o rosado) y “Regional blanca” (pulpa de color

blanco o crema) (Guavita-Vargas et al. 2018).

3.4.1. Clasificaciéon taxondémica de la guayaba (Psidium guajava L.)

Segun Castellano et al. (2004) desde el punto de vista de su clasificacion botanica, la
guayaba es una planta de la familia Myrtaceae clasificada de la siguiente forma:
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Myrtales

Familia: Myrtaceae

Subfamilia: Myrtoidae

Tribu: Myrteae

Género: Psidium

Figura 3-3. Fruto de la guayaba.

Fuente: Alimentos saludables, 2017
3.4.2. Morfologia de la Guayaba
El fruto de la guayaba es de forma redonda, un poco achatado en el pedunculo y apice, su

epicarpio es liso, de color amarillento opaco y algo verdoso pélido, de consistencia jugosa

y crocante, con un agradable sabor dulce y aroma propio bien definido. El epicarpio es rico
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en pectina y en minerales y vitaminas. Su peso varia de 500 g a 1500 g, con una alta
productividad a partir del segundo afio de produccién. Ademas de su consumo con fruta
fresca, se usa para la elaboracion de mdltiples dulces, jaleas, almibares, jugos, néctares,
refrescos y multiples preparaciones culinarias. Su composicién quimica, presenta un alto
contenido de vitamina C, siendo considerada la fruta con mayor contenido de dicha
vitamina. En la tabla 3-3 se muestra la composicién quimica de la guayaba, segun los datos
presentados por Herrera and Bello (2015). De los datos anotados, se puede observar que
la guayaba es una fruta con alto contenido de vitaminas y minerales indispensables para el
buen funcionamiento del organismo humano (Almulaiky et al. 2018). Las sustancias
guimicas presentes en la pulpa y en el epicarpio de la guayaba, tales como los aminoacidos
esenciales, las vitaminas y los minerales poseen un alto potencial antioxidante y diferentes

caracteristicas farmacoldgicas (Vasconcelos et al. 2017).

Tabla 3-2. Composicion quimica de la guayaba. USDA, N. (2019)

Componente Unidad Valor
Agua g/100 g 80,8
Proteina g/100 g 2,55
Lipidos totales (Grasas) g/100 g 0,95
Cenizas g/100 g 1,39
Carbohidratos g/100 g 14,32
Fibra dietética total g/100 g 5,40
Azlcares, total incluyendo NLEA g/100 g 8,92
Caroteno, Beta ug/100g 374,00
Licopeno ug/100g 5204,00
Luteina + zeaxantina ug/100g 0,10
Vitamina A, Ul Ul./100g 624,00
Vitamina B1 o Tiamina mg/100 g 0,067
Vitamina B2 o Riboflavina mg/100 g 0,04
Vitamina B3 o Niacina mg/100 g 1084,00
Vitamina B6 o Piridoxina mg/100 g 0,11
Vitamina C o Acido ascérbico mg/100 g 228,3
Vitamina K ug/100 g 2,60
Calcio mg/100 g 20,00
Hierro mg/100 g 0,26
Cobre mg/100 g 0,23
Fosforo mg/100 g 40,00
Magnesio mg/100 g 22,00
Potasio mg/100 g 417,00
Sodio mg/100 g 8,00
Energia Kcal 68,00

3.5. Caracterizacion de las salchichas tipo Frankfurt

De acuerdo con la Norma Técnica Colombiana NTC 1325, un producto cérnico es aquel

producto elaborado a base de carne, grasa, visceras u otros subproductos de origen animal
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comestibles provenientes de animales de abasto, con adicion o no de sustancias permitidas
0 especias 0 ambas, sometido a procesos tecnoldgicos adecuados (ICONTEC, 2008).
Atendiendo el tipo de proceso aplicado, los productos carnicos se pueden clasificar en
productos embutidos y productos no embutidos. Los primeros son aquellos que en su
proceso de elaboracion se introducen en tripas o fundas naturales o artificiales y se
clasifican en productos crudos, escaldados y cocidos segun el tratamiento térmico aplicado.
Las salchichas hacen parte de los productos embutidos escaldados, llamados también
productos emulsionados, elaborados a partir de una emulsién céarnica sobre la base de
carne fresca o congelada, con la adicion de grasa comestible e ingredientes autorizados y
gue pueden ser ahumadas o no e introducidos en una tripa de calibre inferior a 45 mm. Para
su fabricacién, después de los procesos de embutido y amarrado, se someten a un proceso
térmico suave denominado escaldado, el cual se lleva a cabo en un tanque o marmita a
temperatura del agua de 80°C hasta alcanzar una temperatura interna, en las salchichas,
de 72°C durante un tiempo no superior a 10 minutos dependiendo del calibre de las
salchichas (Restrepo et al. 2018; Madrid, 2014). Generalmente se elaboran a base de carne
de cerdo, pero también se pueden usar otras carnes (res, pollo, etc.) o mezclas de estas
carnes adicionadas con grasas de procedencia animal, cortezas de cerdo, hielo, sal y

especias (Hleap y Molina, 2008).

Las salchichas constituyen un alimento de amplio consumo a nivel mundial debido a sus
caracteristicas de “comida rapida”, lo cual se ha incrementado en los ultimos afos, mas que
todo en las poblaciones infantil y juvenil, gracias a las camparfias publicitarias, a sus
propiedades organolépticas, a la facilidad para su consumo y su costo no muy elevado
(Majul et al. 2004).

3.6. Aditivos en la industria carnica

En la elaboracién de los productos carnicos es necesario la adicion de ciertas sustancias
guimicas que cumplen diferentes funciones concernientes, entre otras, con la facilidad para
la elaboracion de los mismos, el aumento de la vida Gtil de los productos finales, lo que
tiene repercusiones en los procesos de mercadeo, el mejoramiento de las propiedades
nutricionales y organolépticas importante para la aceptacion del producto por parte del
consumidor final y la disminucion de costos de produccion, igualmente importante para

cualquier empresa procesadora de productos carnicos. El listado de estas sustancias es
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muy variado y amplio, siendo algunas de origen natural y otras de produccion sintética
industrial. En la tabla 3-4 se aprecian los aditivos mas utilizados para la fabricacién de los

diferentes productos carnicos procesados.

3.7. Nitratos y nitritos

Dentro de estos aditivos, especial interés presentan los conservantes y dentro de ellos los
nitratos y nitritos, muy importantes en la investigacion desarrollada, razon por la cual se le

dedica un aparte especial en esta investigacion.

Los nitratos y nitritos estan presentes en los diferentes componentes del medio ambiente:
el agua, el suelo, el aire, las plantas y los animales. Se utilizan como fertilizantes, como
explosivos, y como conservantes en los alimentos, especialmente contra la acciéon negativa
del Clostridium botulinum (Chan, 2011).

Tabla 3-3. Aditivos mas utilizados en la industria carnica. NTC 1325

Aditivo

Funcién

Antioxidantes

Prevenir la oxidacién de las grasas y los procesos
de rancidez y enranciamiento

Aromatizantes Mejorar o cambiar el aroma de los productos
Suavizar el sabor salado de algunos productos

Azlcares Propiciar la maduracion de algunos productos
Actuar como elemento sinérgico

Colorantes Mejorar el color de los productos

Conservantes Aumentar la vida Util de los productos

Especias y condimentos

Propiciar determinados sabores y olores a los
diferentes productos

Mejorar las caracteristicas organolépticas de los
productos

Espesantes y gelificantes

Aumentar el volumen de ciertos productos

Mejorar las propiedades reoldgicas de ciertos
productos

Propiciar la gelification de la proteina

Estabilizantes

Proporcionar estabilidad a productos prensados
Aumentar la viscosidad de ciertos productos

Fosfatos

Capacidad de retencion de humedad
Favorecer la extraccion de la proteina en productos
emulsionados

Ligadores o extensores

Mejorar la funcionalidad de las proteinas
Mejorar las caracteristicas de los productos
Disminuir costos de produccion

Potenciadores de sabor

Exaltar la percepcion olfato-gustativa de los
productos

Proteinas vegetales

Disminuir los costos de produccion

Saborizantes

Mejorar o cambiar el sabor de los productos
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Los nitratos y los nitritos se utilizan en los alimentos procesados (carnes, aves de corral,
pescados, quesos) como conservantes y fijadores de color. El nitrito de sodio se ha utilizado
ampliamente en el curado de carne y productos carnicos, particularmente en productos de
carne de cerdo, tales como jamoén, tocino y salchichas Frankfurt. El nitrito es un agente
reductor relativamente fuerte que tiene propiedades antibacterianas; sin embargo, la
conservacion de los productos alimenticios puede atribuirse, en gran medida, a la alta
concentraciéon de sales (incluido el nitrato) que se emplean durante el proceso de curado
(Gassara et al. 2016). Una de las propiedades mas importantes del nitrito es su capacidad
para retrasar eficazmente el desarrollo de la rancidez oxidativa. Esta prevencién se produce
incluso en presencia de sal, que es un oxidante fuerte. La oxidacion de los lipidos se

considera una de las razones principales del deterioro de la calidad de la carne.

Como ya se menciond, los nitratos y nitritos, se utilizan basicamente para ayudar a
garantizar la conservabilidad de los productos evitando la accion de microorganismos
patdégenos y principalmente el desarrollo y crecimiento del Clostridium botulinum, para
garantizar la estabilizacion del color rojo propio de los productos carnicos, para mejorar
algunas de sus caracteristicas sensoriales, tales como el olor y el sabor y para ayudar a
retardar el desarrollo de la rancidez oxidativa, ya que poseen efectos antioxidantes (Vindas
et al. 2017). Sin embargo, se ha demostrado que una adicidn superior a lo permitido por las
normas sanitarias puede conllevar al desarrollo de una methaemoglobinaemia (presencia
elevada de metahemoglobina en la sangre) y la aparicidén de nitrosaminas (reaccion de una
amina secundaria con nitritos libres) (Sanchez, 2008; Rodas, 2005). Cuando se utilizan en
altas concentraciones se consideran precursores de agentes cancerigenos, precisamente
por la formacién de dichas nitrosaminas. Al respecto, la Organizacion Mundial de la Salud
— OMS y otros autores han publicado diferentes investigaciones relacionadas con este tema
(Gata, 2017; Celada et al. 2016; FEN, 2016; Merino et al. 2016; OMS, 2015; Sebranek and
Bacus, 2007). Con relacion a lo anterior, la Norma Técnica Colombiana NTC 1325 permite
la inclusién de hasta 200 mg/kg de nitratos y nitritos en los productos carnicos procesados,
aunque el Codex Alimentarius propone que este valor no supere los 125 mg/kg. Segun
USDA, un minimo de 120 ppm de nitrito de sodio se requiere para este tipo de productos
alimenticios y su almacenamiento debe ser bajo refrigeracion. Ni el nitrato ni el nitrito son
recomendables en los seres humanos ya que al reaccionar con el hierro presente en la
hemoglobina de los glébulos rojos reducen su capacidad de transportar el oxigeno a través

de la hemoglobina de la sangre. Por lo tanto, hay formaciéon de metamioglobinamia o el
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llamado “sindrome del bebé azul" en los nifos. Sin embargo, el consumo de dichos
alimentos carnicos es seguro debido al procesamiento térmico de esterilizacion al que son

sometidos (Gassara et al. 2016).

Con relacion a la funcién conservadora, los nitratos y nitritos juegan un papel
preponderante, ya que se aplican sobre un sustrato altamente perecedero como lo es el
tejido muscular carnico (Restrepo et al. 2018; Vindas et al. 2017). En efecto se ha
demostrado que tanto el nitrito de sodio como el de potasio controlan eficazmente la
proliferacion de Clostridium botulinum y la produccién de su toxina, asi como también el
desarrollo de sus esporas y el crecimiento de bacterias putrefactivas. Accion similar ejercen
sobre otros microorganismos patégenos tales como la Lysteria monocytogenes,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Tofifio-Rivera et al. 2017; Morita et al. 2004;
Gonzalez and Diaz, 2002). Segun los datos aportados por Fang (1997) y Lundberg et al.
(2004), los diferentes Oxidos de nitrégeno pueden reaccionar con las moléculas y los
enlaces propios de los microorganismos presentes en el tejido muscular tales como las
proteinas hierro-azufre, los enlaces proteina-proteina, los aminoacidos, las aminas, los
acidos nucleicos y los propios lipidos a través de procesos de N y S-nitrosilacion, nitracién,
formacion de puentes disulfuro y peroxidaciéon lipidica, entre otros, lo que conlleva al
desencadenamiento de alteraciones y modificaciones en el metabolismo propio de los

microorganismos.

En cuanto al desarrollo del color en los productos carnicos, se ha observado que los nitratos
afadidos, por accién de ciertas bacterias reductoras (nitrato-reductasas) presentes en
forma natural en el musculo o intencionalmente adicionadas como cultivos iniciadores o
starter, se transforman a nitritos, los cuales son realmente los responsables de la coloracion
de los mismos. Estos nitritos, posteriormente se transforman en Oxido nitrico, el cual
reacciona con los pigmentos de la carne, basicamente con la mioglobina y en menor
proporcién sobre la hemoglobina y el citocromo C formando la nitrosilmoiglobina (MbFe"
NO) (Restrepo et al., 2018; Bazan, 2008; Ventanas et al., 2004). Las investigaciones al
respecto han mostrado que la mioglobina reacciona con el oxigeno en forma temporal y con
caracter reversible. El color rojo purpura de los musculos en su estado natural es el
resultado de la unién de la mioglobina no oxigenada con el hierro en su estado (Fe?").
Gracias a la accion del oxigeno del aire, cuando hay contacto directo de éste con la carne,

la mioglobina se oxigena dando origen a la oximioglobina de color rojo cereza brillante,
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considerado el color ideal del masculo para su comercializacion (Parthasarathy and Bryan,
2012). Sin embargo, con una prolongada exposicion al oxigeno del aire, el hierro (Fe?*) se
transforma a hierro trivalente (Fe*") lo que conduce a la formacién de metamioglobina, la
cual es de color marrébn no muy apetecido por el consumidor final (Bazan, 2008; Rodas,
2005). Ademas de lo expuesto, el pigmento y proteina mioglobina puede unirse igualmente
con el éxido nitrico, conllevando a la formacién de la nitrosomioglobina (NOMb), ya que
dicho 6xido nitrico es un compuesto altamente reactivo con el oxigeno y otros radicales
(Hammes, 2012). Sin embargo, la NOMb es un compuesto bastante inestable en presencia
de oxigeno, y al reaccionar con éste se transforma al pigmento nitrosometamioglobina de
color oscuro, lo cual es importante tenerlo en cuenta en los productos escaldados, ya que
la alta temperatura del agua de escaldado condiciona la transformacién de la NOMb en
nitrsilhemocromo o nitrosoferrohemocromo, compuestos responsables del color rosado de
dichos productos carnicos (Palavecino and Palacio, 2017; Sindelar y Milkowski, 2011;
Ventanas et al. 2004).

En lo referente al aromay sabor de los productos carnicos, la accién de los nitratos y nitritos
se condiciona a las reacciones que estos desarrollan sobre las proteinas y las grasas en
concordancia con los aditivos adicionados a determinado producto. Su efecto es mucho
mas marcado en productos crudos madurados o fermentados, dando como resultado
productos carnicos de excelentes propiedades organolépticas y de muy buena aceptacion
por parte del consumidor final. Esta funcion esta muy ligada a la accion antioxidante de los
propios nitratos y nitritos sobre los lipidos presentes en a la matriz carnica en desarrollo
(Ventanas et al. 2004)

Finalmente, la accion antioxidante de los nitratos y nitritos sobre los productos carnicos se
basa en la capacidad que tiene el nitrito de reducir la posibilidad de oxidacion de los acidos
grasos presentes en el tejido muscular, es decir la grasa entreverada o marmoreo, al
reaccionar con los dobles enlaces propios de dichas grasas. Por lo tanto, entre mayor
cantidad de grasas insaturadas haya en la matriz carnica, mayor es la posibilidad de
oxidacion de dichas grasas y mayor cantidad de nitritos podran actuar para impedirlo.
También es conocido que cuando el nitrito reacciona con el hierro (Fe?*) presente en el
musculo, éste es retenido en su forma reducida (Fe®*), impidiendo que el nitrito pueda servir
de catalizador de las reacciones oxidativas (Palavecino and Palacio, 2017; Ventanas et al.,
2004).
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3.8. Alternativas de nitritos en productos carnicos.

Como es bien sabido, la carne y los productos carnicos son alimentos altamente
perecederos debido a las caracteristicas de su estructura, a su alto contenido de humedad
y proteinas y al alto valor de actividad de agua, lo cual propicia facilmente el desarrollo y
propagacion de microorganismos patdgenos. Esta situacion se manifiesta, ademas de lo
anotado, en reacciones de caracter autolitico causado por enzimas propias del musculo y
oxidacion de lipidos al presentarse contacto con el oxigeno del aire. Todas estas
manifestaciones de alteracion del recurso tienen un impacto importante econémico y social,
ya gue se considera que la carne y sus productos derivados son el alimento proteico por
excelencia para la humanidad (Jayasena and Jo, 2013). Es necesario entonces, desarrollar
alternativas de transformacién y conservacion de dicho recurso, que garanticen una mayor
vida de anaquel del mismo y que al mismo tiempo conserven o mejoren sus propiedades
nutricionales, organolépticas y funcionales. Estas alternativas existen desde tiempos muy
remotos, pero permanentemente siguen mejorando los procesos tecnoldgicos para su
aplicacién, asi como también siguen apareciendo nuevas técnicas de elaboracion,
transformacién y conservacion, lo cual ha llevado a tener hoy en dia una amplia gama de
productos carnicos dispuestos para el consumo humano: carnes refrigeradas y congeladas,
productos salados, secos y ahumados, carnes en conserva y un sinnimero de productos
de consumo directo con caracteristicas muy variadas y en diferentes presentaciones
(Sindelar y Milkowski, 2011). Para la elaboracion de estos productos de salsamentaria, se
usan muy diversas materias primas, insumos y aditivos, los cuales por normatividad deben
ser aprobados por los organismos de control de cada pais, en el caso de Colombia por el

Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos - INVIMA.

Dentro de los aditivos mas utilizados estén los nitratos y nitritos, cuyas funciones ya se han
descrito, y que se usan solos 0 en combinacion con otros aditivos y en proporciones muy
variadas, buscando los efectos sensoriales y de conservacion deseados segun cada
producto. Sin embargo, como ya se ha anotado, estas sustancias afiadidas, ademas de
propiciar los efectos positivos ya descritos, también plantean un reto importante y son sus
posibles aspectos negativos que atentan contra la salud del consumidor final, como son
algunos efectos cancerigenos, desarrollo de enfermedades cardiovasculares vy

neurologicas y alteraciones funcionales de algunos érganos, entre otras (Gassara et al.
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2016; Govari and Pexara, 2015). A mediados del siglo XX, se comenzaron a plantear estos
problemas relacionados con la salud humana y numerosos investigadores empezaron a
buscar alternativas para la sustitucion de los nitratos y nitritos por alternativas de origen
natural, de tal forma que se produjeran los mismos efectos de conservacion y coloracion

deseados, sin que se plantearan efectos nocivos para la salud (Alahakoon et al. 2015).

Como producto de estas investigaciones, han surgido diversas alternativas, algunas con
mejores resultados que otras, en cuanto a caracteristicas técnicas y sensoriales, asi como
también en relacién a los costos de produccion. Algunas vitaminas como el a-tocoferol,
cumplen funciones antimicrobianas, pero su uso queda restringido ya que, gracias a su alto
costo, encarecen los productos carnicos y pueden afectar el sabor de los mismos. Las
especias y condimentos tales como el romero, el orégano, la pimienta negra, el ajo, el
jengibre, la canela, entre otras, son otra alternativa importante a considerar ya que poseen
propiedades antibacterianas y antioxidantes, ademas de que algunas de ellas estimulan el
crecimiento de bacterias acido lacticas que ayudan a extender la vida util del producto
céarnico final, pero que generalmente afectan el sabor y el olor de los mismos (Gassara et
al., 2016; Shahat et al. 2016). Otra alternativa probada han sido los extractos de las pulpas
de frutas o de sus subproductos, los cuales han sido incorporados a diferentes matrices
carnicas en el desarrollo de productos tradicionales o innovadores como conservantes,
gracias a su alto contenido de compuestos fendlicos, los cuales poseen propiedades

antimicrobianas y antioxidantes (Ahmad et al. 2015).

Finalmente, se puede anotar que existen grandes alternativas para incrementar la
exploracién de la accion de diversos productos naturales de origen vegetal sobre las
caracteristicas funcionales de los productos carnicos conducentes a mejorar la
conservabilidad de los mismos, sin que se alteren sus propiedades nutricionales vy
sensoriales, lo cual, ademas, conllevaria a garantizar una mejor calidad de vida de los

consumidores al minimizar la posible fuente e ingesta de sustancias nocivas.
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4. Materiales y meétodos

4.1. Lugar de desarrollo de la investigacién

El estudio se llevo a cabo en el municipio de Palmira del departamento del Valle del Cauca
(Colombia), en los laboratorios de Tecnologia de Frutas y Hortalizas y Tecnologia de
Carnes de la Universidad Nacional de Colombia — Sede Palmira. Municipio localizado en la
region sur del departamento del Valle del Cauca a 1.001 msnm y con una temperatura
media de 23°C. Su cabecera esta situada a 3° 31’ 48” de latitud norte y 76° 81’ 13™ de
longitud oeste.

4.2. Material de estudio

Los residuos de las frutas utilizadas para la investigacibn en grado de madurez 5,
compuestos por el epicarpio y restos del mesocarpio de papaya y guayaba (10 kg) cada
una, fueron adquiridos en diferentes puntos de venta del mercado municipal de la ciudad
de Palmira, Valle del Cauca, Colombia. Las muestras fueron clasificadas excluyendo el
material con presencia de dafios mecénicos, zonas oscuras o0 coloracion anormal.
Inicialmente, las muestras seleccionadas se sumergieron en una solucion de hipoclorito a
150 ppm durante 20 minutos, después se lavaron con abundante agua potable y se
colocaron en bolsas de polietileno para ser sometidas a congelaciéon durante 24 horas
(Ordofiez-Santos, et al. 2014). Para la investigacion se utilizaron los epicarpios de dichas
frutas por separado, los cuales se sometieron a un proceso de liofilizacién. Posteriormente,
se molieron, se les realiz6 un tamizaje obteniendo diferentes tamafios de particulas (0,074,
0,15, 0,18 y 0,25 mm), y se procedio a la extraccion de los pigmentos carotenoides por
ultrasonido, obteniendo como resultado los extractos oleaginosos de ambos epicarpios.
Finalmente, dichos extractos se adicionaron a una matriz carnica (salchichas Frankfurt) en
diferentes concentraciones (Tabla 4-1). Para cada grupo de salchichas Frankfurt (uno para

el andlisis con extracto de papaya y el otro para el andlisis con extracto de guayaba) se
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tomaron diferentes concentraciones de nitritos y de extracto oleoso de carotenoides y se

procedié a hacer los muestreos por triplicado.

Tabla 4-1. Porcentaje de nitritos y carotenoides en cada lote de experimentacién

. Extracto oleoso
0 )
Lote Nitritos, % (Carotenoides), %
Control 100 0 N/A
t; gg ég Carotenoides extraidos
del epicarpio de papaya
L3 25 75
L4 75 25 Carotenoides extraidos
L5 50 50 del epicarpio de
L6 25 75 guayaba

4.3. Metodologia para la determinacion de la concentracion de los pigmentos

carotenoides en los residuos de papaya y guayaba

Para dar cumplimiento al primer objetivo planteado en la presente investigacion se

desarroll6 la siguiente metodologia.

4.3.1. Obtencién de las harinas de epicarpio de papaya (HEP) y epicarpio de guayaba
(HEG)

Las muestras de epicarpio de papaya y guayaba congeladas se sometieron a un proceso
de deshidratacién por liofilizacion utilizando un equipo liofilizador de bandejas marca
LABCONCO, USA, de 18 L de capacidad, a presiéon de vacio de 0,120 mbar y temperatura
del condensador de -80°C durante 24 horas. Una vez obtenidas las muestras liofilizadas se
procedié a molerlas, utilizando un molino IKA M-20s3, USA hasta obtener una harina, la
cual se tamizé para obtener los diferentes tamafios de particulas ya mencionados, se
empacaron en bolsas de polietileno al vacio y se mantuvieron a temperatura de
refrigeracion (5 £ 1°C) hasta el momento de realizar los analisis correspondientes (Ordofiez-
Santos et al., 2015).

4.3.2. Determinacion de los parametros fisico-quimicos de la HEP y la HEG
Las harinas de papaya y guayaba se sometieron, por separado, a los siguientes analisis:

rendimiento en peso (%), pH, determinacion de solidos solubles (°Brix), determinacion de

acidez titulable (%), determinacion del contenido de humedad (%), determinacién de la
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actividad de agua (Aw) y determinacién de los parametros de color CIEL*a*b*. Ademas de
lo anterior, se determin6 el contenido de carotenoides, la actividad antioxidante y el

contenido de compuestos fendlicos. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

4.3.2.1. Determinacion del rendimiento de las HEP y HEG, %

Se midié el peso del epicarpio de ambas frutas tanto en fresco como después de los
procesos de liofilizacion y molienda segun la metodologia propuesta por Ayala-Aponte et

al. (2017), y se calcul6 el rendimiento mediante la siguiente ecuacion (Ecuacion 1):
R =2 x100 (Ec. 1)
w?2

Donde:
R — rendimiento, (%)
w1 — peso del epicarpio después de la liofilizacion y molienda, (g)

w2 — peso del epicarpio antes de la liofilizacion y molienda, (g)

4.3.2.2. Determinacion del pH en las HEP y HEG

De cada una de las muestras a analizar se pesé 1 g y se coloc6 en un vaso de precipitado
afadiéndole 10 ml de agua destilada con agitacion permanente hasta obtener una solucion
homogénea. Con la ayuda de un pH-metro (MP230, Metter Toledo, Suiza), calibrado con
soluciones tampdén de pH 7 y pH 4 al 10% (p/p), se midi6 el pH de las harinas, segun la
Norma Técnica Colombiana NTC — 4592 (ICONTEC, 1999b).

4.3.2.3. Determinacion de los sdlidos solubles en las HEP y HEG, (°Brix)

Para la determinacion de los soélidos solubles presentes en cada una de las harinas a
analizar, se peso en un beaker de 250 ml una muestra de 10 g, se le adicion6 agua destilada
en relacion de 1:10 y se someti6 a agitacion permanente hasta obtener una mezcla
homogénea. Sobre el prisma inferior de un refractometro (POCKET ATAGO PAL - 1,

Japon) se colocé una alicuota de la mezcla y se realiz6 la respectiva medicion. El resultado
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se expreso en °Brix de acuerdo con la Norma Técnica Colombiana NTC — 4624 (ICONTEC,
1999a).

4.3.2.4. Determinacion de la acidez titulable en las HEP y HEG, (%)

El procedimiento para la determinacion de la acidez titulable se desarrollé de acuerdo con
la Norma Técnica Colombiana NTC — 4623 (ICONTEC, 1999c). Para esto, en un beaker de
250 ml se coloc6 1 g de la muestra, se le adicionaron 10 ml de agua destilada y se agitd
permanentemente hasta obtener una mezcla homogénea. Se agregaron tres gotas de
fenolftaleina como indicador, y se titulé con una solucion 0,1 N de NaOH hasta obtener un
pH 8,1 — 8,2. El porcentaje de acidez se calculé mediante la siguiente ecuacion (Ecuacion
2):

(ml NaOH x 0,1 x F.Equt)
ml muestra

% Acidez = x 100 (Ec. 2)

4.3.2.5. Determinacion del contenido de humedad en las HEP y HEG, (%)

Se pesaron 0,5 g de la muestra y se colocaron en un crisol a 105°C en un analizador
halégeno de humedad HB43-S Metter Toledo, Suiza de acuerdo con el método AOAC

925.09 (AOAC, 2005). El contenido de humedad se expresé en porcentaje de peso humedo.

4.3.2.6. Determinacion de la actividad de agua en las HEP y HEG

Para la determinacion de la actividad de agua (Aw) de las muestras de la referencia, se
utilizé un equipo Aqualab, 4te., USA y se procedié de acuerdo con la AOAC 978,19B
(AOAC, 1998).

4.3.2.7. Determinacion de los parametros de color en las HEP y HEG

Para la determinacién de los pardmetros de color CIEL*a*b* (Commission Internationale de
L’Eclairage) L*, a* y b* se utilizé un colorimetro modelo Konica Minolta Meter CR-100,
Osaka, Japon. Para esto, se usé un iluminante D65, con un area de medicién de 8 mm de

didmetro y un observador a 2° como referencia. El colorimetro fue calibrado con una placa
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de ceramica blanca con valores de referencia Y = 89,5, x =0,3176, y = 03347 (Fiorda et al.,
2015). Con base en estos parametros se calcularon la tonalidad o angulo de tono (h°) y la
cromaticidad o indice de saturacién (C) utilizando las siguientes ecuaciones (Ecuacion 3y
4):

*

h° = arctan% (Ec. 3)
C° = (a**+ b )12 (Ec. 4)
4.3.2.8. Determinacion de los pigmentos carotenoides en las HEP y HEG

Para la determinacion del contenido de carotenoides totales en las muestras de harina se
procedié de acuerdo con lo planteado por Ordofiez et al., (2014). Para esto, se pesaron 0,1
g de cada una de las muestras y se colocaron en tubos de ensayo previamente recubiertos
con papel aluminio y a cada uno se le agregaron 7 ml de una mezcla de etanol/hexano (4:3
v/v). Bajo agitacion permanente durante una hora, utilizando una mesa agitadora Orbital
marca mrc Modelo TOS-4030F USA, los tubos se colocaron a una temperatura de 16°C y
se les adicion6 1 mL de agua destilada, agitandolos por cinco minutos mas. Transcurrido
este tiempo, se centrifugd a 4500 rpm durante diez minutos utilizando una centrifuga marca
HETTICH Ref. 1401-01, Bonn, Alemania. Finalmente, se tomaron tres mililitros de la fase
organica utilizando una pipeta Pasteur y con la ayuda de un espectrofotémetro (Jenway,
6320D, Inglaterra) se realizaron lecturas de absorbancia a longitudes de onda 444, 450,
451 y 472 nm utilizando hexano como blanco. Para los célculos de la concentracién (mg/100
g de muestra) se utilizaron los siguientes coeficientes de extincién (E%) en hexano 2560,
2800, 2460 y 3450 respectivamente para [(-caroteno, a-caroteno, [(-criptoxantina,

zeaxantina y licopeno, a través de la ecuacion de Lambe-Beer (Ecuacién 5):

*V/ % 3
c.T.= 2219 (Ec. 5)

E1%xw
Donde:
A — absorbancia a determinada longitud de onda (450 nm para (3-caroteno, 444 nm para a-

caroteno, 451 nm para B-criptoxantina, 451 nm para zeaxantina y 472 nm para licopeno.

V — volumen del extracto en ml.
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W — peso de la muestra en gramos.

E (1%) — coeficiente de extincion para una solucion al 1% en hexano.

4.3.2.9. Determinacion de la actividad antioxidante — DPPH en las HEP y HEG

La actividad antioxidante se expresé como el porcentaje de inhibicion del radical DPPH
(2,2,-diphenyl-1-picrylhydrazyl radicales, marca Sigma-Aldrich Chemical) y el procedimiento
se realiz6 de acuerdo con la metodologia propuesta por Martinez-Girén et al. (2017).
Inicialmente, se pesaron en una balanza analitica 0,25 g de cada una de las muestras (HEP
y HEG) y se introdujeron en un Erlenmeyer cubierto con papel aluminio. A cada Erlenmeyer
se le adicionaron 25 ml de metanol y se sometieron a agitacion durante un minuto.
Posteriormente, las soluciones se filtraron hasta obtener los respectivos extractos. Se tomo
un mililitro de cada extracto y dos mililitros de DPPH 0,1 mM recién preparado. Estas
muestras y una muestra control (sin adicion de DPPH) se dejaron reposar en un sitio oscuro
durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente, haciendo uso de un
espectrofotometro (Jenway, 6320D, Inglaterra), se obtuvieron las absorbancias, para las
muestras y para el control, a una longitud de onda de 517 nm. Por medio de la siguiente
ecuacion (Ecuacion 6), se calcul6 el porcentaje de actividad antioxidante (AA%), para cada

una de las muestras analizadas.

A - A
%AA — 517 Control 517 Muestra X 100 (EC 6)
As17 control

Donde:

A517 — lectura de absorbancia a 517 nm

4.3.2.10. Determinacion de los compuestos fendlicos en las HEP y HEG

La cuantificacion de los compuestos fendlicos se desarrollé de acuerdo con el método de
Folin-Ciocalteu propuesto por Singleton et al. (1999). Se tomaron 0,5 g de cada una de las
muestras (HEP y HEG) y se colocaron en respectivos Erlenmeyer de 50 ml cubiertos con
papel aluminio. A cada uno de los Erlenmeyer se les adicionaron 10 ml de una mezcla de
etanol-agua en relacién 80:20 (v/v). Las mezclas obtenidas se mantuvieron en constante

agitacion por tres minutos y a temperatura ambiente. Seguidamente, las mezclas se
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sometieron, durante 20 minutos a 25°C, al proceso de extraccion por ultrasonido, en un
equipo Ultrasonic Cleaner-DC PowerFull-Hagavish, Israel. Acto seguido, las mezclas se
filtraron y 0,5 g del filtrado se diluyeron en agua destilada y se adicionaron con 0,5 ml del
reactivo de Folin-Ciocalteu. Transcurridos tres minutos de reaccién, bajo condiciones de
temperatura ambiente, se les adicion6 un mililitro de carbonato de sodio anhidrido al 20%
y se colocaron en un bafio térmico programado a 45°C por 15 minutos. Las muestras se
dejaron enfriar y se procedi6 a hacer lecturas de absorbancia en un equipo
Spectrophotometer Jenway 6320D, Inglaterra, a una longitud de onda de 765 nm. Usando
acido galico como patron se construyé una curva de calibracion y los resultados se
expresaron en mg de acido galico equivalentes por gramo de extracto de HEP o de extracto

de HEG, respectivamente.

4.3.3. Disefio experimental

El disefio experimental correspondié a un disefio aleatorio simple de un factor con dos
tratamientos, equivalente a cada una de las harinas de epicarpio de papaya y guayaba
(HEP y HEG). Cada tratamiento se llevd a cabo por triplicado. Se realizé un analisis de T-
Student para identificar las diferencias entre los tratamientos, a un nivel de significancia de

p<0,05. Todos los analisis se realizaron usando el software SPSS para Windows v. 24.

4.4, Optimizacion de la extraccién de los pigmentos presentes en las HEP y HEG

Para dar cumplimiento al segundo objetivo planteado en la presente investigacion se

desarrollé la siguiente metodologia.

4.4.1. Determinacién de los factores que afectan la extraccidn asistida por ultrasonido

La optimizacién de la extraccion de los pigmentos carotenoides presentes en las HEP y
HEG, se realizdé de acuerdo con el método propuesto por Ordofiez-Santos et al. (2015),
utilizando aceite de girasol como reactivo extractor. Inicialmente, se realiz6 una revision de
literatura con el fin de determinar los rangos de las variables a trabajar en el proceso de
extraccion asistida por ultrasonido. Las variables consideradas fueron: potencia del equipo
de ultrasonido, temperatura del proceso, tiempo de extraccién, relacion harina-aceite y

tamafio de la particula de la harina (Boukroufa et al. 2017; Goula et al. 2017; Li et al. 2013;
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Xu and Pan, 2013). Utilizando el disefio experimental Plackett — Burman, se determinaron
los factores que afectan la extraccion por ultrasonido, de los pigmentos carotenoides de las
HEP y HEG. En la Tabla 4-2 se muestran los parametros de operacién de extraccion

asistida por ultrasonido.

Tabla 4-2. Parametros de operacion de extraccién asistida por ultrasonido

Parametro -1 +1
Potencia (W) 80 240
Temperatura (°C) 30 60
Tiempo (min) 30 60
Relacion muestra/solvente (g/ml) 0,0064 g/ 4 mi 0,032g/4ml
Tamaiio de particula (mm) 0,074 0,250

4.4.1.1. Determinaciéon de los puntos centrales para el proceso de optimizaciéon de

extraccion asistida por ultrasonido

Para la determinacion de los puntos centrales a aplicar en el proceso de optimizaciéon se
usaron los parametros de potencia fijos, previamente definidos en 240 watt gracias al disefio
Plackett — Burman utilizado previamente en esta investigacion, ya que se encontré que este
parametro no es un factor influyente en el proceso de extraccion. Por el contrario, para los
demas factores de operacion (temperatura, tiempo, relacion muestra/solvente y tamafio de

la particula) si se hall6 afectacién sobre el proceso de extraccion (Tabla 4-3).

Tabla 4-3. Parametros referentes a los puntos centrales para la optimizacion del proceso

de extraccion

Parametro Niveles de operacion Valor fijo Autor
Temperatura (°C) 20, 30, 40, 50, 60 40 Li et al. (2013)
. . Goula et al. (2017);
Tiempo (min) 20, 30, 40, 50, 60 30 Xu and Pan (2013)
Relacion Li et al. (2013);
muestra/solvente (g/ml) 1710, 2/10, 4/10, 5/10 2110 Goula et al. (2017)
Tamafio de particula 0,074, 0,15, 0,18, 0,25 0,074 Chemat et al. (2011)

(mm)

4.4.1.2. Proceso de optimizacién de la extraccion asistida por ultrasonido, de
pigmentos carotenoides de HEP y HEG

En las tablas 4-4 y 4-5 se muestran los parametros definidos para la optimizaciéon del
proceso de extraccion de pigmentos carotenoides asistida por ultrasonido, tanto para la

HEP como para la HEG. Debido a que las condiciones del laboratorio eran mas propicias
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para mantener constantes los siguientes factores: potencia del equipo de ultrasonido (240

W) y tamafio de particula (0,074 mm), se trabajé con esto valores.

Tabla 4-4. Optimizacién del proceso de extraccidn de pigmentos carotenoides para la

HEP
-1 0 +1
Temperatura (°C) 30 40 50
Tiempo (min) 60 70 80
Relacion muestra 0,0128 0,0192 0,0256
/solvente (g/4ml)

Tabla 4-5. Optimizacién del proceso de extraccidon de pigmentos carotenoides para la

HEG
1 0 +1
Temperatura (°C) 40 50 60
Tiempo (min) 20 30 40
Relacion muestra 0,0128 0,0192 0,0256
/solvente (g/4ml)

4.4.1.3. Extraccién total de carotenoides en el proceso de optimizacion asistida por
ultrasonido

El contenido total de carotenoides (mg B-caroteno / 100 g) se determind en cuatro mililitros
del extracto oleoso por espectrofotometria frente a aceite de girasol como blanco, segun la
metodologia propuesta por Ordofiez-Santos et al. (2015). El rendimiento de carotenoides

se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion (Ecuacion 7):

Carotenoides como B — carotenoide (mg/100 g) de harina de epicarpio = A;V‘;/P x 100 (Ec.7)

*

Donde:

A — absorbancia a Assa

V — volumen de aceite pigmentado recuperado

P — peso molecular en g/mol

E — coeficiente de extincion molar (7,1 * 10 * Mt cm?)

W — peso de harina de epicarpio (gr)
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4.4.2. Disefio experimental

La optimizacion del proceso de extraccion de los carotenoides se llevo a cabo utilizando la
metodologia de superficie de respuesta (RSM). Se aplicé un disefio Box-Behnken de tres
niveles y tres factores consistentes en quince ejecuciones experimentales, incluidas tres
repeticiones en el punto central. Las variables fueron la temperatura (X1, °C), el tiempo de
extraccién (Xz, min) y la relacién harina/Aceite (X3, gr/ml) aplicadas en la ecuacién
polindbmica de segundo orden, que incluye todos los términos de interaccion, para calcular

la respuesta buscada (Ecuacion 8).
Y = Bo+ Yi;BiXi + i, piiX? + T3, BijXiXij (Ec. 8)

Donde:

Y — variable de respuesta

o — es una constante

Bi, Bii, Bij — coeficientes de los términos lineales, cuadraticos e interactivos respectivamente

Xi, Xij — variables independientes (i # j)

En consecuencia, Bi, Bii y Bij representan las respectivas variables independientes
codificadas. Se utilizo FIT, R2, y CV% como parametros de ajustes para seleccionar el
mejor modelo. El nivel de significancia se determind mediante una ANOVA. La diferencia
entre las medias de los tratamientos se determiné utilizando la prueba de Tukey, con una

probabilidad para diferencias significativas de p<0,05.

4.5. Efecto de la aplicacion de los pigmentos carotenoides obtenidos a partir de las
HEP y HEG en salchichas Frankfurt

Para dar cumplimiento al tercer objetivo planteado en la presente investigacion se desarrollo

la siguiente metodologia.

La evaluacion del efecto de los pigmentos carotenoides en salchichas Frankfurt se
desarrollé en dos fases: la primera consistié en determinar el nivel 6ptimo de concentracion

de pigmentos carotenoides adicionados a las salchichas y la segunda se centr6 en evaluar
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la estabilidad en el tiempo de las salchichas adicionadas con la concentracion de pigmentos

definida en la primera fase.

45.1. Determinacion del nivel o6ptimo de concentraciobn de los pigmentos

carotenoides

En la primera fase se evaluaron tres concentraciones de adicion de extracto lipidico de
carotenoides obtenidos en el objetivo uno (25%, 50% y 75%) para cada una de las harinas
de epicarpio objeto de estudio (papaya y guayaba). Para esto, se elaboraron siete lotes de
salchichas Frankfurt, tres para el analisis de la adicion de los carotenoides obtenidos a partir
de la HEP y tres para el andlisis de la adicién de los carotenoides obtenidos a partir de la
HEG y un séptimo lote como control sin adicién de carotenoides, como se aprecia en la
tabla 4-1.

45.1.1. Elaboraciéon de las salchichas Frankfurt

La elaboracion de las salchichas se llevo a cabo en el Laboratorio de Tecnologia de Carnes
de la Universidad Nacional de Colombia — Sede Palmira. Para la fabricacion de las
salchichas se utilizé carne de cerdo (pH 6,3) y rebanado (tocino sin piel) de calidad
comercial, adquiridos en un supermercado de la ciudad de Palmira, Valle del Cauca,
Colombia. El extracto oleoso de los carotenoides fue elaborado a partir de los residuos de
papaya y guayaba, conformados por el epicarpio y restos del mesocarpio, los cuales se
obtuvieron previamente en el Laboratorio de Frutas y Hortalizas de la Universidad Nacional
de Colombia — Sede Palmira. Los demas insumos y aditivos utilizados en la formulacién de
las salchichas fueron adquiridos en supermercados de la misma ciudad y en una casa
comercializadora de insumos para la industria alimenticia de la ciudad de Cali, Valle del
Cauca, Colombia. Para su adquisicion se tuvo en cuenta que correspondieran a los aditivos
tradicionalmente utilizados para la elaboracion de productos carnicos embutidos y que
estuvieran avalados por la legislacion colombiana a través del registro otorgado por el
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos — INVIMA. La formulacion
utilizada para la elaboracién de los diferentes lotes de salchichas se ajusté a lo estipulado
en la Norma Técnica Colombiana NTC 1325 (ICONTEC, 2008), y se tomé de Pinzo6n et al.,

(2015) con algunas modificaciones como se aprecia en las tablas 4-6 y 4-7.
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El esquema tecnolégico para la elaboracion de las salchichas se muestra en la Figura 4-1.

1. Recepcion de materias primas. La carne de cerdo y el rebanado (tocino sin piel) que se
utilizaron para la elaboracion de las salchichas de los diferentes lotes correspondieron a
materias primas de alta calidad, con ausencia total de olores extrafios y permanecieron bajo
condiciones de congelacion desde el momento de su adquisiciébn hasta su uso para el

desarrollo de la investigacion. Se trabajé con carne magra libre de tejido conectivo.

Tabla 4-6. Formulacion base de las salchichas elaboradas

Ingredientes Porcentaje de inclusién en la formulacion, %
Carne: pulpa de cerdo (pH 6,7) 65
Grasa: rebanado de cerdo 16
Harina de trigo 5
Hielo 10
Demas insumos y aditivos* 4
Total 100

*Se encuentran descritos en la tabla 4-7

Tabla 4-7. Insumos y aditivos utilizados en la elaboracion de las salchichas (salchicha

control)
Insumos y aditivos % Peso con re_IaC|c')n ala
masa cérnica (g9/kg)
Sal 0,846 7,0
Azlcar 0,242 2,0
Ajo 0,459 3,8
Cebolla en polvo 0,060 0,5
Pimienta 0,060 0,5
Fosfatos 0,484 4,0
Condimento salchicha 1,208 10,0
Glutamato monosédico 0,121 1,0
Acido ascorbico 0,121 1,0
Nitritos 0,398 3,3
Total 4,000 33,1

2. Descongelacion de la carne. Debido a que la carne permanecié 24 horas bajo
condiciones de congelacion, fue necesario someterla a descongelacion para el desarrollo
de la experimentacion. Este proceso se realizé al aire a temperatura ambiente (26°C)

durante cuatro horas, hasta obtener una temperatura de 3°C en la parte interna del masculo.

3. Pesaje de las materias primas e insumos. El pesaje de los diferentes ingredientes se
realizé de acuerdo con la férmula establecida para salchichas Frankfurt. Para la carne y el
rebanado se utiliz6 una bascula marca Javar JAV-700, Bogota, Colombia, con capacidad

de hasta 300 kilogramos. Para los insumos y aditivos, el pesaje se realizé en una balanza
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marca OHAUS Model AV8101, Ohaus Corporation, USA, con capacidad de hasta 500
gramos, utilizando para ello vasos plasticos debidamente rotulados. Una vez pesados todos

los ingredientes, se colocaron en un sitio limpio y libre de cualquier tipo de contaminacion.

Recepcién de materias primas —>| Materia prima no

\l/ conforme
Descongelacion de la carne
Pesaje de materias primas e
in’Rlimn<
Troceado de lacarneylagrasa | —> | Tendonesy
\l/ huesos
Ingredientesy | — Cuteado — Elaboracion de la
aditivos eamiilcidn cArnica
Tripa artificial | —> Embutido

\

Amarrado de las salchichas

\

Escaldado de las salchichas

N\

Enfriado de las salchichas

v

Colgado y secado de las
calchichag

v

Empacado de las salchichas en
Bolsas de —> bolsas de polietileno
Polietileno Jb

Sellado al vacio y
almacenamiento de las salchichas

Figura 4-1. Proceso tecnolégico para la elaboracion de las salchichas
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4. Troceado de la carne y la grasa. La carne y la grasa se trocearon en fragmentos de
aproximadamente 3 cm de lado, utilizando para ello cuchillos en acero inoxidable
debidamente afilados. Durante este proceso se retiraron fragmentos de tejido conectivo
presentes en la carne, asi como también restos de grasa superficial. La operacion se realizd
sobre tablas de acrilico lavadas y desinfectadas, procurando hacerlo lo mas rapido posible

para evitar un aumento en la temperatura de la carne y la grasa.

5. Cuteado — Elaboracion de la emulsién carnica. Para el desarrollo de esta operacién, se
utilizé un cutter marca Cutter CM-21 Mainca, Barcelona, Espafia. La carne y la grasa,
previamente troceadas, se colocaron en la artesa del cutter, afiadiéndoles en primera
instancia la sal y los polifosfatos con el fin de lograr una mejor extraccion de la proteina
miofibrilar. Posteriormente, se le adicionaron los demas insumos y aditivos, dejando las
harinas para lo ultimo, hasta que se obtuvo una emulsién homogénea y controlando
permanentemente la temperatura para que no superara los 12°C. Para cada lote de
salchichas, la cantidad de nitritos y de extracto oleoso (carotenoides) obtenidos a partir de

la HEP y la HEG se adicion6 de acuerdo con lo estipulado en la tabla 4-8.

Tabla 4-8. Cantidad de nitritos y de extracto de HEP y HEG adicionados a cada lote de

salchichas
" Extracto oleoso
0,
Lote Nitritos, % (Carotenoides)
% g/kg % g/kg
Control 100 3,300 0 0
L1 75 2,475 25 0,825 . .
L2 50 1.650 50 1.650 Cargtcie:acildigsdeextr:lc;ozdeI
3 25 0,825 75 2,475 picarpio ge papay
L4 75 2,475 25 0,825 . .
L5 50 1,650 50 1,650 Cagoﬁig‘r"?fzgxﬁdgsade'
L6 25 0,825 75 2.475 picarpio de guay

6. Embutido. La emulsién carnica se vacio en el depdsito de la embutidora procurando no
dejar pasar burbujas de aire. Para el proceso de embutido se utiliz6 una embutidora
hidraulica marca Javar EM-30, Bogota, Colombia y se embutié en tripa artificial (Amicel®)
calibre 22.

7. Amarrado de las salchichas. Con la ayuda de un cordel estéril, las salchichas se
amarraron manualmente a una distancia de 12 cm, lo cual correspondié a un peso

aproximado de 60 g, considerado el peso comercial de una salchicha.



Pigmentos carotenoides extraidos de residuos de papaya y guayaba 44

8. Escaldado de las salchichas. Las salchichas amarradas se llevaron al tanque de
escaldado, construido en acero inoxidable y accionado a gas. Previamente el tanque se
llend con agua y se calentdé hasta alcanzar una temperatura de 80°C. Las salchichas se
introdujeron al tanque y permanecieron en él hasta que alcanzaron una temperatura interna
de 72°C, medida con la ayuda de un termémetro de aguja marca Chektemp HI 9850,
England. Durante este proceso se dio la coagulacion de la proteina, lo cual se percibe en

la mejor consistencia de las salchichas.

9. Enfriado de las salchichas. Para cada uno de los lotes elaborados, las salchichas se
sacaron del tanque de escaldado y se colocaron en un recipiente con agua fria y hielo, con
el fin de crear un choque térmico necesario para garantizar una destruccion total de

bacterias, para enfriarlas y para facilitar los procesos de empaque.

10. Colgado y secado de las salchichas. Las salchichas enfriadas se colgaron en las
perchas del cuarto de secado, en donde permanecieron de tres a cuatro horas, hasta que
desaparecio la humedad superficial, paso importante para evitar el exudado dentro del

empaque a que van a ser sometidas posteriormente.

11. Empacado de las salchichas en bolsas de polietileno. Se usaron bolsas de polietileno
de alta densidad, especialmente disefiadas para empaque al vacio. Se introdujeron seis
salchichas por bolsa, cuidando de llevar el registro de cada uno de los lotes disefiados para
la experimentacién. Para esto se utilizaron rétulos autoadhesivos con codigos de referencia

por cada uno de los lotes experimentales de las salchichas.

12. Sellado al vacio y almacenamiento de las salchichas. Para el sellado al vacio de las
bolsas se utiliz6 una maquina de sellado al vacio de una sola camara marca Egarvac S.C.P.
Basic B Vacarises, Barcelona, Espafa. Las bolsas selladas y debidamente identificadas por
lote experimental se colocaron en un refrigerador convencional a temperatura de 6 = 2°C,
en donde permanecieron hasta el momento de su manipulacion para el desarrollo de la

investigacion.
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45.1.2. Andlisis realizados a los diferentes lotes de salchichas elaboradas

Para el desarrollo de la primera fase del tercer objetivo, las salchichas elaboradas, por cada
lote, fueron sometidas a diferentes andlisis: analisis proximal, determinacién del pH,
capacidad de retencion de humedad (CRA), determinacion de la estabilidad de la emulsion,
determinacion de la actividad de agua (Aw), determinacion del perfil de textura (APT),
determinacion de las coordenadas de color CIEL*a*b*, evaluacién sensorial y analisis

microbioldgico.

4.5.1.2.1. Anélisis proximal

La determinacion del andlisis proximal de las salchichas de cada uno de los lotes planteados
en la investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Nutricion Animal de la Universidad
Nacional de Colombia — Sede Palmira y se determin6 de acuerdo a los métodos
establecidos por la Association of Official Analytical Chemists — AOAC (AOAC, 1990):
materia sea, método AOAC 934.01, proteina medida como N x 6,25, método Kjeldahl AOAC
940.25, lipidos, método AOAC 920.39, cenizas, método AOAC 942,05 en mufla marca
Fisher Scientific 550-58, USA y carbohidratos por diferencia del analisis proximal.
Adicionalmente, se determiné el valor calérico de las salchichas segun el método de la

bomba calorimétrica de Berthelot — Malher.

4.5.1.2.2. Determinacion del pH

Para la medicion del pH en las salchichas, se utiliz6 un medidor de pH digital marca Metter
Toledo MP 230 Suiza, segun la metodologia propuesta por Dzudie et al. (2002). El pH-metro
se calibré con una solucién tampén al 10% (p/v) de agua destilada y se homogenizo6 en un
mezclador a 1900 rpm durante un minuto usando un homogenizador polytron marca T25-
B, IKA, Malasia.

4.5.1.2.3. Capacidad de retencion de humedad (CRA)

Siguiendo la metodologia propuesta por Dzudie et al. (2002), con algunas modificaciones,
se determiné la capacidad de retencion de humedad de las salchichas elaboradas. Para

esto, se tomd una muestra de 0,5 g de cada una de las salchichas por lote de investigaciéon
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y se colocé en un papel de filtro grado 1, sometiéndola a la presién de un kilogramo ejercida
por dos placas de plexiglas durante 20 minutos. El &rea de la salchicha prensaday el liquido
extraido de la misma se determinaron usando el software ImageJ (Image J® 1,40 g, Wayne
Rasband, National Institutes of Health, (USA). La capacidad de retencion de humedad

(CRA) se definié usando las siguientes ecuaciones (Ecuacién 9 y 10)

. area total de la superficie—area de la salchicha prensada) x 61.1 x 100
Agua liberada = ( perf Pret ) (Ec.9)
humedad total de la muestra de salchicha
CRA (%) = 100 — (%)agua liberada (Ec.10)

45.1.2.4. Determinacion de la estabilidad de la emulsién

Para la determinacion de la estabilidad de la emulsion carnica, se tomaron 30 g de la
emulsién de cada uno de los lotes directamente del cuter y se colocaron en cajas Petri para
su posterior analisis. Para cada caso se prepard una suspension que se colocé en tubos
Falcon de 15 ml previamente pesados y adicionados con 6 g de emulsion carnica, los cuales
seguidamente se colocaron en los respectivos soportes en la centrifuga. Previamente, los
tubos Falcon se calentaron a 75 + 1°C durante 30 minutos y se dejaron reposar. La
centrifugacién se llevé a cabo a 3600 rpm durante cinco minutos a 25°C, siguiendo la
metodologia propuesta por Choe et al. (2013) y por Yasumatsu et al. (1972). Finalmente, la

estabilidad de la emulsion se calcul6 por medio de la siguiente ecuacion (Ecuacion 11):

Peso de la masa de emulsion carnica en el tubo después del drenaje de la capa lipidica
£ ! PP x100  (Ec. 11)

%Ee =

Peso d ela masa de emulsion carnica en el tubo antes del calentamiento

4.5.1.2.5. Determinacion de la actividad de agua (Aw)

La determinacion de la actividad de agua (Aw) se desarrollé6 de acuerdo con el standard
AOAC 978.19 (AOAC, 2000) utilizando un higrometro previamente calibrado marca
AquaLab 4te. USA. Para esto se tomé una muestra de cada una de las salchichas a evaluar
y se colocé en la camara del medidor sin sobrepasar la altura minima, lo que permitié
obtener mediciones exactas. Este pardmetro se determind para cada lote de salchichas a

evaluar.
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4.5.1.2.6. Determinacion del perfil de textura (APT)

El perfil de textura (APT) de las diferentes salchichas elaboradas se determin6 de acuerdo
a la metodologia propuesta por Savadkoohi et al. (2014) utilizando un texturébmetro
universal marca Shimadzu, Tester EZTest EZ-S, Japén. Para la medicion se tomé una
rodaja de salchicha de cada uno de los lotes de investigaciéon de 15 mm de espesor y se
dej6 reposar durante una hora a temperatura ambiente dentro de una bolsa de polietileno
para evitar la pérdida de humedad. Posteriormente, se colocé en medio de dos placas
paralelas axiales, las cuales se comprimieron al 50% de su altura original (deformacion del
50%) a una velocidad establecida de 60 mm/min con una sonda de compresion plana
cilindrica de aluminio sin intervalo de espera entre las dos compresiones. Con base en los
resultados se analizaron: el esfuerzo de dureza (Newton), medido como la fuerza maxima
necesaria para llevar a cabo la primera compresion, la cohesividad (adimensional), medida
como la relacién entre el area positiva debajo de la curva durante la segunda compresion y
el area debajo de la curva de la primera compresion, la elasticidad (mm) distancia recorrida
desde la muestra inicial después de la primera compresion, masticabilidad (N mm) es el
producto de multiplicar la dureza por la cohesividad y por la elasticidad, la adhesividad (N
mm) es el area de la fuerza negativa y representa el trabajo necesario para despegar el
piston compresor de la muestra y la gomosidad (N) que se representa por el producto de la

dureza multiplicada por la cohesividad.

45.1.2.7. Determinacion de las coordenadas de color CIEL*a*b*

Las salchichas de cada lote se sometieron al analisis de las coordenadas de color CIE
(Commission Internationale de L’Eclairage) L*, a* y b* en cinco puntos diferentes siguiendo
la metodologia propuesta por Ordofiez-Santos et al. (2015). Se hizo uso de un colorimetro
modelo Konica Minolta Meter CR-100, Osaka, Japéon. Como referencia se utilizé un
iluminante D65 con un area de medicién de 8 mm de diametro y un observador a 2°. El
colorimetro fue calibrado con una placa de ceramica blanca con valores de referencia Y =
89,5, x=0,3176,y = 0,3347 (Fiorda et al., 2015). Para cada lote de salchichas, se tomaron
tres muestras cilindricas de 5 cm de longitud, haciéndoles un corte longitudinal para analizar
el color interno de las mismas. Las mediciones de color se expresaron en términos de
luminosidad L* (L* = 0 para el negro y L* = 100 para el blanco) y los parametros de

cromaticidad a* (verde [-] y rojo [+]) y b* (azul [-] y amarillo [+]). Con base en estos
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pardmetros se calcularon la tonalidad o angulo de tono (h°) y la cromaticidad o indice de

saturacion (C) utilizando las siguientes ecuaciones (Ecuacion 12 y 13):

*

h° = arctan% (Ec. 12)
C°= (a**+ b#?)V/? (Ec. 13)
La diferencia total del color (AE) se calculé mediante la siguiente ecuacion (Ecuacion 14):

AE = [(AL)? + (Aa)? + (Ab)?]V/? (Ec. 14)

45.2.1.8. Evaluacion sensorial de las salchichas elaboradas

Con el fin de conocer la aceptabilidad de las diferentes salchichas elaboradas, se evaluaron
las caracteristicas sensoriales de las mismas. Se tuvo en cuenta los siguientes parametros
cualitativos: olor, color, sabor, textura y aceptabilidad. La evaluacion se realizé en el dia
cero de almacenamiento de las salchichas. Las salchichas, de cada uno de los lotes
evaluados, se cortaron en trozos de 1,5 cm de largo y se sofrieron en aceite vegetal neutro.
Cada lote de salchichas fue identificado con nimeros aleatorios de tres cifras, de tal forma
gue no brindaran ninguna informacion a los evaluadores. Se aplicé una prueba de grado de
satisfaccién a 50 panelistas no entrenados de ambos sexos y de edades comprendidas
entre 17 y 65 afios. Se aplic6 una encuesta con escala hedoénica no estructurada de siete
puntos (1 = me disgusta muchisimo, 2 = me disgusta mucho, 3 = me disgusta poco, 4 = no
me gusta ni me disgusta, 5 = me gusta poco, 6 = me gusta mucho y 7 = me gusta
muchisimo) (Duizer and Walker, 2016; Baba et al., 2016).

4.5.2.1.9. Anélisis microbiolégico

Para las salchichas analizadas, se determinaron los siguientes analisis microbiolégicos:
Salmonella en 25 g segin norma NTC 4574 (2007), Escherichia coli UFC g* - ml segun
norma NTC 4458 (2007), recuento de Estafilococo Coagulasa Positiva UFC g - ml seguin
norma NTC 4779 (2007), recuento de esporas de Clostridium Sulfito Reductor UFC g — ml
segun norma INVIMA (1998), recuento de Aerobios Mesofilos Totales UFC g — ml segln

norma NTC 4519 (2009), recuento de Coliformes Totales UFC g — ml segiin norma NTC
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4458 (2007), deteccion de Listeria monocytogenes (ausencia) segun BIO-PR-174 V2
(2015).

4.5.1.3. Disefio experimental

Se utilizé un disefio aleatorio simple, los resultados obtenidos en cada uno de los analisis
desarrollados se muestran como la media aritmética de las tres repeticiones llevadas a cabo
para cada uno de los lotes planteados en la investigacion. El nivel de significancia para
todos los tratamientos se determind mediante una ANOVA de una via. La diferencia entre
las medias de los tratamientos se determiné utilizando la prueba de Tukey, con una
probabilidad para diferencias significativas de p<0,05. Para realizar los analisis estadisticos
se utilizé el software SPSS Statics 19, para Windows, 2010.

45.2. Evaluacién de la estabilidad de las salchichas adicionadas con la

concentracion definida de pigmentos

En la segunda fase del tercer objetivo se evalud la estabilidad del color en el tiempo, de las
salchichas adicionadas con los pigmentos carotenoides extraidos tanto del extracto
oleaginoso de la harina de epicarpio de papaya, como del extracto oleaginoso de la harina
de epicarpio de guayaba que obtuvieron las mejores caracteristicas fisicoquimicas y
sensoriales en la primera fase. Para esto, el analisis proximal, las coordenadas de color, el
andlisis del contenido de nitrito residual y la oxidacion de los lipidos se midieron en los dias
0, 10, 20 y 30 de almacenamiento de las salchichas empacadas al vacio y conservadas
bajo condiciones de refrigeracion (6 + 2°C), mientras que el andlisis microbiolégico se
realizé a los dias 0, 8, 15, 22 y 30 dias de almacenamiento en las mismas condiciones de
empaque y refrigeracion. Los analisis desarrollados fueron los siguientes: analisis proximal,
determinacion de las coordenadas de color CIEL*a*b*, analisis del nitrito residual,

determinacion de la oxidacion de los lipidos y analisis microbioldgico.

4.5.2.1. Anédlisis proximal

El analisis proximal para las salchichas, en los diferentes tiempos de evaluacién, se realizé

en las mismas condiciones de lo expuesto en el numeral 4.5.1.2.1. Se realizaron tres
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mediciones paralelas en cada caso y se expresdé como el valor promedio + desviacion

standard.

45.2.2. Determinacién de las coordenadas de color CIEL*a*b*

Las coordenadas de color CIEL*a*b* se determinaron en las mismas condiciones de lo

expuesto en el numeral 4.5.1.2.7.

4.5.2.3. Determinacion del nitrito residual (mg/kg de NaNO,)

La determinacion del nitrito residual en cada uno de los lotes de salchichas elaboradas se
llevo a cabo de acuerdo con la metodologia propuesta por Zahran and Kassem (2011). Para
esto, cinco gramos (5g) de cada una de las muestras, se mezclaron con 40 ml de agua
destilada caliente (80°C) en un vaso de precipitados de 50 ml y después de una breve
agitacion se llevaron a un matraz de 500 ml. El vaso de precipitado se lavé varias veces
con agua caliente (80°C) afladiendo el lavado al matraz, el cual se termin6 de llenar con la
misma agua caliente hasta un volumen de 300 ml aproximadamente. El matraz se coloco
en un bafio de vapor con agitacién constante durante 2 horas y posteriormente se dejo
enfriar y se filtré. Al filtrado se le afiadié una solucion de sulfanilamida en un matraz de 50
ml y se dejoé reposar por 5 minutos, posterior a lo cual se le adicioné clorhidrato de naftilo
etilendiamina N-1 (NED), se mezclo y se dejo reposar durante 15 minutos para el correcto
desarrollo del color. La absorbancia del color se midié por espectrofotometria a una longitud
de onda de 540 nm, frente a un blanco de 45 ml de agua y 2,5 ml de sulfanilamida 'y 2,5 ml
del reactivo NED. El nivel de nitrito residual se definié con base a una curva estandar

previamente preparada.

4.5.2.4. Determinacion de la oxidacion de los lipidos

Con el fin de establecer el efecto de los extractos de carotenoides obtenidos a partir de los
epicarpios de papaya y de guayaba sobre los lipidos y su oxidacion, para cada tiempo de
evaluacion se realizo el andlisis de las sustancias reactivas al acido 2 — tiobarbiturico
(Tiobarbituric Acid Reactive Substancies — TBARS, por su sigla en inglés). Estas sustancias
se forman como un subproducto secundario de la peroxidacion lipidica (productos de la

desagregacion de las grasas), entre las cuales se tiene el malondialdehido (MDA). De la
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misma forma, se cuantificé el valor de p-anisidina segun el método AOCS Cd 18-90 (AOCS,
2017), el cual es la medida del aldehido contenido en las grasas, siendo, igualmente, un
producto secundario de la oxidacion de los lipidos y mide el estado oxidativo de los lipidos,
en relacién con la calidad de su sabor (Grompone, 1991). Ademas de lo anterior, también
se determind el indice de perdxidos conforme al método AOCS Cd 8-53 (AOCS, 2003), el
cual se expresa como los miliequivalentes de oxigeno activo presentes en 1000 g de grasa
y mide el estado de oxidacion inicial o formacién de los productos primarios de la oxidacién

lipidica de las muestras analizadas (Velasco et al., 2008).

Para la determinacién de TBARS se hizo uso de la metodologia propuesta por Ke y
Woyewoda (1979), para lo cual se pesaron 10 g de la muestra y se homogenizaron con 35
ml de agua por dos minutos en una licuadora convencional. En un matraz de fondo redondo
se agregaron 100 mg de propil galato y 100 mg de acido etilendiaminotetraacético — EDTA
y algunas perlas de vidrio. La muestra homogenizada se transfirio al matraz y se le
agregaron 60 ml de agua destilada y 95 ml de HCI 4N, sometiéndose el sistema a destilacion
hasta recolectar 50 ml de destilado. En un tubo de ensayo se tomaron 5 ml del destilado
recolectado junto con 5 ml del reactivo TBARS y se mezclaron en un vortex por 5 seg.
Posteriormente, el tubo de ensayo junto con su contenido se calent6 por 45 minutos en un
bafio de agua hirviendo y seguidamente se enfri6, usando agua fria corriente, hasta
temperatura ambiente. Con la ayuda de un espectrofotometro se midié la absorbancia del
contenido del tubo a una longitud de onda de 538 nm, teniendo un blanco reactivo dentro
de la celda de referencia. La curva estandar se preparé utilizando 0,0, 0,4, 0,8, 1,0,1,2,1,6
y 2,0 ml de 1,1,3,3,tetractoxipropano (TEP) al 1 x 10° M, correspondiente a
concentraciones de 0,004, 0,008, 0,01, 0,012, 0,016 y 0,02 p moles de TEP
respectivamente. El contenido de TBA se calculdé de acuerdo con la siguiente ecuacion

(Ecuacion 15):

TBA = (T xV1x100)/(V2x W) (Ec. 15)

Donde:

TBA — TBARS en pumol/kg de muestra

T — umol de malonaldehido (TEP) determinado a partir de la curva estandar
V1 — ml de destilado recolectado

V2 — ml de destilado retirado para el analisis
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W — peso de la muestra

4.5.2.5. Anédlisis microbiolégico

El analisis microbiologico se determind con las mismas condiciones de lo expuesto en el
numeral 4.5.2.1.9

4.5.3. Disefio experimental

Para cada tipo de salchicha se utilizé un disefio aleatorizado simple, con un factor
correspondiente al tiempo de almacenamiento (0, 10, 20 y 30 dias para el andlisis proximal,
coordenadas de color CIEL*a*b* y determinacion de la oxidacién de los lipidos y O, 8, 15,
22 y 30 dias para el andlisis microbiologico). Las medias obtenidas se evaluaron por medio
de un andlisis de varianza — ANOVA, con un nivel de significancia del 5%, y cuando se
presentaron diferencias significativas entre ellas, se aplicé la prueba de comparacion de
medias de Tukey. Para realizar los andlisis estadisticos se utiliz6 el software SPSS Statics
19, para Windows, 2010.
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5. Resultados y discusion

5.1. Pardmetros fisicoquimicos de las harinas de epicarpio de papayay de guayaba

Los resultados de los parametros fisicoguimicos para las harinas de epicarpio de papaya
(HEP) y de guayaba (HEG) se muestran en la tabla 5-1. El proceso de liofilizacion propicio
una disminucion en peso del 86,88% y 88,50% respectivamente para el epicarpio de papaya

y guayaba.
5.1.1. pH de las harinas de epicarpio de papayay de guayaba

Con relacion al pH, se observaron valores ligeramente &cidos en ambas harinas
presentando diferencias significativas entre ellas. Los valores obtenidos garantizan la no
proliferacion de microorganismos patdgenos en estas harinas, lo cual es importante para la
seguridad microbiana e inocuidad de los productos finales. Estos datos concuerdan con los
presentados por Chaiwut et al. (2010) quienes trabajaron con epicarpio de papaya (pH =
5,6) para la obtencién de proteasas, con los anotados por Hernandez et al. (2007) quienes
desarrollaron su trabajo con papaya variedad Maradol y con los obtenidos por Rinaldi et al.
(2010) quienes mostraron una caracterizacion fisica y quimica de las cascaras de papaya
y mostraron un pH de 5,5. De la misma forma, con relacién a la guayaba, concuerdan con
los aportados por Ordofiez-Santos et al. (2016) quienes trabajando con pulpa de guayaba
encontraron un valor de pH = 4,06. Sin embargo, los valores de pH obtenidos fueron
superiores a los presentados por Rojas-Garbanzo et al. (2017) (pH = 2,72 — 2,77) en un
estudio de caracterizacion de los compuestos fitoquimicos de la guayaba, asi como también
a los encontrados por Formiga et al. (2019) (pH = 3,69) quienes analizan las caracteristicas
de la piel de guayaba de la variedad “Pedro Sato”. La no variacién del pH presentada tanto
en los trabajos consultados como en los resultados de la presente investigacion puede
deberse a que la disminucion en el nimero de iones de hidrégeno, debido a la accion de

los acidos organicos, no se vio afectada durante el proceso de elaboracion de las HEP y
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HEG. Mientras que la diferencia entre los trabajos desarrollados por Rojas- Garbanzo et al.
(2017) y Formiga et al. (2019) con relacion a los obtenidos en este trabajo probablemente
se presenta debido a las variedades de frutas utilizadas y al grado de madurez de los

residuos de dichas frutas.

Tabla 5-1. Parametros fisicoquimicos de las harinas de epicarpio de papaya (HEP) y de

guayaba (HEG).
Parametro HEP HEG

Rendimiento en peso (%) 13,12 + 0,982 11,50 + 0,76b
pH 5,80 + 0,192 4,23 +0,03P

Solidos solubles (°Brix) 5,60 + 0,122 3,03 +0,28°
Acidez titulable b

(% acido citrico) 0,418 + 0,162 0,545 +0,17
Contenido de humedad (%) 10,84 + 0,272 11,05 + 0,04b
Actividad de agua (Aw) 0,42 + 0,052 0,41 + 0,02

a-b| os valores con letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0,5)
Resultados reportados como media * desviacion estandar paran =3

5.1.2. Contenido de sélidos solubles de las harinas de epicarpio de papaya y de

guayaba (°Brix)

Los resultados obtenidos relacionados con el contenido de sdlidos solubles mostraron que
las dos harinas evaluadas presentaron diferencias significativas entre ellas, siendo
ligeramente mayor el valor de la harina de epicarpio de papaya. Este valor, para la HEP,
presentd un resultado similar al hallado por Albertini et al. (2016) en una investigacion
realizada con papaya recién troceada, en donde reportaron la variacién obtenida al
comparar la pulpa con el epicarpio de dicha fruta. Sin embargo, los datos reportados por
Rinaldi et al. (2010) para cascaras de papaya variedad Formosa presentaron valores
superiores debido posiblemente a la variedad y al estado de madurez de la fruta utilizada
en la experimentacion. Contrariamente, para la HEG el contenido de solidos solubles fue
inferior a lo presentado por Martinez-Ortiz et al. (2011) (10,5 °Brix), quienes trabajaron con
guayabas recubiertas con una pelicula a base de harina de chayote y &cido ascérbico, asi
como también por lo mostrado Zambrano-Zaragoza et al. (2016) (9,01 °Brix) quienes
trabajaron adicionando nanoparticulas lipidicas como recubrimiento en guayabas y por
Alamar et al. (2015) (7,0 °Brix) quienes trabajaron con guayabas congeladas. Estos
resultados trabajados por los autores analizados presentan valores de sdlidos solubles

superiores, debido probablemente a que se obtuvieron a partir de la pulpa de fruta, mientras



Pigmentos carotenoides extraidos de residuos de papaya y guayaba 55

gue esta investigacion se realizd con el epicarpio de las frutas, en donde evidentemente el

contenido de solidos solubles es menor.

5.1.3. Acidez titulable de las harinas de epicarpio de papayay de guayaba (%)

Los resultados mostraron que el valor obtenido para la acidez titulable, medida como
porcentaje de &cido citrico, para la harina de epicarpio de papaya fue significativamente
inferior al valor obtenido para la harina de epicarpio de guayaba. Para este parametro, los
resultados obtenidos, revelaron valores similares a los anotados por Mendy et al. (2019),
en papaya recubierta con aloe vera y Ali et al. (2019) quienes estudiaron el efecto del
recubrimiento de quitosano en papaya fresca almacenada bajo refrigeracion. Igualmente,
el trabajo presentado por Ordofiez-Santos et al. (2014) mostrd resultados acordes con los
obtenidos en esta investigacion, trabajando con residuos de papaya. En el caso de la harina
de epicarpio de guayaba el resultado de la acidez titulable fue similar a lo reportado por
Moon et al. (2018) (0,50%), quienes trabajaron con diferentes variedades de guayaba en
diferentes estados de maduracion, pero ligeramente inferior a lo obtenido por Silva et al.

(2019) (0,75%) quienes investigaron en guayabas recubiertas con quitosano.

5.1.4. Contenido de humedad (%) y actividad de agua (Aw) de las harinas de epicarpio
de papayay de guayaba

Con relacién al contenido de humedad de las harinas de epicarpio de papayay de guayaba
se mostraron diferencias significativas entre ellas, siendo ligeramente mayor el contenido
de humedad en la de guayaba. Sin embargo, estos valores son similares a los presentados
para otras harinas de origen vegetal, como es el caso del trabajo desarrollado por Nasir et
al. (2003) quienes trabajaron con harina de trigo y obtuvieron valores de 8,4%, asi como
también con el trabajo realizado por Kassegn (2018) (10,76%), quien también trabajo con
trigo morado abisinio. Segun datos aportados por Adom et al. (2005), para efectos de
calidad durante la conservacion, cualquier harina no debe sobrepasar un contenido de
humedad superior al 10%, valor similar a los datos obtenidos en la presente investigacion.
La actividad de agua (Aw) para las dos muestras present6 diferencias estadisticamente
significativas. Los resultados obtenidos concuerdan con los presentados por Serna-Cock et
al. (2015), quienes desarrollaron un trabajo con tres variedades de polvos obtenidos a partir

de cascaras de mango (0,410 para polvo de cascara de mango Criollo, 0,387 para polvo de
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céscara de mango Keitt y 0,384 para polvo de cascara de mango Tommy Atkins). Sin
embargo, comparados con los datos presentados por Gurak et al. (2014), quienes
trabajaron con polvo de cascara de jaboticaba (0,317) y polvo de orujo de jaboticaba
(0,313), los datos obtenidos en esta investigacion fueron superiores, lo cual puede deberse
a las caracteristicas fisicoquimicas de las frutas utilizadas y al grado de maduracion de las
mismas. Para la caracterizacion de la vida util de los diferentes alimentos, en esta
investigacion de las salchichas finales, los valores del contenido de humedad y la actividad
de agua juegan un papel fundamental, ya que garantizan una proteccion para el desarrollo
y crecimiento microbiano. En consecuencia, como lo afirma Lang et al. (2017), los valores
del contenido de humedad y de la actividad de agua obtenidos en este trabajo para un
producto seco y molido garantizan una buena conservacién de ambas harinas ya que
ralentizan los procesos deteriorativos, los cuales pueden afectar el producto a valores

superiores de Aw > 0,60.

5.1.5. Parametros de color (CIEL+*+ de las harinas de epicarpio de papaya y de

guayaba

En la tabla 5-2 se aprecian los valores obtenidos para las coordenadas del CIE +a+

(Commission Internationale de I'Eclairage) tanto para la HEP como para la HEG.

Tabla 5-2. Parametros de color de las harinas de epicarpio de papaya (HEP) y de

guayaba (HEG).
Parametro HEP HEG
L* 67,31 +0,122 81,78 + 0,36
a* 7,26 + 0,052 18,51 +0,13b
b* 39,81 + 0,152 23,25 +0,64°
C 40,47 + 0,152 29,78 £0,19°
h° 79,66 + 0,08 & 51,47 £ 0,06 P

a-b| os valores con letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0,5)

L*: 0 = negro y 100 = blanco; a*: -60 = verde y +60 = rojo; b*: -60 = azul y +60 = amarillo; Angulo de tono (h):
90° = amarillo, 180° = verde y 0° = rojo; Cromaticidad (C): distancia desde las coordenadas en el origen hasta
el punto de color determinado.

Resultados reportados como media * desviacion estandar paran =3

Como es sabido, el color de cualquier materia prima alimenticia es un factor determinante
en la calidad, lo que repercute en la aceptacion o rechazo de un determinado producto por
parte del consumidor final, ya que termina convirtiéndose en un atributo importante en la
apariencia del mismo. Los resultados mostraron que, las coordenadas de luminosidad (L*)

y rojo-verde (a*) fueron mayores en la harina de epicarpio de guayaba, mientras que la
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harina de epicarpio de papaya mostrg valores mayores en la coordenada azul-amarillo (b*),
en el indice de saturacion o croma (C) y en el &ngulo de tono (h®). Los valores obtenidos de
luminosidad (L*) en la HEP fueron similares a los reportados por Santamaria et al. (2009)
(L* = 70,0) para papaya de la variedad Maradol, pero superaron a los obtenidos por
Ordofiez-Santos et al. (2014) (L* = 33,31), quienes desarrollaron su trabajo con residuos de
diferentes frutas tropicales, incluidos los residuos de papaya. Estas diferencias se atribuyen
a que, en los residuos deshidratados y molidos, pueden haber sufrido procesos de
pardeamiento enzimatico, que desencadenan mayor oscurecimiento de la materia prima,
como también el factor genético y el grado de maduracién probablemente incidieron en
estas diferencias. En el caso de la harina de epicarpio de guayaba el alto valor obtenido
para la luminosidad, comparado con los datos aportados por Suares et al. (2009) (L* = 25,2)
y por Martinez-Ortiz et al. (2011) (L* = 56,0) se puede atribuir a que, debido al sistema de
deshidratacién utilizado, el cual se hizo por liofilizacion, no registré procesos de
isomerizacion de los pigmentos propios del epicarpio de la guayaba, asi como tampoco
procesos de oscurecimiento enzimatico. Por otro lado, las coordenadas a* y b*, el indice de
saturacion (C) y el angulo de tono (h) presentaron valores ligeramente superiores a lo
presentado por Martinez-Ortiz et al. (2011), pero inferiores a lo obtenido por Formiga et al.
(2019) trabajando con guayaba roja de la variedad “Pedro Sato”. Estas variaciones en las
mencionadas coordenadas de color obtenidas por los diversos autores anotados se

atribuyen a las variedades de guayaba utilizadas en las respectivas experimentaciones.

5.1.6. Contenido de carotenoides en las harinas de epicarpio de papayay de guayaba
En la tabla 5-3 se muestran los resultados obtenidos para el contenido de carotenoides de
las dos harinas analizadas: harina de epicarpio de papaya (HEP) y harina de epicarpio de

guayaba (HEG).

Tabla 5-3. Contenido de carotenoides en las harinas de epicarpio de papaya (HEP) y de

guayaba (HEG) (mg/100g de muestra)

Parametro HEP HEG
B-caroteno 5,63 £ 0,1046 2 10,07 £0,37°
a-caroteno 5,15 + 0,0957 2 9,41+0,86°
B-criptoxantina 5,86 + 0,1046 2 10,89 £0,89°
Zeaxantina 5,81 +0,1080 2 10,81 +0,88°
Licopeno 4,07 £0,0757 2 10,58 £ 0,07 P

a-b | os valores con letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0,5)
Resultados reportados como media + desviacion estandar paran = 3
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El contenido de carotenoides en la harina de epicarpio de papaya y guayaba presentaron
diferencias significativas (p< 0,05), siendo mayores los valores obtenidos de (3-caroteno, a-
caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina y licopeno en la harina de epicarpio de guayaba. En
lo concerniente a ambas harinas, la mayor fraccion de carotenoides se obtuvo para la B-
criptoxantina, mientras que la menor fraccion se presentoé para el licopeno en papaya y a-
caroteno para guayaba. Estos datos son inferiores a los obtenidos por Ordofiez-Santos et
al. (2020) (B- caroteno 116,52 mg carotenos/100 g, a- caroteno 112,15 mg carotenos/100
g, B-criptoxantina 119,06 mg carotenos/100 g, zeaxantina 118,10 mg carotenos/100 g,
licopeno 67,76 mg carotenos/100 g) quienes trabajaron con piel de mandarina.
Contrariamente, superan los resultados anotados por Molina et al. (2019), quienes
desarrollaron su investigacion con epicarpio de maracuya (Passiflora edulis) (3,86 mg B-
carotenos/100 g), por los mostrados por Repo de Carrasco y Encina (2008) quienes
analizaron los residuos de la fruta de aguaymanto (Physalis peruviana) (2,64 mg (-
carotenos/100 g) e igualmente por los aportados por Zanatta et al. (2005) (1,10 mg -
carotenos/100 g) quienes adelantaron sus andlisis con la fruta camu-camu (Myrciaria
dubia). Noronha et al. (2018) trabajando con los epicarpios de tucuma (Astrocaryum
vulgare) (en promedio 10,88 mg B-carotenos/100 g) y de la fruta de la palma de chontaduro
(Bactris gasipaes) (en promedio 9,967 mg 3-carotenos/100 g), obtenidos utilizando diversos
procedimientos de extraccién, aportaron valores superiores a los obtenidos en esta

investigacion.

Las diferencias anotadas en los resultados de los diferentes investigadores y en los de la
presente investigacion se pueden atribuir a muy variados factores, entre los cuales se
destacan los factores genéticos de las frutas utilizadas, los factores geogréaficos y
condiciones ambientales asociados a las zonas de produccién, el grado de maduracion de

las frutas analizadas y sus subproductos y a los métodos de pre y poscosecha.

5.1.7. Actividad antioxidante — DPPH y determinacion de los compuestos fendlicos

de las harinas de epicarpio de papayay de guayaba

Los resultados de la actividad antioxidante — DPPH y del contenido de compuestos fendlicos
tanto para la harina de epicarpio de papaya (HEP) como para la harina de epicarpio de
guayaba (HEG) se muestran en la tabla 5-4.
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Tabla 5-4. Actividad antioxidante — DPPH y contenido de compuestos fendlicos en las

harinas de epicarpio de papaya (HEP) y de guayaba (HEG)

Pardmetro HEP HEG
Actividad antioxidante — DPPH (ICso mg/ml) 58,77 + 3,038 2 62,28 +1,52°
Compuestos fendlicos (mg EAG/g) 24,95 +0,728 2 75,17 £0,24°

a-b | os valores con letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0,5)
Resultados reportados como media * desviacion estandar paran =3

La actividad antioxidante de cada harina presenté diferencias significativas (p< 0,05),
siendo mayor el valor obtenido para la harina de epicarpio de guayaba. Sin embargo, la
actividad antioxidante en ambas harinas fue inferior a los resultados obtenidos por Aruwa
et al. (2019) (87,08 ICso mg/ml) quienes usaron para su investigacion un extracto de
epicarpio de nopal (Opuntia ficus-indica) sometido a deshidratacion solar. Igualmente,
Faten y Rehab (2014) obtuvieron valores de actividad antioxidante (88,47 1Cso mg/ml)
superiores a los de esta investigacion trabajando con un extracto de cascara de nopal seco.
De la misma forma Aguilar-Méndez et al. (2019) obtuvieron resultados superiores (122,38
ICs0 mg/mly 64,60 ICso mg/ml) trabajando respectivamente con cascaras del fruto del cacao
y del coco. Contrariamente, los datos presentados por Calvache et al. (2016) (54,86 I1Cso
mg/ml) trabajando con cascaras de papaya, mostraron valores inferiores a los resultados
encontrados en esta investigacion, asi como también los datos encontrados por Flores et
al. (2018), quienes obtuvieron un valor de 31,67 ICso mg/ml trabajando igualmente con
cascaras de papaya bioprocesadas, dieron un resultado inferior al hallado en este trabajo.
Finalmente, Reyes-Munguia et al. (2016) hallaron valores inferiores de actividad
antioxidante (39,00, 43,00 y 54,00 ICso mg/ml) comparados con los resultados de esta
investigacion al analizar extractos secos de epicarpio de papaya obtenidos a diferentes

tiempos de extraccion (5, 8 y 12 minutos).

Con relacién al valor hallado para el contenido de compuestos fendlicos, se noté presencia
de diferencias significativas entre las dos harinas comparadas, siendo mayor el valor
encontrado para la harina de epicarpio de guayaba. El contenido de compuestos fenélicos
para la HEP fue menor al hallado por Raja et al. (2019) (37,8 mg EAG/g) quienes trabajaron
con harina obtenida a partir de las hojas del arbusto de la papaya. Por el contrario, supera
los resultados hallados por Morais et al. (2015) (3,15 mg EAG/g) quienes investigaron a
partir de cascaras de papaya secadas en horno convectivo convencional. Con relaciéon a la

HEG, el valor de los componentes fendlicos obtenidos en esta investigacion fue
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considerablemente menor al valor presentado por Murmu y Mishra (2018) (122,23 mg
EAG/qg), igual que a los resultados mostrados por Nair et al. (2018) (139,5 mg EAG/g) y a
los hallados por Formiga et al. (2019) (271,2 mg EAG/g), investigadores que trabajaron con
diferentes variedades de guayaba y en diferentes condiciones de obtencién del extracto
para los respectivos andlisis. Contrariamente, el valor obtenido en la presente investigacion
es mayor a los datos relacionados por Souza et al. (2011) (24,63 mg EAG/g), quienes
trabajaron con residuos industriales del procesamiento de la fruta de guayaba, asi como
también los presentados por Ademiluyi et al, (2016) (66,1 mg EAG/g) y por Li et al. (2014),
quienes trabajaron con céscaras de diez variedades de pera (Pyrus spp.).

Al comparar los resultados hallados en la presente investigacion con los presentados por
los diferentes autores anotados anteriormente, se puede concluir qgue independientemente
de la mayor o menor cantidad de compuestos fendlicos o de su grado de hidroxilacion, se
pueden presentar procesos de captacion de radicales del DPPH, lo que repercute en la
actividad antioxidante de las materias primas analizadas ya que se incrementa la
dependencia de las propiedades de reduccién y oxidacion, lo cual beneficia la absorcion y
reduccion de la actividad de los radicales libres. De otro lado, la variacidn en el contenido
de fenoles tanto en la HEP como en la HEG tiene relacion directa con las caracteristicas
morfolégicas y genéticas, asi como con las diferentes variedades de las frutas estudiadas,
en lo cual, ademas, influye el grado de maduracion, las condiciones de cultivo y manejo
postcosecha (condiciones de almacenamiento) de las frutas materia prima utilizadas para

la obtencidn de dichas harinas objeto de estudio.

5.2. Optimizacion de la extraccién asistida por ultrasonido de los pigmentos

carotenoides presentes en las harinas de epicarpio de papayay de guayaba

Con el fin de dar cumplimiento al segundo objetivo de la investigacién, se realizaron tres
experimentos: determinacion de los parametros que afectan la extraccion asistida por
ultrasonido de los pigmentos carotenoides totales (mg/100g de materia seca), esta
determinacion se realizé a través de un disefio experimental Plackett-Burman; evaluacion
de la cinética de extraccion de los pigmentos carotenoides con relacion a cada uno de los
pardmetros que intervienen en el proceso (temperatura, tiempo de extraccion, relacion

harina/aceite y tamafio de la particula); y aplicacién de un disefio experimental Box-
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Behnken con metodologia de superficie de respuesta para la determinacién de las

condiciones Optimas de extraccion.

5.2.1. Factores que afectan la extraccion asistida por ultrasonido de los pigmentos

carotenoides presentes en las harinas de epicarpio de papayay de guayaba

La determinacion de los factores que afectan la extraccion asistida por ultrasonido se realizé
a través de un disefio experimental Plackett-Burman con la metodologia de superficie de
respuesta (RSM). De otro lado, los estudios adelantados por Abdelhafez et al. (2016),
Borges et al. (2016) y Celli et al. (2015) quienes trabajaron respectivamente en la extraccion
de B-carotenos a partir de residuos agroindustriales de Serratia marcescens, en el
desarrollo de un protocolo para la obtencién de fenoles a partir de las pulpas de acai, uva,
y la consecucién de antocianinas a partir de bayas de haskap (Lonicera caerulea L.),
igualmente trabajaron con el disefio experimental de Plackett-Burman y la metodologia de
superficie de respuesta. Los resultados, respectivamente para las harinas de epicarpio de
papayay de guayaba, se aprecian en las tablas 5-5 y 5-6. Para la HEP se observé un mayor
contenido de pigmentos carotenoides (82,71 mg/100g) aplicando una potencia de 240 w, a
60°C, durante 60 minutos, a un tamafio de particula de 0,074 mm y a una relacion de
harina/aceite de 0,0064 g/4ml, mientras que el menor contenido de los mismos (16,86
mg/100g) se presentod igualmente a una potencia de 240 w, a 60°C, durante 30 minutos, a

un tamafio de particula de 0,250 mm y a una relacién de harina/aceite de 0,032 g/4ml.

Tabla 5-5. Disefio de Plackett-Burman aplicado a la extraccion asistida por ultrasonido

para los pigmentos carotenoides totales para la HEP

. . Tamafio de Relacion Carotenoides
Tratamiento Potencia Temperatura T'empo articula harina/aceite (mg/100g de
(w) (°C) (min) P muestra
(mm) (g/ml)
seca)

1 1 -1 1 1 1 16,86 + 0,58
2 1 1 1 -1 -1 82,71 + 0,64
3 1 -1 -1 1 -1 27,88 + 0,95
4 -1 -1 -1 -1 -1 36,71 + 0,96
5 -1 1 1 1 -1 48,84 £ 0,79
6 1 1 -1 -1 -1 60,34 + 1,97
7 -1 -1 1 1 -1 44,11 + 3,07
8 -1 -1 -1 -1 1 30,62 + 0,95
9 -1 1 1 -1 1 41,68 + 3,88
10 1 1 -1 1 1 15,75+ 2,79
11 -1 1 -1 1 1 24,54 +1,04
12 1 -1 1 -1 1 30,81 + 0,95
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Con relacion a la HEG, los resultados mostraron un mayor valor de pigmentos carotenoides
(94,68 mg/100g) bajo las siguientes condiciones: potencia 240 w, temperatura 60°C, tiempo
de extraccion 60 min, tamafio de particula 0,074 mm y relacién harina/aceite 0,0064 gr/4ml.
El menor valor de extraccion (9,45 mg/100g), se observé a 240 w, 30°C, 60 min, 0,250 mm

de tamafio de particula'y 0,032 g/4ml de relacion harina/aceite.

Tabla 5-6. Disefio de Plackett-Burman aplicado a la extraccion asistida por ultrasonido
para los pigmentos carotenoides totales para la HEG

. . Tamafio de Relacion Carotenoides

Tratamiento Potencia | Temperatura Tlempo articula | harina/aceite (mg/100g de

o p
(w) (°C) (min) (mm) (g/ml) muestra
seca)

11 1 -1 1 1 1 9,45+0,41
9 1 1 1 -1 -1 94,68 + 1,95
7 1 -1 -1 1 -1 30,40 +1,99
12 -1 -1 -1 -1 -1 81,60 + 0,68
2 -1 1 1 1 -1 45,10 £0,14
8 1 1 -1 -1 -1 81,13+ 0,35
5 -1 -1 1 1 -1 34,19 +£2,23
6 -1 -1 -1 -1 1 46,50 £ 0,84
10 -1 1 1 -1 1 49,02 £ 0,38
1 1 1 -1 1 1 32,36 £ 0,28
4 -1 1 -1 1 1 10,77 +1,81
3 1 -1 1 -1 1 45,59 £ 0,76

De acuerdo con los resultados obtenidos en la extraccion de pigmentos carotenoides para
la harina de epicarpio de papaya, se pudo inferir que los factores potencia y tiempo no
afectaron el proceso de extraccion de dichos compuestos, mientras que la temperatura, la
relacion harina/aceite y el tamafio de la particula si tuvieron injerencia directa en la
extraccion asistida por ultrasonido. Con relacion a los datos relacionados con la harina de
epicarpio de guayaba se encontrd que la potencia, el tiempo y la temperatura no afectaron
el proceso de extraccion de los pigmentos carotenoides, mientras que la relacion
harina/aceite y el tamafio de la particula si afectaron dicha extraccién. Los anteriores datos
fueron confirmados con los resultados obtenidos a partir del analisis de varianza ANOVA
aplicado al disefio Plackett-Burman, lo cual dio un modelo significativo, en donde la
temperatura, la relacién harina/aceite y el tamafo de particula fueron estadisticamente

significativos (p<0,05) para la HEP, mientras que para la HEG Unicamente la relacion
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harina/aceite y el tamafio de particula tuvieron un efecto significativo (p<0,05) (Tablas 5-7
y 5-8).

Las ecuaciones que permitieron predecir la concentracién de los pigmentos carotenoides
en funcion de los factores potencia, temperatura, tiempo, relacion harina/aceite y tamafio
de la particula tanto para la harina de epicarpio de papaya como para la de epicarpio de

guayaba fueron respectivamente las siguientes (Ec. 16 y Ec. 17):

Tabla 5-7. Efecto de los factores y andlisis estadistico de varianza ANOVA del disefio
Plackett-Burman para la HEP

Fuente Suma de df Media de F-value | p-value | Significancia
cuadrados cuadrados
Modelo 3589,52 5 717,90 10,58 0,0062 i
Potencia (A) 5,13 1 5,13 0,0756 0,7926 NS
Temperatura (B) 628,78 1 628,78 9,26 0,0227 ol
Tiempo (C) 398,56 1 398,56 5,87 0,0517 NS
Relacién h/a (D) 1640,32 1 1640,32 24,16 0,0027 ol
Tamario de particula (E) 916,75 1 916,75 13,50 0,0104 skl
Residual 407,32 6 67,89
Cor Total 3996,84 11

Los valores de p<0,05 indican que los términos del modelo son significativos. En este caso la temperatura, la relacion h/ay
el tamafio de particula. Los valores superiores a 0,1000 indican que los términos del modelo no son significativos (caso de
la potencia).

Tabla 5-8. Efecto de los factores y analisis estadistico de varianza ANOVA del disefio

Plackett-Burman para la HEG

Fuente Suma de df Media de F-value | p-value | Significancia
cuadrados cuadrados
Modelo 7568,53 5 1513,71 20,19 0,0011 il
Potencia (A) 54,27 1 54,27 0,7240 0,4275 NS
Temperatura (B) 365,50 1 365,50 4,88 0,0693 NS
Tiempo (C) 1,23 1 1,23 0,0164 0,9022 NS
Relacién h/a (D) 2531,55 1 2531,55 33,77 0,0011 ol
Tamario de particula (E) 4615,97 1 4615,97 61,58 0,0002 Frx
Residual 449,78 6 74,96
Cor Total 8018,31 11

Los valores de p<0,05 indican que los términos del modelo son significativos. En este caso la relacion h/a y el tamafio de
particula. Los valores superiores a 0,1000 indican que los términos del modelo no son significativos (caso de la potencia y
del tiempo).

Y=3840+065xA+724xB+576xC+11,69xD —8,74x E (Ec. 16)
Y=4681+213xA+552xB—-032xC—1453xD —19,61xE (Ec. 17)



Pigmentos carotenoides extraidos de residuos de papaya y guayaba 64

Teniendo en cuenta los valores de R? = 0,8981 y R? ajustado = 0,8132 para la HEP y R? =
0,9439 y R? ajustado = 0,8972 para la HEG, las ecuaciones se usaron para hacer
predicciones de la respuesta para los diferentes niveles de cada factor. Por defecto, los
niveles altos de cada factor se codificaron como +1 y los niveles bajos se codificaron como
-1.

El efecto de los valores en la extraccion de los pigmentos carotenoides de las harinas de
epicarpio de papaya y guayaba se muestran respectivamente en las figuras 5-1 y 5-2. De

las mismas, se aprecia que la para el caso de la harina de epicarpio de papaya, la
temperatura, la relacién harina/aceite y el tamafio de la particula tienen un mayor efecto en
la extraccion de los pigmentos carotenoides, mientras que para el caso de la harina de
epicarpio de guayaba el mayor efecto se observa para los factores tamafio de la particula

y relacion harina/aceite.

CaroTotales Half-Normal Plot
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Figura 5-1: Efecto de los factores en la extraccion de pigmentos carotenoides totales en
la HEP

De acuerdo con los resultados obtenidos en el diseiio Plackett-Burman para definir los
factores determinantes para la extraccion asistida por ultrasonido de los pigmentos

carotenoides, se procedié a evaluar la cinética de extraccion de dichos pigmentos con el fin
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de identificar los puntos centrales, es decir los valores de mayor concentracion de

carotenoides.

Aunque el analisis de varianza ANOVA mostré que los factores potencia y tiempo de
extraccion no presentaron diferencias significativas en las muestras de harina de epicarpio
de papaya, de la figura 5-1 se pudo observar que el tiempo si tuvo influencia en la extraccién
de los pigmentos carotenoides, razén por la cual se evalud junto con los factores relacion
harina/aceite y tamafio de la particula en el estudio cinético realizado. De la misma forma,
para la muestra de harina de epicarpio de guayaba, los datos mostrados en la figura 5-2
dan cuenta que la potencia, el tiempo y la temperatura a pesar de que no presentaron efecto
en la extraccion, debido a su importancia para el andlisis cinético se tuvieron en cuenta en

la experimentacioén.
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Figura 5-2: Efecto de los factores en la extraccion de pigmentos carotenoides totales en
la HEG

De los datos obtenidos para las dos muestras, se presentd mayor extraccion de
carotenoides a mayor temperatura y tiempo, resultados similares a los presentados por
Ordofiez-Santos et al. (2015) quienes trabajaron en la extraccion de carotenoides a partir

de céscaras de chontaduro, lo cual, los autores lo atribuyen a que un aumento de la
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temperatura favorece la solubilidad del pigmento en el medio y, por ende, mayor
transferencia de masa durante la extraccion. Igualmente, un mayor tiempo de extraccién
propicia una mayor disponibilidad del pigmento gracias al fendbmeno de cavitacion que
afecta la pared celular, permitiendo la difusion del pigmento al solvente, tal como lo anota
Ordofiez-Santos et al. (2019a) en un estudio de extraccion de antocianinas a partir de
residuos de mora. Contrariamente, en el trabajo presentado por Martinez-Giron et al.
(2019), la mayor concentracion de carotenoides se obtuvo con una minima relacién
harina/aceite en la extraccion de carotenoides a partir de piel de chontaduro, lo cual se
atribuye a un aumento en la solubilidad del pigmento como consecuencia de un incremento
en el coeficiente de difusion del solvente de la matriz sélida, lo que favorece la cinética de

desorcion de los compuestos carotenoides.

5.2.2. Cinética de extraccion asistida por ultrasonido de los pigmentos carotenoides

totales en las harinas de epicarpio de papayay de guayaba

Los resultados de la cinética de extraccion de los pigmentos carotenoides a partir de las
harinas de epicarpio de papaya y guayaba se muestran en las figuras 5-3 y 5-4. Para la
harina de epicarpio de papaya se observé que la mayor concentraciéon de pigmentos
carotenoides se alcanzé a una temperatura de 40°C (51,46 mg/100 g de HEP), a un tiempo
de extraccién de 70 minutos (57,97 mg/100 g de HEP), a una relacién de harina/aceite de
0,0192 g/4ml de aceite (53,40 mg/100g de HEP) y a un tamafio de particula de 0,074 mm
(54,03 mg/100 g de HEP). Con relacién a la harina de epicarpio de guayaba, se notd que
las mayores concentraciones de pigmentos carotenoides se registraron a una temperatura
de 50°C (41,06 mg/100 g de HEG), a un tiempo de 30 min (42,90 mg/100 g de HEG), a una
relacion de harina/aceite de 0,0192 g/4ml de aceite (47,94 mg/100 g de HEG) y un tamafio
de particula de 0,074 mm (36.08 mg/100 g de HEG).
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Figura 5-3. Cinética de los factores: a) Temperatura, b) Tiempo, c) Relacion
harina/aceite, d) Tamarfio de particula para la extraccion de pigmentos carotenoides a
partir de HEP
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Figura 5-4. Cinética de los factores: a) Temperatura, b) Tiempo, c) Relacion
harina/aceite, d) Tamarfo de particula para la extraccidon de pigmentos carotenoides a
partir de HEG

En este orden de ideas, para las dos muestras se reitera que la mayor extracciéon de
carotenoides se obtuvo a temperaturas relativamente altas (40°C) para la harina de papaya
y (50°C) para la harina de guayaba, pero no superiores los 60°C ya que a temperaturas
mas altas comienza la degradacién de los pigmentos y el desarrollo de procesos de
pardeamiento y polimerizacién, tal como lo reportan Luna et al. (2018) y Ordofiez-Santos et
al. (2019a). Ilgualmente, se confirma que la mayor extraccién de carotenoides se obtuvo al
utilizar un menor tamafio de particula en ambas muestras (0,074 mm) y una relacion
harina/aceite de 0,0192 g/4ml, resultados similares a los mostrados por Ordofiez-Santos et
al. (2019b) en donde se evalué el efecto de diferentes factores en la extraccion asistida por
ultrasonido de compuestos fenélicos obtenidos a partir de arveja, ademas estos resultados
son consistentes con los principios de transferencia de masa, en donde el gradiente de

concentracién entre el material y el solvente se convierte en la fuerza impulsora de dicha
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transferencia masica (Tao y Sun, 2015). De la misma forma, como lo anota Murador et al.
(2019) trabajando con extraccién asistida por ultrasonido de carotenoides a partir de la
cascara de naranja, al aumentar el tamafio de la particula y la relacion harina/aceite, se

aumenta la viscosidad del solvente y por ende disminuye la solubilidad del pigmento.

5.2.3. Optimizacién para la extraccion asistida por ultrasonido de los pigmentos

carotenoides totales en las harinas de epicarpio de papayay guayaba

En las tablas 5-9 y 5-10 se muestran respectivamente los resultados obtenidos para los
pigmentos carotenoides extraidos, mediante el disefio experimental Box-Behnken y la
técnica de aplicacion de ultrasonido, de las muestras de harina de epicarpio de papaya y
de guayaba. Para esto se aplicaron las condiciones de temperatura, tiempo y relaciéon
harina/aceite reportados en las tablas 4-4 y 4-5 respectivamente para las HEP y HEG. En
el caso de la potencia de entrada se aplicé un valor de 240 watt y un tamafo de particula

de las muestras de 0,074 mm, condiciones comunes para ambas harinas.

Tabla 5-9. Disefio Box-Behnken aplicando la metodologia de superficie de respuesta

(RSM), para la extraccion asistida por ultrasonido de pigmentos carotenoides totales de la

HEP

Tratamiento A - Bl _ ,Ci B-caroteno
Temperatura (°C) Tiempo (min) Relacién (g/4ml) (mg/1009)

3 1 0 1 34,66 + 0,14
12 1 1 0 35,50 + 0,24
6 0 0 0 44,27 + 1,01
7 0 0 0 45,68 + 0,98
10 0 0 0 46,16 £ 0,76
13 0 0 0 46,63 * 0,45
17 0 0 0 48,68 + 0,63
8 -1 1 0 48,89 * 0,24
1 1 0 1 51,47 + 0,18
4 1 1 0 52,83 + 0,24
11 1 0 1 54,35 + 0,47
15 1 1 0 54,51 + 1,03
2 1 0 1 54,90 + 0,49
16 0 1 1 55,61 + 0,36
14 0 1 1 60,57 * 0,27
> 0 -1 1 61,71 + 0,45
9 0 1 1 66,00 * 1,17

El disefio experimental de Box-Behnken mostré que las mejores condiciones de extraccion
asistida por ultrasonido de los pigmentos carotenoides en la harina de epicarpio de papaya

fueron: temperatura - 40°C, tiempo - 80 min y relacién harina/aceite 0,0256 g de harina en
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4 ml de aceite (66,01 mg/100g de HEP). Para la harina de epicarpio de guayaba, el disefio
mostré un valor de extraccion de 46,26 mg/100 g de HEG, bajo las siguientes condiciones
de extraccién: temperatura — 60°C, tiempo — 40 min y relacién harina/aceite — 0,0192 g de

harina en 4 ml de aceite.

Tabla 5-10. Disefio Box-Behnken aplicando la metodologia de superficie de respuesta

(RSM), para la extraccion asistida por ultrasonido de pigmentos carotenoides totales de la

HEG
Tratamiento A: . B c B-caroteno
Temperatura (°C) Tiempo (min) Relacién (g/4ml) (mg/1009)
11 -1 1 25,48 £ 0,36
1 1 -1 0 26,78 £ 0,59
3 -1 1 0 27,20+ 0,71
7 -1 0 1 27,81+£0,18
5 -1 0 -1 31,83 +£0,36
9 0 -1 -1 34,42 £ 0,49
15 0 0 0 34,50 £ 0,95
6 1 0 -1 36,08 £ 0,32
10 0 1 -1 36,31 +£0,72
2 1 -1 0 36,55 + 0,67
16 0 0 0 36,86 £ 0,72
17 0 0 0 37,34 £0,74
12 0 1 1 38,12 £ 0,29
14 0 0 0 39,07 £0,38
13 0 0 0 39,70 £ 0,89
8 1 0 1 40,72 % 0,45
4 1 1 0 46,26 £ 0,24

En las tablas 5-11 y 5-12 se presentan, respectivamente, los resultados del analisis de
varianza ANOVA aplicado en la optimizacion de la extraccion de los pigmentos carotenoides

de las muestras de harina de epicarpio de papaya y guayaba.

Para la harina de epicarpio de papaya (Tabla 5-11) el modelo es significativo, y los tres
factores de estudio inciden estadisticamente en la extraccion, y la interaccién de los factores
Temperatura- Tiempo y Temperatura- Relacidon harina- aceite afectan estadisticamente el
proceso de extraccion. El efecto cuadratico de los factores también afecta la extraccion de

los pigmentos carotenoides.
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Tabla 5-11. Analisis estadistico de varianza ANOVA del disefio Box-Behnken aplicado a

la HEP
Fuente Suma de df Media de F-value | p-value | Significancia?
cuadrados cuadrados
Modelo 1106,41 9 122,93 41,22 < 0,0001 **
A - Temperatura 192,20 1 192,20 64,45 <0,0001 *x
B - Tiempo 54,94 1 54,94 18,42 0,0036 **
C — Relacién h/a 104,45 1 104,45 35,03 0,0006 **
AB 56,78 1 56,78 19,04 0,0033 **
AC 133,61 1 133,61 44,80 0,0003 **
BC 0,1121 1 0,1121 0,0376 0,8518 NS
A? 115,70 1 115,70 38,80 0,0004 **
B2 199,77 1 199,77 66,99 < 0,0001 **
C2 256,42 1 256,42 85,98 < 0,0001 **
Residual 20,88 7 2,98
Lack of Fit 10,58 3 3,53 1,37 0,3722 NS
Pure Error 10,29 4 2,57
Cor Total 1127,28 16

r2 = 0,9815; r? adj = 0,9577; 2 *Significativo (p < 0,05); ** Extremadamente significativo (p < 0,01), NS = No
significativo.

Las ecuaciones cuadraticas que permitieron predecir el contenido de pigmentos
carotenoides en funcién de los factores temperatura, tiempo y relacién harina/aceite tanto
para la harina de epicarpio de papaya como para la harina de epicarpio de guayaba se

muestran a continuacion (Ec. 18 y Ec. 19):

Y = 46,28 + 4,90(4) + 2,62(B) + 3,61(C) — 3,77(4)(B) — 5,78(4)(C) — 0,17(B)(C) —
5,24(A)? + 6,89 (B)? + 7,80 (C)? (Ec. 18)

Y = 37,49 + 5,75(4) + 3,08(B) — 0,81(C) + 2,32(4)(B) + 2,17(A)(C) — 2,69(B)(C) —
1,39(4)% — 1,91(B)? — 2,00(C)? (Ec. 19)

Para la harina de epicarpio de guayaba (Tabla 5-12), el modelo es significativo, y los
factores que inciden estadisticamente en la extraccién son temperatura y tiempo. La
interaccion de los factores y el efecto cuadratico no afecta la extraccion de los pigmentos

carotenoides.
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Tabla 5-12. Analisis estadistico de varianza ANOVA del disefio Box-Behnken aplicado a

la HEG
Fuente Suma de df Media de F-value | p-value | Significancia?
cuadrados cuadrados
Modelo 459,56 9 51,11 8,19 0,0056 *
A - Temperatura 264,50 1 264,50 42,41 0,0003 *x
B - Tiempo 76,06 1 76,06 12,20 0,0101 *
C — Relacién h/a 5,28 1 5,28 0,8464 0,3882 NS
AB 21,59 1 21,59 3,46 0,1051 NS
AC 18,77 1 18,77 3,01 0,1264 NS
BC 28,90 1 28,90 4,63 0,0683 NS
A? 8,09 1 8,09 1,30 0,2921 NS
B2 15,33 1 15,33 2,46 0,1609 NS
c? 16,85 1 16,85 2,70 0,1442 NS
Residual 43,66 7 6,24
Lack of Fit 26,93 3 8,98 2,15 0,2371 NS
Pure Error 16,73 4 4,18
Cor Total 503,61 16

r2 = 0,9133; r? adj = 0,8019; 2 *Significativo (p < 0,05); ** Extremadamente significativo (p < 0,01), NS = No
significativo.

De acuerdo con los valores obtenidos en la presente investigacion relacionados con r? =
0,9815 y r? ajustado = 0,9577 para la harina de epicarpio de papaya y r> = 0,9133 y r?
ajustado = 0,8019 para la harina de epicarpio de guayaba, y teniendo en cuenta que el valor
de la falta de ajuste (Lack of Fit) arroj6é valores no significativos, se puede inferir que las dos
ecuaciones cuadraticas permiten predecir con alta precision las condiciones 6ptimas de los
procesos de extraccion asistida por ultrasonido para los pigmentos carotenoides presentes
en las harinas de epicarpio estudiadas.

En las figuras 5-5 y 5-6 se aprecian los resultados de la superficie de respuesta por efecto
del tiempo y la temperatura de extraccion en la concentracion de los pigmentos
carotenoides totales. Se pudo observar que, para la HEP al aumentar la temperatura
también aumentd significativamente la concentracién de carotenoides y se evidencié un

efecto cuadratico de la temperatura.
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Figura 5-5- 3-D superficie de respuesta (tiempo — temperatura) para la HEP
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Figura 5-6. Grafica de contorno para la optimizacion (tiempo — temperatura) en la HEP

En las figuras 5-7 y 5-8 se observan los resultados de la superficie de respuesta por efecto
de la relacién harina/aceite en la extracciébn de los compuestos carotenoides totales en
funcion de la temperatura de extraccion. De las graficas se pudo apreciar un efecto
significativo de la relacién harina/aceite — temperatura sobre la concentracion de los

pigmentos carotenoides.
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Figura 5-7: 3-D superficie de respuesta (relacion harina/aceite—temperatura) para la HEP
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Figura 5-8. Grafica de contorno para la optimizacion (relacién harina/aceite —

temperatura) en la HEP

En las figuras 5-9 y 5-10 se presentan los resultados de la superficie de respuesta por efecto

de la relacién harina/aceite en funcién del tiempo. Se observé que la concentracion de
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carotenoides aument6 a medida que aumento el tiempo y la relaciéon harina aceite, lo que
indica una relacién directamente proporcional de estos dos factores con relacién a la

concentracion de pigmentos carotenoides en la harina de epicarpio de papaya.
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Figura 5-9. 3-D superficie de respuesta (relacion harina/aceite — tiempo) para la HEP
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Figura 5-10. Gréfica de contorno para la optimizacion (relacién harina/aceite - tiempo) en
la HEP
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En las figuras 5-11 y 5-12 se pueden observar los resultados de la superficie de respuesta
por efecto del tiempo y la temperatura de extraccion en la concentracién de los pigmentos
carotenoides totales. Se pudo observar que, para la HEG al aumentar la temperatura,
también aumentd significativamente la concentracion de carotenoides y, ademas se pudo

evidenciar un efecto cuadratico de la temperatura.
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Figura 5-11. 3-D superficie de respuesta (tiempo — temperatura) para la HEG
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Figura 5-12. Gréfica de contorno para la optimizacion (tiempo - temperatura) en la HEG
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Los resultados de la superficie de respuesta por efecto de la relacién harina/aceite y la
temperatura de extraccion se muestran en las figuras 5-13 y 5-14. Se observé un efecto
significativo del factor relacion harina/aceite sobre la concentracién de los pigmentos

carotenoides de la HEG en funcion de la temperatura de extraccion.
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Figura 5-13. 3-D superficie de respuesta (relacion harina/aceite — temperatura) para la
HEG
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Figura 5-14. Gréfica de contorno para la optimizacion (relacién harina/aceite —

temperatura) en la HEG
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Finalmente, en las figuras 5-15 y 5-16 se pueden ver los resultados de la superficie de
respuesta por efecto de la relacion harina/aceite y el tiempo de extraccion en la

concentracion de los pigmentos carotenoides totales.
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Figura 5-15. 3D superficie de respuesta (relacion harina/aceite — tiempo) para la HEG
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Figura 5-16. Gréfica de contorno para la optimizacion (relacién harina/aceite — tiempo) en
la HEG



Pigmentos carotenoides extraidos de residuos de papaya y guayaba 79

A partir del andlisis de los resultados obtenidos en el ejercicio de las superficies de
respuesta, se pudo concluir que las condiciones Optimas de extraccion de los pigmentos
carotenoides presentes en la harina de epicarpio de papaya correspondieron a los
siguientes valores: tiempo 60 minutos, temperatura de 30 °C y relacion harina/aceite 0,0256
g/4 ml, condiciones a partir de las cuales se obtuvo una concentracion maxima de 66,45
mg/100g de HEP. Con relacién a la harina de epicarpio de guayaba las condiciones 6ptimas
de extraccidon de los pigmentos carotenoides fueron las siguientes: tiempo 40 minutos,
temperatura 60°C y relacion harina/aceite 0,0256 g/ 4ml, obteniendo un resultado de 47,40
mg/100g de HEG. Por otro lado, la validacion del punto 6ptimo de extraccion presentd un
valor de concentracion de 66,03 + 0,60 mg/100g de HEP y 47,38 + 1,03 mg/100g de HEG.
Dado lo anterior se pudo concluir que al comparar estos valores promedios de validacién
con los valores de la optimizacion se observé que no se presentaron diferencias

significativas (p > 0,05).

Los resultados obtenidos se compararon con valores logrados con el método tradicional de
macerado considerado como el método convencional de extraccion de metabolitos y que
dio como resultado una concentracion de pigmentos carotenoides de 52,64 + 1,57 mg/100
g de HEP y de 34,86 + 1,35 mg/100 g de HEG, afirmando que el método de extraccion
asistida por ultrasonido es eficiente para la extraccion de los pigmentos carotenoides

presentes en la harina de epicarpio de papaya y en la harina de epicarpio de guayaba.

En la figura 5-17 se aprecian las condiciones Optimas de extraccion de los pigmentos
carotenoides presentes en la harina de epicarpio de papaya. Igualmente, en la figura 5-18

se pueden apreciar dichas condiciones para la harina de epicarpio de guayaba.
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Figura 5-17. Condiciones 6ptimas de extraccion de pigmentos carotenoides en la HEP
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Figura 5-18. Condiciones Optimas de extraccion de pigmentos carotenoides en la HEG

Los valores de los pardmetros obtenidos en la presente investigacién difieren de los
aportados por Ordofiez-Santos et al. (2015) quienes trabajaron con el fruto de la palma de
chontaduro (Bactris gasipaes) bajo la metodologia de extraccion por ultrasonido,
obteniendo condiciones Optimas de extraccion a una temperatura de 35°C y un tiempo de
30 minutos, para un total de pigmentos carotenoides extraidos de 163,47 mg/100 g de

céscara seca de chontaduro. Por otra parte, Martinez et al. (2019) aplicaron una extraccién
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asistida por ultrasonido para la obtencion de pigmentos carotenoides a partir de la piel de
chontaduro obteniendo, con las siguientes condiciones Optimas de extraccién 48°C, 28
minutos y relacién solido/solvente de 0,037 g/ml, un total de 151,50 mg/100 g de piel seca
de chontaduro de carotenoides. Los datos obtenidos por Dey and Rathod (2013) trabajando
con algas spirulina (Spirulina platensis) utilizando igualmente el método de extraccién
asistido por ultrasonido, a una temperatura de 30°C y un tiempo de 8 minutos por ciclo,
obtuvieron un total de carotenoides de 47,10 mg/100 g, valor inferior al obtenido en esta
investigacion. Igualmente, Goula et al. (2017) encontraron una concentracion total de
carotenoides de 85,7 mg /100 g trabajando con céscaras de granada, utilizando como
condiciones de extraccion una temperatura de 51,5°C y una relacion de sdlido/solvente
(aceite de girasol) de 0,010 g/ml. Del mismo modo, Ordofiez-Santos et al. (2019a) en su
estudio de extraccion asistida por ultrasonido de antocianinas obtenidas a partir de
subproductos de mora (Rubus glaucus) encontraron que las condiciones 6ptimas de
extraccion se presentaron a un tiempo de 20 minutos y a una relacion soélido-solvente de
0,016 g/ml, condiciones con las cuales obtuvieron una concentracién de 259,66 mg/100g,
valor superior al hallado en el presente trabajo investigativo. Los diferentes valores
obtenidos en los trabajos presentados se atribuyen basicamente al tipo de material vegetal
con que se trabajd, a sus caracteristicas quimicas y fisiolégicas, al grado de madurez de

las mismas y a las condiciones de extraccion.

5.3. Efecto de la aplicacién de los pigmentos carotenoides obtenidos a partir de las
HEP y HEG en salchichas Frankfurt

El desarrollo del tercer objetivo planteado en la presente investigacion, se llevé a cabo en
dos fases: la primera consistié en elaborar tres formulaciones de salchichas Frankfurt con
diferentes concentraciones del extracto de pigmentos carotenoides obtenidos a partir de la
harina de epicarpio de papaya y tres formulaciones con diferentes concentraciones del
extracto de pigmentos carotenoides de epicarpio de guayaba y una formulacion control sin
adicién de ninguno de los dos extractos, con el fin de determinar la concentracion Gptima
de cada extracto analizado; la segunda fase se adelant6 con el fin de evaluar, en el tiempo,
la estabilidad de las dos formulaciones definidas como las de mejores caracteristicas en la
fase uno (una con extracto de HEP y la otra con extracto de HEG), y determinar una

formulacién con extracto de pigmentos carotenoides de epicarpio de papaya y otra con
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extracto de pigmentos carotenoides de epicarpio de guayaba que cumplan con las

condiciones de estabilidad, conservacion y aceptaciéon por parte del consumidor.

5.3.1. Nivel 6ptimo de concentracidon de los extractos de pigmentos carotenoides de

epicarpio de papayay de guayaba en salchichas Frankfurt

Para determinar el nivel 6ptimo de extracto adicionado a las salchichas, se evaluaron,
ademas de los parametros fisicoquimicos, los parametros de color, se realizé una prueba
sensorial y se definieron los analisis microbioldgicos con el fin de garantizar la inocuidad de

las salchichas.

5.3.1.1. Resultados del andlisis proximal de las salchichas Frankfurt adicionadas con
los extractos de HEP y HEG

En la tabla 5-13 se muestran los resultados del analisis proximal y el valor energético
realizado a las diferentes formulaciones de salchichas Frankfurt elaboradas durante la

investigacion.

Tabla 5-13. Analisis proximal y valor energético realizado a las diferentes formulaciones

de salchichas elaboradas

Salchicha Salchichas con adicién de extracto oleoso de HEP
Andlisis Proximal control L1 L2 L3
0% 25% 50% 75% ANOVA
Materia seca total (%) 31,65 + 0,30? 31,92 + 0,15 32,13+ 1,242 31,42 + 0,282 NS
Proteina (%) 61,35 + 0,08% 61,38 £ 0,162 61,32 + 0,622 61,43 + 0,692 NS
Extracto etéreo (%) 18,23 £ 0,112 19,23 + 0,782 18,30 £ 0,472 18,56 + 0,512 NS
Cenizas (%) 7,80 +£ 0,292 7,27 £0,27° 8,00 + 0,912 7,50 +0,34° NS
Valor energético (Cal/g) 5415,34 £ 0,162 5415,34 + 0,252 5415,34 £ 0,732 5415,34 + 0,482 NS
Salchichas con adicién de extracto oleoso de HEG
L4 L5 L6
0% 25% 50% 75% ANOVA
Materia seca total (%) 31,65+ 0,30? 31,14 +£ 0,14 32,13 +1,24 31,42 + 0,282 NS
Proteina (%) 61,35 + 0,082 60,56 + 0,162 61,35+ 0,082 61,35+ 0,082 NS
Extracto etéreo (%) 18,23 + 0,11 18,23 + 0,122 18,23 + 0,112 18,23 + 0,112 NS
Cenizas (%) 7,80 £ 0,292 8,34 + 0,262 7,80 + 0,392 7,80 + 0,54 NS
Valor energético (Cal/lg) | 5415,34 + 0,162 5290,72 £ 0,192 5415,34 + 0,632 5415,34 £ 0,122 NS

Nivel de significancia estadistica: NS, no significativo; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
a-c Medias dentro de filas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)

De acuerdo con los resultados presentados en la tabla 5-13, no se presentaron cambios
significativos (p< 0,05 ) en el contenido de materia seca total, proteina, y extracto etéreo

cenizas y valor energético para los lotes de salchichas Frankfurt elaboradas. En
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consecuencia, de los datos obtenidos se puede concluir que la adicién de los extractos
oleosos de pigmentos carotenoides extraidos tanto del epicarpio de papaya como del
epicarpio de guayaba no influyeron en las caracteristicas quimicas y nutricionales de los
diferentes tratamientos aplicados en las formulaciones utilizadas para la elaboracion de las
salchichas Frankfurt. Esos resultados son similares a los reportados por Marchetti et al.
(2015) donde trabajaron con Salchichas magras reducidas en sodio con aceite de pescado

optimizado por un enfoque de disefio de mezcla.

5.3.1.2. Resultados de las propiedades fisicoquimicas de las salchichas Frankfurt

adicionadas con los extractos de HEP y HEG
En la tabla 5-14 se pueden ver los resultados de las propiedades fisicoquimicas de los
diferentes lotes elaborados de salchichas Frankfurt adicionadas con extracto oleoso de

epicarpio de papaya y extracto oleoso de epicarpio de guayaba.

Tabla 5-14. Propiedades fisicoquimicas de las diferentes formulaciones de salchichas

elaboradas
Estabilidad
Formulacion pH CRA, (%) Aw dela

emulsién, (%)
Control 5,4 + 0,262 95,84 + 0,562 0,96 + 1,382 98,02 + 0,292
Extracto de harina L1 5,3+0,382 96,56 + 0,312 0,96 + 0,162 98,36 + 0,682
de epicarpio de L2 5,3+0,942 96,87 £ 0,752 0,96 + 0,822 98,56 + 0,112
papaya L3 5,4 +0,272 96,63 + 0,482 0,96 = 0,642 98,78 £ 0,432
Extracto de harina L4 5,5+1,062 95,98 £ 0,102 0,96 + 0,312 99,16 + 0,992
de epicarpio de L5 5,4 +0,832 96,02 + 0,352 0,96 + 0,592 08,82 + 0,322
guayaba L6 5,4 +0,792 96,10 + 0,202 0,96 + 0,362 08,91 + 1,012

ANOVA NS NS NS NS

Nivel de significancia estadistica: NS, no significativo; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
a-c¢ Medias dentro de filas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)

Los resultados obtenidos mostraron que las propiedades fisicoquimicas en las salchichas
de las diferentes formulaciones no presentaron cambios significativos con respecto a las
mismas propiedades de la salchicha control (p<0,05). En promedio los lotes de salchichas
presentaron un pH de 5,4, un CRA de 95,86%, una Aw de 0,96 y estabilidad emulsificante
de 98,76 %. Estos datos presentaron valores menores en el pH que los obtenidos por
Chattopadhyay et al. (2019) (pH = 6,55 en promedio) quienes trabajaron con salchichas de
pescado adicionadas con diferentes concentraciones de un gel elaborado a partir de
guitosano, sin embargo, el valor de la CRA fue ligeramente superior a lo reportado por este
mismo autor (CRA = 91,41% en promedio). Igualmente, los datos aportados por Wang et
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al. (2019) en salchichas elaboradas con carne de res y adicionadas con hongos (Lentinula
edodes) presentaron valores de pH superiores a los hallados en la presente investigacion
(pH = 6,65). Sin embargo, el valor de la actividad de agua (Aw) fue similar al encontrado en
este trabajo (Aw = 0,98). Adicional a lo anterior, en la investigacion presentada por Xiang et
al. (2019) trabajando con salchichas tipo cantonés adicionadas con extracto de morera
(Morus alba), se encontré un valor de pH (pH = 5,93) ligeramente superior al encontrado en
esta investigacion. En otro trabajo desarrollado por Hleap et al. (2020), en el cual se
desarrollaron salchichas de tilapia roja con inclusién de una mezcla de piel de cerdo y fibra
de quinua, se encontré un valor de pH de 6,33 en promedio para las cuatro concentraciones
de la mezcla utilizada, valor superior al hallado en la presente investigacion. Los datos
presentados por Savadkoohi et al. (2014), quienes adelantaron su investigacién con
salchichas de res adicionadas con bagazo de piel de tomate, mostraron valores similares a
los obtenidos en esta investigacion tanto para el pH como para la CRA (pH = 5,48, CRA =
88,22%). Finalmente, el trabajo desarrollado por Rosero-Chasoy et al. (2018) mostré un
valor de pH de 6,04 para salchichas adicionadas con harina de cascaras de yacon,
ligeramente superior al encontrado en la presente investigacion, y un valor de 96,8% para
la estabilidad de la emulsion, similar a | valor obtenido en el presente trabajo. Los diferentes
valores hallados para las propiedades fisicoguimicas presentadas en las investigaciones
citadas se atribuyen a las caracteristicas de las sustancias vegetales adicionadas en cada

caso, cuya composicién quimica es muy variada.

5.3.1.3. Resultados del perfil de textura (APT) de las salchichas Frankfurt adicionadas

con los extractos de HEP y HEG

Los resultados del andlisis del perfil de textura (APT) de las salchichas elaboradas de
acuerdo con los diferentes tratamientos con adicion tanto de HEP como de HEG se pueden
apreciar en la tabla 5-15. De acuerdo con los resultados obtenidos se evidenciaron
diferencias estadisticas en los valores de elasticidad y gomosidad, mientras que, para
dureza, cohesividad, masticabilidad y adhesividad no se percibi6 incidencia en la textura de
los lotes de salchichas con extracto oleaginoso de carotenoides de papaya y guayaba. En
promedio los lotes de salchichas presentan una dureza de 41,20 N, Cohesividad -0,01,
elasticidad 0,88 mm, masticabilidad 22,55 N/mm, adhesividad — 0,32 N/mm, y gomosidad
10,33 N.
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Tabla 5-15. Analisis del perfil de textura de las diferentes formulaciones de salchichas

elaboradas

Formulacién Dureza (N) Cohesividad Elasticidad Masticabilidad Adhesividad Gomosidad

(adimensional) (mm) (N/mm) (N/mm) (N)
Control 41,56 + 0,212 -0,01+0,73% 0,99 +1,232 22,31+0,122 -0,35+ 0,572 9,56 + 0,342
L1 41,31 + 0,482 - 0,02 + 0,262 0,86 + 0,02° 21,65 + 0,992 -0,31+0,38* | 10,12+0,81°
HEP L2 41,26 + 0,192 -0,02+0,18* 0,97 £0,39° 23,07 £ 0,672 -0,32+0,62% 11,03 £ 0,74°
L3 41,95+ 0,16 -0,02+0,672 0,86 + 0,24° 22,13 +£ 0,262 -0,31+£0,28% 10,84 + 0,78°
L4 40,97 + 0,212 -0,01+£0,912 0,84 +1,86° 23,17 £ 0,08 -0,34+£0,122 9,87 £ 0,45%
HEG L5 41,78 + 0,83 - 0,01 £ 0,86* 0,88 + 0,51° 22,86 + 0,40 -0,33+0,18* | 10,16 + 0,56
L6 40,64 + 0,14 -0,01 £ 0,262 0,91 £0,63* 22,45 + 0,24 -0,33+0,46* | 10,01 +0,63°

ANOVA NS NS i NS NS i

Nivel de significancia estadistica: NS, no significativo; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
a-c¢ Medias dentro de filas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)

Al comparar estos datos con los hallados por Marti-Quijal et al. (2019) quienes trabajaron
con salchichas de cerdo adicionadas con diferentes vegetales (soya, arveja, lenteja, haba,
alga—clorela y alga—spirulina), como extensores carnicos, se puede observar que los
valores obtenidos por dichos autores fueron inferiores a los hallados en esta investigacion
en cuanto a dureza (31,4, 23,6, 24,9, 25,4, 21,1, 24,5 N, respectivamente para soya, arveja,
haba, alga—clorela y alga—spirulina) y a elasticidad (0,83, 0,81, 0,79, 0,77, 0,71y 0,77 mm,
respetivamente para soya, arveja, lenteja, haba, alga—clorela y alga—spirulina), mientras
gue la cohesividad (0,35, 0,33, 0,32, 0,33, 0,28 y 0,28, respectivamente para soya, arveja,
lenteja, haba, alga—clorela y alga—spirulina) mostrd valores superiores. En el estudio
desarrollado por Ozaki et al. (2020) se muestran valores para dureza (52,11 y 58,48 N),
para elasticidad (0,76 y 0,74 mm), para cohesividad (0,69 y 0,65) y para masticabilidad
(27,40 y 29,02 N/mm) en salchichas preparadas con dos concentraciones (0,5% de polvo
de rdbano + 0,25% de quitosano y 0,5% de polvo de rabano + 0,5% de quitosano), valores
superiores a los obtenidos en esta investigacion, a excepcion de la elasticidad que presentd
valores menores. Los datos mostrados por Savadkoohi et al. (2014) relacionados con el
perfil de textura para salchichas elaboradas con adicion de bagazo de piel de tomate en
concentracién del 5% mostraron valores inferiores para la dureza (27,95 N), mientras que
para la cohesividad (0,41 N), la elasticidad (3,49 mm), la masticabilidad (40,05 N/mm) y la
adhesividad (0,22 N/mm) mostraron valores superiores comparados con los obtenidos en
el APT para las diferentes salchichas analizadas en esta investigacion. En otra investigacion
desarrollada por Rosero-Chasoy et al. (2018) en la cual trabajaron con salchichas de carne
de cerdo adicionadas con harina de piel de yacon, encontraron valores inferiores a los de
esta investigacién para la dureza (28,32 N), la elasticidad (0,41 mm), la masticabilidad (3,58

N/mm) y la adhesividad (- 0,52 N/mm), mientras que para la cohesividad (0,30) el valor
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obtenido fue superior. La investigacion desarrollada por Saldafia et al. (2015) quienes
trabajaron con salchichas tipo mortadela bajas en grasa encontraron valores inferiores a los
de la presente investigacion para los siguientes parametros: dureza (16,24 N), elasticidad
(0,86 mm), masticabilidad (11,49 N/mm). Finalmente, el trabajo desarrollado por Bolger et
al. (2018) mostro, para salchichas de pollo adicionadas con aceite de linaza, valores de
dureza (17,5 N), elasticidad (8,6 mm) y gomosidad (8,8 N) inferiores a los de esta
investigacion, pero para la masticabilidad (76,0 N/mm) el valor fue superior. Los diversos
valores mostrados para los parametros del APT en las investigaciones referenciadas,
incluida la presente investigacion, pueden deberse a la composicion de las diferentes
salchichas y en particular al tipo y contenido de grasas utilizadas en su elaboracion, lo que
afecta la textura haciéndola mas dura o mas blanda, ademas de las posibles diferencias
gue se presentan en la composicién de las emulsiones elaboradas al presentarse diversidad

en el contenido de grasa, agua e hidrocoloides utilizados.

5.3.1.4. Resultados del andlisis de las coordenadas de color CIEL*a*b* en las

salchichas Frankfurt adicionadas con los extractos de HEP y HEG

En la tabla 5-16, se presentan los resultados del andlisis de las coordenadas de color segin
la Commission Interationale de L’Eclairage CIEL*a*b*. Se determinaron las coordenadas
a* (rojo-verde), b* (azul-amarillo), L* (blanco-negro), C* (cromaticidad), h* (dngulo de tono)
y AE (diferencia de color) en los diferentes tratamientos de salchichas elaboradas segun el
disefio experimental establecido para el desarrollo de la investigacion. Al observar los datos
obtenidos se evidenci6 diferencias significativa (P< 0,05) en los parametros L*, a*, C*, h°,
mientras que para el parAmetro b* no se evidencié cambio alguno.

Tabla 5-16. Coordenadas de color de las diferentes formulaciones de las salchichas

Formulacion Salchichas con adicién de extracto oleoso de HEP
L* ax b* C* h° AE
Control 75,66 = 0,60 3,85+0,182 10,06 + 0,25 10,78 £ 0,22* 69,04 + 1,20 E.C.
L1 76,01 £ 0,54° 4,32 +0,14° 10,72 £ 0,15 11,52 +0,18° 68,05 + 0,46° 0,98 £ 0,20
L2 78,06 + 0,25° 4,40 +0,15° 10,30 £ 0,102 11,21 + 0,03° 66,86 + 0,90° 2,48 £0,24
L3 76,42 +£ 0,182 4,71 +0,12° 10,56 + 0,20 11,56 + 0,19° 65,97 + 0,62° 1,26 +0,14
ANOVA *% *% NS *% *% *%
Salchichas con adiciéon de extracto oleoso de HEG
L4 75,43 + 0,452 4,51 +0,20° 10,30 + 0,092 11,25 + 0,03° 66,38 + 1,09° 0,83+0,18
L5 77,45 £ 0,39° 4,09 +0,07° 10,66 + 0,292 11,42 £ 0,25° 69,00 + 0,84 1,91+0,42
L6 77,69 £ 0,47° 3,10+ 0,162 10,74 + 0,262 11,18 + 0,28° 73,92 + 0,59° 2,29+0,43
ANOVA *% *%k NS *k *% *%

L*: 0 = negro y 100 = blanco; a*:

-60 = verde y +60 = rojo; b*: -60 = azul y +60 = amarillo; h — &ngulo de tono:
90° = amarillo, 180° = verde y 0° = rojo; C — indice de saturacion, distancia desde las coordenadas en el origen

hasta el punto de color determinado.
a-c¢ Medias dentro de filas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)
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Los resultados de la tabla 5-16 mostraron que la intensidad luminica L* en el caso de las
salchichas con extracto de pigmentos carotenoides de epicarpio de papaya, fue mayor en
el lote dos (L2), el cual contenia 50% de extracto de HEP, seguido por el lote tres (L3) con
un 75% de extracto de HEP y por ultimo el lote uno (L1) con un 25% de dicho extracto. Los
datos obtenidos para las salchichas con adiciébn de extracto de epicarpio de guayaba
mostraron una proporcionalidad directa ya que a medida que aumenté la concentracion del
extracto, igualmente aumentd la intensidad luminica L*, siendo mayor para el lote seis (L6)
correspondiente a una adicién de 75% de extracto de HEG. Estos datos difieren de los
aportados por Amensour et al. (2010) quienes trabajaron con salchichas de pollo
adicionadas con extracto acuoso de Myrtus communis, y encontraron un descenso en la
luminosidad con el aumento del extracto, lo que atribuyen a que la concentracién de los
diferentes pigmentos no aporta en dicha luminosidad, sino que es la alta presencia de agua
ligada y las grasas las que predominan en los aspectos luminicos disminuyendo la
capacidad de oxidacion de la mioglobina. Igualmente, el trabajo presentado por Fernandez-
Lépez et al. (2020) mostré un descenso en la luminosidad L* en salchichas de carne de
cerdo adicionadas con dos diferentes concentraciones de subproductos de la molienda de
la quinua negra (salchicha control - 61,98, concentracion 1 - 58,21 y concentracién 2 - 57,58)
probablemente debida a la mayor presencia de fibra en la quinua adicionada. Similar a lo
anterior, Martin-Sanchez et al. (2014) mostraron, para el parametro luminosidad L*,
resultados inferiores a los de la presente investigacion (38,30 — 33,15 en 28 dias de
almacenamiento) en salchichas tipo bologna adicionadas con 5% de subproductos de la
palmera del datil. Contrario a las anteriores investigaciones, los datos presentados por
Afoakwah et al. (2015) mostraron valores similares a los hallados en esta investigacion en
salchichas adicionadas con polvo liofilizado de alcachofa de Jerusalén (Helianthus

tuberosus L.).

En cuanto a la coordenada a* (rojo-verde), los datos mostraron, para las salchichas
adicionadas con extracto de harina de epicarpio de papaya, un aumento significativo
directamente proporcional al aumento de la concentracion de dicho extracto. El valor méas
alto fue de 4,71 (para una concentracion del 75% de extracto afiadido), lo que significa un
aumento del 22,33% de la coordenada a*. Por el contrario, para las salchichas afiadidas
con extracto de epicarpio de guayaba, se noté una disminucion de la coordenada a* al
alcanzar la mayor concentraciéon de dicho extracto (75%), correspondiente a una

disminucion del 19,48%. Esta diferencia entre las salchichas con extracto de carotenoides
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de harina de papaya y guayaba puede deberse a que el extracto de epicarpio de guayaba
presenta mayor concentracién de licopeno y este carotenoide es mas sensible a los
procesos de transformacion debido a sus dobles enlaces, el cual se degrada y se isomeriza,
pierde su estructura trans y el espectro de adsorcidn cambia. Por esta razdn, posiblemente
la coordenada a* disminuye en las salchichas con extracto de harina de epicarpio de
guayaba. Este ultimo caso presenta valores similares a los anotados por Pinzén et al. (2015)
en donde al adicionar del extracto oleoso de residuos de chontaduro (Bactris gasipaes)
conlleva a dicha disminucién de la coordenada a*. Igualmente, y por la misma causa, los
valores presentados por Rosero-Chasoy et al. (2018) para la coordenada a* presentaron
una disminucién al aumentar la concentracion de harina de piel de yacon en salchichas
elaboradas con carne de cerdo. En otro trabajo desarrollado por Fernandez-Lépez et al.
(2020), también se noté una disminucion significativa en la coordenada a* al adicionar
subproductos de la molienda de la quinua negra en dos concentraciones diferentes, siendo
mayor la disminucion en las salchichas de mayor concentracion de dichos subproductos.
De la misma forma en el trabajo desarrollado por Albarracin et al. (2010), se noté una
disminuciéon en la coordenada a* en salchichas elaboradas con carne de cerdo y
adicionadas con diferentes concentraciones de harina de frijol utilizada como agente
extensor. En términos generales, la adicién de harinas de origen vegetal conlleva a una
disminucion del color rojo propio de la carne, debido a las reacciones que se presentan con
la mioglobina afectando la formacién de oximioglobina, lo que no permite el desarrollo de la
coloracion ideal de los productos céarnicos. Contrariamente, el trabajo desarrollado por
Sayas-Barbera et al. (2012) mostré un aumento en la coordenada a* en salchichas crudas
tipo longaniza adicionadas con fibra citrica y un cultivo probiético. Este aumento, lo
atribuyen los autores a la formacion de nitrosomioglobina, asi como a la pérdida de

humedad, lo que conlleva a un aumento en la concentracion del pigmento hemo.

En cuanto a la coordenada b* (azul-amarillo), se observé que los valores para todos los
lotes analizados se mantuvieron en un rango entre (10,06 — 10,74, incluida la salchicha
control) sin presentar diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, el mayor
valor de esta coordenada se obtuvo para el lote uno (L1) (10,72) para las salchichas con
adicién de extracto de harina de epicarpio de papaya y para el lote seis (L6) (10,74) para
las salchichas adicionadas con extracto de harina de epicarpio de guayaba. Esto se explica,
probablemente por la posible presencia de pigmentos amarillos (B-caroteno, a-caroteno, -

criptoxantina, zeaxantina) en las harinas de las cuales se extrajeron los extractos utilizados
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en la elaboracion de las salchichas. Situacion similar se presentd en los trabajos, ya
mencionados, desarrollados por Fernandez-Lépez et al. (2020), Afoakwah et al. (2015) y
Sayas-Barbera et al. (2012),

El indice de saturacion C*, calculado a partir de las coordenadas a* y b* segun la ecuacion
(Ec. 13), mostré un aumento significativo con relacion a la salchicha control. Sin embargo,
entre los diferentes lotes analizados no se observaron diferencias significativas entre ellos.
El mayor valor se obtuvo para el lote tres (L3 — 75% de adicion de extracto de HEP) para el
caso de las salchichas con adicion de extracto de harina de epicarpio de papaya, y para el
lote cinco (L5 — 50% de adicion de extracto de HEG) para el caso de las salchichas con
adicién de extracto de harina de epicarpio de guayaba. Lo anterior muestra que estos dos
lotes son los que se encuentran mas préximos del matiz puro. Situacién similar se presento
en el trabajo publicado por Rosero-Chasoy et al. (2018) en donde no se presentaron
diferencias significativas en el indice de saturacion en salchichas adicionadas con harina
de piel de yacon. Igualmente, las investigaciones desarrolladas por Savadkoohi et al. (2014)
en salchichas de carne de cerdo adicionadas con bagazo de piel de tomate en diferentes
concentraciones y por De Souza et al. (2019) en salchichas tipo bologna adicionadas con
un gel preparado a partir de aceite de soya, no presentaron variacion significativa en el

indice de saturacion.

El parametro h® o angulo de tono present6 un valor estadisticamente significativo para los
diferentes lotes elaborados en comparacion con la salchicha control, sin adicion de
extractos de HEP o de HEG. Ademas, presentd una disminucion al aumentar la
concentracion del extracto oleoso de harina de epicarpio de papaya en los lotes de
salchichas analizados, sin embargo, en el caso de las salchichas adicionadas con extracto
de epicarpio de guayaba se observdé una tendencia contraria ya que, al aumentar la
concentracién del extracto, el valor del &ngulo de tono (h*) también aumenté. Estos valores,
relacionados con las salchichas adicionadas con extracto de epicarpio de papaya, son
similares a los reportados por Hleap et al. (2017), en donde se observé una disminucion en
salchichas adicionadas con harina de quinua (Chenopodium quinoa W.) atribuida al aporte
de los diferentes componentes de esta harina, principalmente al alto contenido de
carbohidratos y en menor proporcién de fibra soluble. Contrariamente, los datos aportados
por Pinzén et al. (2015) difieren de los obtenidos en esta investigacion relacionados con las

salchichas adicionadas con extracto de harina de epicarpio de papaya, pero concuerdan
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con los relacionados con las salchichas adicionadas con extracto de harina de epicarpio de
guayaba, en donde al aumentar la concentracion del extracto adicionado, aumenté el tono
(h*), lo cual se atribuye a la disminucién de la coordenada a* (rojo-verde) y al aumento de

la coordenada b* (azul-amarillo), propiciando un mayor angulo de tono.

Siguiendo los lineamientos del CIEL*a*b* en cuanto a la distancia maxima de tonalidad de
0 — 100, las diferencias de color AE presentadas en esta investigacion fueron minimas
teniendo en cuenta que el valor minimo de AE reportado por la literatura que no permite
evidenciar diferencias significativas es 3,0. Los obtenidos en esta investigacion no
superaron 2,48 para las salchichas adicionadas con extracto de HEP y 2,29 para las
salchichas adicionadas con extracto de HEG, como se aprecia en la tabla 5-16. Los
menores valores se obtuvieron para el lote uno (L1) (0,98) en el caso de las salchichas
adicionadas con extracto de HEP, y para el lote cuatro (L4) (0,83) en el caso de las
salchichas adicionadas con extracto de HEG, valores correspondientes a los lotes
adicionados con 25% de los respectivos extractos. Al presentar el menor valor de diferencia
(AE) con relacion al lote control, estos dos lotes (L1 y L4) se tomaron como referencia para

continuar con la investigacion y determinar la estabilidad de las salchichas en el tiempo.

5.3.1.5. Resultados del analisis sensorial de las salchichas Frankfurt adicionadas con
los extractos de HEP y HEG

En las figuras 5-19 y 5-20 se muestran los resultados de las pruebas sensoriales realizadas
para los diferentes lotes de salchichas elaborados. Los resultados se obtuvieron en un panel
realizado con 50 jueces no entrenados escogidos aleatoriamente, apoyados en una

encuesta con una escala heddnica de siete puntos.
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Figura 5-19. Atributos sensoriales de las salchichas adicionadas con extracto de HEP
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Figura 5-20. Atributos sensoriales de las salchichas adicionadas con extracto de HEP

De acuerdo con lo expuesto en la figura 5-19, se puede concluir que los atributos textura,
sabor, aroma y aceptacion no se vieron afectados por la adicion del extracto de harina de
epicarpio de papaya para los lotes uno (L1), mientras que para los lotes dos (L2) y tres (L3)
si se presentan diferencias. El color presentd mejor perceptibilidad para los panelistas en
las formulaciones L1 (25% de extracto de HEP), L2 (50% de extracto de HEP) y L3 (75%
de extracto de HEP), considerando la de mayor interés para los panelistas la L1. Por el

contrario, en la figura 5-20, se observa que los atributos sensoriales color, sabor, aroma y
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aceptacion mejoraron la perceptibilidad de los jueces evaluadores al adicionar el extracto
de harina de epicarpio de guayaba en las tres concentraciones analizadas L4 (25% de
extracto de HEG), L5 (50% de extracto de HEG) y L6 (75% de extracto de HEG) y tan sélo
el atributo textura obtuvo un puntaje, en la evaluacién, similar al obtenido por la salchicha
control. Sin embargo, la formulacion con mayor aceptabilidad es la L4, pues se observa que
mayores concentraciones de extracto de harina de epicarpio de guayaba conllevan a una

disminucién en la aceptacién de las salchichas por parte de los panelistas.

5.3.1.6. Resultados del analisis microbiolégico de las salchichas Frankfurt

adicionadas con los extractos de HEP y HEG

Los analisis microbiolégicos desarrollados para las muestras de salchicha con extractos de
HEP y HEG correspondieron a las siguientes determinaciones: Salmonella, Escherichia coli,
recuento de estafilococo coagulasa positiva, esporas Clostridium sulfito reductor, aerobios

mesofilos totales, recuento de Coliformes totales y deteccidn de Listeria monocytogenes.

Los procesos agroindustriales y en este caso la elaboracion de salchichas se debe siempre
garantizar la asepsia en las materias primas utilizadas, la limpieza y desinfeccién de
equipos, utensilios, instalaciones y que el personal manipulador siga las normas de higiene,
como el lavado - desinfeccion de manos y uso de elementos de proteccién. Todo esto con
el fin de garantizar un producto inocuo, acompafiado de métodos de conservacién como

escaldado y empaque al vacio y temperatura de refrigeracion (4°C).

Los resultados mostrados en la tabla 5-17 dan cuenta que tanto las salchichas elaboradas
con adicién de extracto de HEP como las adicionadas con extracto de HEG cumplen con
los requisitos establecidos en las Normas Técnicas Colombianas NTC 1325 (2008) y NTC
4519 (2009), lo cual da garantia de una buena calidad e inocuidad de las salchichas
elaboradas. Estos resultados concuerdan con los presentados por Izquierdo et al. (2007) y
Garcia et al. (2005) quienes sugieren que los bajos valores de microorganismos hallados,
en sus respectivos trabajos de investigacion, se atribuyen al uso de materias primas,
ingredientes, insumos y aditivos frescos, al buen manejo sanitario de los mismos, a las
relativas altas temperaturas utilizadas para el tratamiento térmico, al correcto y rapido
choque térmico pos escaldado y al buen manejo durante los procesos de empaque y

almacenamiento.
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Tabla 5-17. Resultados de los analisis microbiologicos de las diferentes formulaciones de las salchichas elaboradas

Salchichas con adicién de
extracto oleoso de HEP

Salchichas con adicién de
extracto oleoso de HEG

Pardmetro analizado Método Valor Control L1 L2 L3 L4 L5 L6
normativo
Recuento total de aerobios mesdfilos NTC 4519
UFC/g-mL (2009-04-15) < 100.000 230 50 160 80 140 60 70
* Recuento de Coliformes totales NTC 4458 .
UFClg-mL (2007-12-12) 500 Méx. <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
* Recuento de Escherichia coli NTC 4458
UFC/g-mL (2007-12-12) <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Recuento de esporas Clostridium sulfito INVIMA:
reductor 1998, Cap. 100 Méx. <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
UFC/g-mL 2, Nim. 10
Recuento de Estafilococo coagulasa positiva NTC 4779
UFC/g-mL (2007-08-29) <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100
* Deteccion de Salmonella en 25 g (2%35_33_7241) Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
INVIMA:
* Deteccién de Listeria monocytogenes 1998, Cap. Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
2, Nim. 20

* Analisis acreditado 1ISO 17025
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5.3.2. Andlisis de la estabilidad en el tiempo de las salchichas Frankfurt adicionadas

con los extractos de HEP y HEG

A partir de los andlisis realizados en la primera fase del objetivo tres del presente trabajo,
se determind que las salchichas de mejores caracteristicas y mayor aceptacion por sus
propiedades fisicoquimicas, sensoriales y microbiologicas fueron las salchichas
correspondientes al lote L1 para aquellas adicionadas con 25% de extracto de pigmentos
carotenoides obtenidos a partir de la harina de epicarpio de papaya y al lote L4 para las
adicionadas igualmente con 25% de extracto de pigmentos carotenoides de harina de
epicarpio de guayaba. Por lo anterior, estas salchichas fueron las seleccionadas para
continuar con la segunda fase de este tercer objetivo, la cual consistié en la evaluacion de

la estabilidad de las salchichas durante el tiempo de almacenamiento.

A las dos formulaciones de salchichas seleccionadas se le aplicaron los siguientes analisis:
andlisis proximal, con el fin de validar la caracterizacién de las mismas, el cual se les realizo
alos dias 0y 30, andlisis de las coordenadas de color (CIEL*a*b*) y determinacion de nitrito
residual a los 0, 10, 20 y 30 dias de almacenamiento a 4°C, determinacién de la oxidacion
de los lipidos a los 0, 15 y 30 dias y analisis microbiol6gicos a los 0, 8, 15, 22 y 30 dias de

almacenamiento a 4°C.

5.3.2.1. Resultados del analisis proximal y valor energético de las salchichas

seleccionadas

En la tabla 5-18 se aprecia el andlisis proximal de las salchichas Frankfurt seleccionadas
para la evaluacion de la estabilidad del extracto de pigmentos carotenoides, analizados al
dia 0 y al dia 30 de almacenamiento. Para dicho almacenamiento, las salchichas
previamente fueron empacadas al vacio y posteriormente se colocaron en un refrigerador

convencional a temperatura de 6 + 2°C.

Los datos mostrados en la tabla 5-18, para el dia 0 de almacenamiento, concuerdan con
los datos obtenidos en la primera fase de la presente investigacion (Tabla 5-13), en donde
se valoro la composicion proximal de las salchichas de las seis formulaciones establecidas,
y se comparo con la salchicha control, la cual se elaboré sin adicion de ninguno de los dos

extractos de pigmentos carotenoides utilizados en los lotes analizados. Al comparar los
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resultados del dia O con el dia 30 no se notaron diferencias estadisticamente significativas
para ninguno de los constituyentes de la composicién quimica de las salchichas analizadas.
Sin embargo, para el valor energético si se observé una ligera disminucion no significativa

de este parametro, posiblemente debido a la disminucién no significativa presentada en el

contenido de los lipidos.

Tabla 5-18. Analisis proximal y valor energético de las salchichas Frankfurt

seleccionadas.

Analisis proximal

Salchicha con adicion de extracto de pigmentos de HEP

Dia 0 Dia 30
Materia seca total (%) 31,92 + 0,142 31,25 +0,18?
Proteina (%) 61,35 + 0,082 61,30 £ 0,222
Extracto etéreo (%) 19,22 +0,112 18,02 + 0,562
Cenizas (%) 7,26+0,182 7,26 +0,332

Valor energético (Cal/g)

5414,86 £ 0,242

5410,67 £0,322

Salchicha con adicion de extracto de pigmentos de HEG

Dia 0 Dia 30
Materia seca total (%) 31,14 £ 0,14° 31,09+0,21°
Proteina (%) 60,56 +0,14° 60,54 +0,32°
Extracto etéreo (%) 18,21 +£0,18° 17,98 £0,25°
Cenizas (%) 8,34 +0,29° 8,32+0,27°

Valor energético (Cal/g)

5291,96 +0,16°

5290,35+0,41°

Los datos se expresan en base seca. Los resultados son el promedio de tres repeticiones y se muestran como
media * DS.

5.3.2.2. Resultados del analisis de las coordenadas de color CIEL*a*b* de las

salchichas seleccionadas

La determinacién de los parametros de color CIEL*a*b* para las salchichas seleccionadas,
adicionadas con los extractos de pigmentos carotenoides obtenidos a partir de las harinas
de epicarpio de papaya y de guayaba se midieron a los 0, 10, 20 y 30 dias de
almacenamiento. Los resultados se muestran en las tablas 5-19 y 5-20, respectivamente
para las salchichas obtenidas a partir de la HEP y de la HEG. Se pudo evidenciar que no
hubo cambios significativos en los parametros L* y a*, sin embargo, los otros atributos de
color (b*, C*, h° y AE) si cambian significativamente frente al control con el tiempo de
almacenamiento. Los valores promedios de los atributos para salchichas con HEP L*
(73,46), a* (8,34), b* (8,81), C* (12,13) y h° (46,53) y para salchichas con HEG L* (72,18),
a* (9,69), b* (8,90), C* (13,16) y h° (42,49).
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La determinacion del color en los productos carnicos no se considera Unicamente un
pardmetro sensorial que determina la aceptacion o rechazo de determinado producto, sino
gue muestra los cambios a los que estd sujeto el tejido muscular durante el
almacenamiento, ya que el color depende de muiltiples factores durante esta etapa (Bekhit
et al. (2019). De las tablas se puede observar que a medida que aumento el tiempo de
almacenamiento, también aumenté la diferencia de color AE para ambas salchichas. Sin
embargo, en la salchicha adicionada con extracto de harina de epicarpio de guayaba, a los
20 dias de almacenamiento se present6 una disminucion, aungue esta fue no significativa.
El aumento en este pardmetro o decoloracion de las salchichas se atribuye a la

isomerizacion de los pigmentos carotenoides.
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Tabla 5-19. Parametros de color CIEL*a*b* para la salchicha Frankfurt adicionada con extracto de pigmentos carotenoides obtenidos

de la HEP
Dias de. L* a* b* C* h* AE
almacenamiento
0 73,37 + 0,292 8,46 + 0,152 8,26 + 0,032 11,82 +0,112 44,33 + 0,552 E.C.
10 73,38 + 0,482 8,32 + 0,092 8,75 + 0,082 12,07 £ 0,10 46,44 + 0,26 0,64 + 0,142
20 73,98 + 0,192 8,18 + 0,142 8,61 +0,132 11,87 £0,172 46,47 + 0,30 0,78 +0,12b
30 73,09 + 0,672 8,40 + 0,382 9,62 +0,21b 12,77 £ 0,38 48,89 + 0,87°¢ 1,51 +0,28¢
ANOVA NS NS * ** ** *kk

Coordenadas CIEL*a*b*. E.C: Estandar de comparacion. (*) significativo p < 0,05; (**) significativo p < 0,01; (***) significativo p < 0,001; (NS) No hay diferencias significativas (p<0,05)

a-c¢ Medias dentro de columnas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)

Tabla 5-20. Parametros de color CIEL*a*b* para la salchicha Frankfurt adicionada con extracto de pigmentos carotenoides obtenidos

de la HEG
Dias de L* a* b* C* h* AE
almacenamiento
0 72,05 + 0,802 9,78 + 0,012 8,36 + 0,072 12,86 + 0,052 40,51 + 0,222 E.C.
10 72,06 + 0,632 9,41 + 0,072 8,71 +0,172 12,82 + 0,162 42,76 + 0,45b 0,73+0,112
20 72,11 + 0,552 9,81 +0,162 8,67 + 0,272 13,10 £ 0,47° 41,47 £0,47¢ 0,61 + 0,032
30 72,50 + 0,192 9,76 + 0,032 9,84 + 0,09 13,86 + 0,30 45,22 + 0,304 1,56 + 0,10
ANOVA NS NS x * * il

Coordenadas CIEL*a*b*. E.C: Estandar de comparacion. (*) significativo p < 0,05; (**) significativo p < 0,01; (***) significativo p < 0,001; (NS) No hay diferencias significativas (p<0,05)

a-d Medias dentro de columnas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)




Pigmentos carotenoides extraidos de residuos de papaya y guayaba 98

Con relacién a las coordenadas de luminosidad (L*), y rojo-verde (a*) no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) durante los 30 dias de almacenamiento.
Los investigadores Feng y Makino (2020) presentaron una situacion similar trabajando con
salchichas elaboradas con carne de cerdo y a las cuales se les evalud la variacion del color
a los 68 dias de almacenamiento presentando un incremento estadisticamente no
significativo en dichas coordenadas. Igual situacién presentd el trabajo desarrollado por
Rubio et al. (2008), quienes trabajaron igualmente con salchichas fermentadas de cerdo y
en donde la variacion de la luminosidad (L*) no se afect6 significativamente a los 210 dias
de almacenamiento. En otro trabajo desarrollado por Dong et al. (2020) quienes trabajaron
con salchichas rojas tipo Harbin empacadas al vacio, tampoco se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en estas coordenadas durante el almacenamiento a
temperatura ambiente durante 12 dias de observacion. En el trabajo desarrollado por
Hamzaoui et al. (2020) se notd un leve decrecimiento de la luminosidad (L*), del
enrojecimiento (a*) y de la amarillez (b*) en salchichas de res enriquecidas con
polisacaridos obtenidos de algas verdes, lo cual los autores lo atribuyen a reacciones de
pardeamiento. Contrario a lo obtenido en esta investigacion, Buriti et al. (2008) mostraron
un aumento en la luminosidad (L*) durante 21 dias de almacenamiento, debido a la
coagulacion de la proteina, lo que conlleva a la liberacion de agua hacia la superficie y por
lo tanto se propicia una mayor dispersion de la luz. En la revision de literatura efectuada, se
aprecia que algunos autores, con relacién al empaque al vacio, sistema utilizado en la
presente investigacion para las salchichas analizadas, plantean conceptos contrarios. Tal
es el caso de los trabajos presentados por Rubio et al. (2008) y Zanardi et al. (2002) quienes
afirman que el empaque al vacio produce menos intensidad de enrojecimiento que el
envasado en atmosferas modificadas, lo cual coincide con los resultados de esta
investigacion. Sin embargo, Kim et al. (2012) en su trabajo afirman que se produjo un
aumento en la coordenada a* (coordenada rojo-verde) bajo el almacenamiento al vacio,
probablemente ocurrido por efectos relacionados con la accién de ciertas enzimas sobre la

mioglobina, propiciando la mayor formacién de oximioglobina.

Con relacion al atributo b*, el indice de saturacion (C*) y al angulo de tono (h*) se
presentaron diferencias significativas a los 30 dias de almacenamiento de las salchichas,
mostrando valores mas altos, lo que se atribuye posiblemente a reacciones enzimaticas y
liberacion de humedad que favorecen la alteracion en la tonalidad y la saturacion de las

salchichas analizadas, como también puede deberse a la isomerizaciébn de los
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carotenoides. Estos resultados concuerdan con los aportados por Jin et al. (2018), quienes
trabajaron con salchichas con adicion de diferentes vegetales como sustitutos de los nitritos
utilizados en su elaboracion y evaluaron los pardmetros de color a las cuatro semanas de
almacenamiento bajo refrigeracion. Similares resultados se observaron en las
investigaciones adelantadas por Soji¢ et al. (2017) y Armenteros et al. (2013), en donde,
como conclusion, atribuyen a que los compuestos bioactivos (terpenos, compuestos
fendlicos, carotenoides, etc.) de los extractos de vegetales utilizados en la elaboracion de
las salchichas actian como promotores de la reaccion entre el nitrito presente y la
mioglobina del musculo propiciando la formacion del pigmento rosado nitrosilhemocromo,

lo que modifica las coordenadas del color, el indice de saturacion y el angulo de tono.

5.3.2.3. Resultados del analisis del nitrito residual en las salchichas seleccionadas

En el desarrollo de productos carnicos, juega un papel importante la presencia de los
nitritos, el cual consiste basicamente en dos acciones: prolongar la vida uatil de los
productos, a través de la labor que ejercen sobre los microorganismos, y mejorar
determinadas caracteristicas sensoriales como son el color, el aroma y el sabor, ademas
de contribuir a retardar la oxidacion lipidica (Andujar et al. 2000). Para lograr una buena
formulacién de un determinado producto cérnico es importante la adicion de estos nitritos,
sin embargo, por razones de salud ampliamente conocidas y descritas en la literatura
cientifica, la tendencia mundial se encamina hacia la busqueda de alternativas que puedan
sustituir la presencia de estos nitritos sin que se afecten las caracteristicas del mismo,
relacionadas con la conservacion y sin que se alteran sus propiedades organolépticas. En
atencion a estas circunstancias, uno de los propdsitos de este trabajo de investigacion fue
el evaluar los extractos, compuestos basicamente por pigmentos carotenoides, obtenidos a
partir de los subproductos (del epicarpio) de la papaya y la guayaba como sustitutos
parciales alternativos para el desarrollo de productos carnicos (en este caso salchichas tipo
Frankfurt).

En la tabla 5-21 se muestran los resultados obtenidos relacionados con el contenido de

nitrito residual en las salchichas objeto de estudio.
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Tabla 5-21. Resultados del analisis del nitrito residual en las salchichas seleccionadas

Dias de almacenamiento Salchicha con adicion de extracto de pigmentos de HEP
0 41,35 +0,182
10 32,18 £ 0,33
20 27,94 £ 0,270
30 21,66 £ 0,21°
Salchicha con adicién de extracto de pigmentos de HEG
0 42,15 + 0,352
10 33,46 +£ 0,23
20 29,12 + 0,28
30 23,65 £ 0,16°¢

a-c¢ Medias dentro de columnas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)

Los datos registrados en la tabla 5-21 muestran que el nitrito residual se redujo
significativamente durante el tiempo de almacenamiento en las dos salchichas con extracto
de pigmentos carotenoides de epicarpio de papaya y de guayaba. Esta diminucién puede
deberse a la interaccion entre Mb y el nitrito transformado a NO, es decir, se presenta una
reaccion de oxidacion y un consumo del NO2 generando NO el cual se regula en el sitio
activo de la Mb dando lugar al color rosa en las salchichas formando NOMb. Estos
resultados concuerdan con los presentados por Jin et al. (2018) quienes trabajaron con
salchichas de cerdo adicionadas con diferentes tipos de vegetales en diferentes
concentraciones, y en donde reportaron una rebaja en el contenido de nitrito residual de
27,90 mg/kg a 17,22 mg/kg durante cuatro semanas de almacenamiento a temperatura de
refrigeracion, asi como también con el trabajo desarrollado por Soji¢ et al. (2019) en donde
se trabajo con salchichas de cerdo adicionadas con aceite esencial de cilantro y en donde
el nitrito final presentdé un valor de 20,40 mg/kg después de quinde semanas de
almacenamiento bajo condiciones de refrigeracién, siendo el contenido inicial de NO- al dia
0 de 45,00 mg/kg. Otro trabajo desarrollado por Choi et al. (2019) en salchichas adicionadas
con soya fermentada in vitro libre de nitritos obtuvieron resultados similares, logrando
disminuir el nitrito residual de 42,00 mg/kg a 23,00 mg/kg a las cuatro semanas de
almacenamiento, resultados que concuerdan con los obtenidos en la presente
investigacion. De la misma forma, la investigaciéon adelantada por Sucu y Turp (2018)
guienes trabajaron con salchicha de res fermentada, a la cual le adicionaron remolacha en
polvo como alternativa al nitrito afiadido, mostr6 una reduccién en el contenido de este de
20,12 mg/kg a 1,87 mg/kg durante 84 dias de almacenamiento bajo refrigeracion.
Igualmente, otro trabajo desarrollado por los investigadores Ghafouri-Oskuei et al. (2020)
en donde evaluaron los valores del nitrito residual en salchichas adicionadas con polvos de
linaza y de tomate, constataron que en 42 dias de andlisis los valores disminuyeron de
31,04 mg/kg a 16,20 mg/kg. Finalmente, el trabajo realizado por Deda et al. (2007) present6
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resultados similares, en donde utilizando pasta de tomate en diferentes concentraciones en
salchichas Frankfurt lograron bajar el contenido de nitratos residuales de 34,75 mg/kg a 8

mg/kg durante 33 dias de almacenamiento bajo refrigeracion.

Atendiendo los lineamientos de la OMS (2015), el trabajo desarrollado en esta
investigacion, al igual que los citados y desarrollados por otros autores apuntan a la
busqueda de alternativas, basicamente de origen vegetal, que puedan minimizar los efectos
negativos de la presencia de nitritos en los productos carnicos. Sin embargo, una sustitucion
total no es posible ya que los riesgos asociados al desarrollo microbiano, entre otros al
crecimiento de Clostridium botulinum, son muy altos y a pesar de que los nitritos pueden
conllevar a la formacién de nitrosaminas, compuestos asociados a diversas enfermedades,
deben seguir siendo incluidos en la elaboracion de los productos carnicos. Los valores
obtenidos de nitrito residual para las dos salchichas analizadas a través del tiempo,
estipulado de 30 dias de almacenamiento, cumplieron con lo registrado en la Norma
Técnica Colombiana NTC 1325 (2008), ya que ninguna de ellas excedio la concentracion
maxima permitida de 200 mg/kg. Los valores de nitrito residual se mantuvieron entre 21,66
mg/kg y 41,35 mg/kg para la muestra de salchicha adicionada con extracto de pigmentos
carotenoides obtenidos a partir de la harina de epicarpio de papaya y entre 23,65 mg/kg y
42,15 mg/kg para la muestra de salchicha adicionada con extracto de pigmentos

carotenoides obtenidos a partir de la harina de epicarpio de guayaba.

5.3.2.4. Resultados del analisis de la oxidacién de los lipidos en las salchichas

seleccionadas

En los productos céarnicos, la oxidacion de las grasas es una de las principales causas de
deterioro de la calidad de los mismos, ya que conlleva al desarrollo de procesos de rancidez,
alteraciones en la textura, modificaciones en el aroma, sabor y color, ademas de propiciar
la formacion de sustancias nocivas para la salud del consumidor (Pfalzgraf et al. 1995). En
consecuencia, en los atributos sensoriales de los productos carnicos procesados, el aroma
y el sabor juegan un papel preponderante y en esto, la oxidacion de los lipidos se convierte
en factor determinante ya que interviene en la formacién de mas del 80% de los compuestos
volatiles del sabor (Zhao et al. 2020). Una oxidacion normal conduce a la formacién de un
sabor aprobatorio, mientras que la sobreoxidacion conlleva al desarrollo de sabores y

aromas desagradables, tales como la rancidez. Debido a esto, la regulacién del nivel de
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oxidacion de los lipidos es fundamental en el desarrollo de productos carnicos procesados,
y es en el almacenamiento donde se presentan los mayores cambios ligados a la
transformacion de los fosfolipidos intramusculares, los cuales experimentan alteraciones
significativas (Gong et al. 2017). En estas alteraciones se forma una pequefia cantidad de
acidos grasos poliinsaturados gracias a la accion de las lipasas (basicamente
lipoxigenasas) y de alguna actividad microbiana residual (Pateiro et al. 2015). La presencia
de dobles enlaces en las grasas favorece su oxidacion conllevando a la formacion de
aldehidos, cetonas y alcoholes, entre otras sustancias (Shahidi et al. 1986). Para la
deteccion de dichos cambios se aplican procedimientos que permiten detectar alteraciones
en los metabolitos primarios y secundarios de la oxidacion de las grasas. Los productos
primarios por lo general se evalGan a través de la determinacién del indice de peréxidos,
mientras que la reaccién del acido tiobarbittrico (TBARS) y la cuantificacion del valor de p-
anisidina se utilizan para evaluar el grado de oxidacion secundaria, reflejada en la formacion
de compuestos de malonaldehido y deteccién del aldehido contenido en las grasas razon
por la cual se utilizan para valorar la oxidacion y alteracion de los alimentos (Nikousaleh
and Prakash, 2016).

En la tabla 5-22 se muestran los resultados de los analisis relacionados con la oxidacion de
los lipidos en las salchichas Frankfurt adicionadas con los extractos de pigmentos
carotenoides extraidos tanto del epicarpio de papaya como de guayaba, los cuales se
realizaron a los 0, 15 y 30 dias de almacenamiento de estas bajo condiciones de

refrigeracion (6 + 2°C).

Los datos obtenidos de los andlisis mostraron un comportamiento similar para las dos
salchichas analizadas. Los resultados de la tabla 5-22 dan cuenta de que a medida que
aumento el tiempo de almacenamiento de las salchichas, todos los valores de medicion
(indice de peréxidos, valor de p-anisidina, bases volatiles totales y TBARS) aumentaron
para las dos salchichas que fueron evaluadas, sin embargo, hasta los primeros 15 dias de
almacenamiento se noté un crecimiento estadisticamente significativo. Lo que permite
inferir que los procesos de alteracién de las grasas pueden ser consideradas determinantes
durante los primeros 15 dias de almacenamiento de las salchichas. Estos resultados
concuerdan con los presentados por Wen et al. (2019) quienes trabajaron con salchichas
secas de cerdo tipo Harbin, en donde obtuvieron valores, en aumento para TBARS durante

12 dias de almacenamiento. Igual situacion se present6 en la investigacion desarrollada por
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Bian et al. (2019) en el trabajo realizado con salchichas estilo chino, en donde los valores
de las bases volatiles y TBARS, también presentaron un incremento al aumentar los dias
de almacenamiento. Otro trabajo, ya mencionado anteriormente, realizado por Deda et al.
(2007) trabajando con salchichas Frankfurt adicionadas con pasta de tomate present6 un
aumento no significativo para los 33 dias de almacenamiento en el valor de TBARS (de
0,16 mg MDA/kg a 0,33 mg MDA/kg). Finalmente, en un trabajo en el cual se fabricaron
salchichas de cerdo con adicion de fibra de trigo coloreada con pigmento rojo de cartamo,
se presento igualmente un aumento no significativo en el valor de TBARS durante siete dias
de almacenamiento (de 0,099 mg MDA/kg a 0,183 mg MDA/Kkg) (Kim et al. 2015). El trabajo
presentado por Santos et al. (2020) mostr6, en empanadas de pollo emulsionadas
almacenadas durante 30 dias, que tanto los valores del indice de peroxidos que se
incremento6 de 1,6 meq Oz/kg a 3,5 meq O./kg, como el valor de p-anisidina cuya variacién
fue de 14,9 umol/pg a 15,5 pmol/ug, no marcaron diferencias estadisticamente significativas

durante los dias de observacion.

De los resultados obtenidos en esta investigacion, y los desarrollados por los otros autores
citados, se puede concluir que la adiciébn de los extractos de pigmentos carotenoides
obtenidos a partir de las harinas de epicarpio de papaya y de guayaba a las salchichas tipo
Frankfurt mostraron una alta inhibicibn de la oxidacion de lipidos hasta el final del
almacenamiento estipulado en 30 dias, esto puede deberse a la capacidad antioxidante
gue presentan los pigmentos carotenoides. Igualmente, el aumento no significativo de los
valores de p-anisidina y TBARS indican que la formacién de productos secundarios de la
oxidacion de grasas se inhibié con la adiciéon de los extractos afiadidos a las salchichas
objeto de investigacion, lo cual se comprob6 al correlacionar los valores del indice de
peréxidos (23,15 meq O2/Kg), con los valores de p-anisidina (24,32 umol/ug) y se pudo
observar que se presenté una dependencia directamente proporcional (r — positivo), lo que
significé que la adicion de los extractos de pigmentos carotenoides inhibieron el proceso de
transformaciéon de los peréxidos en productos secundarios de oxidacién en cantidades

significativas.
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Tabla 5-22. Resultados del analisis de la oxidacion de los lipidos en las salchichas seleccionadas

Salchicha con adicion de extracto de pigmentos de HEP
Dias de almacenamiento ANOVA
Analisis Unidad 0 15 30
indice de peréxidos meq O,/Kg muestra 23,50 + 0,972 27,53+ 0,56° 29,78 +0,38° *
Valor p-anisidina umol/pg 25,18 +0,61° 27,09 + 0,49° 28,57 + 0,46° *x
Extraccién materia grasa en frio % Parte del proceso para determinacion de las bases volatiles totales
Bases volatiles totales mg N,/100 g 12,14 +0,88° 16,70 +0,73° 19,93 + 0,43° *x
TBARS mg MDA/kg 0,41 +0,03% 0,49 +0,01° 0,51 +0,03° Fkk
Salchicha con adicién de extracto de pigmentos de HEG
Dias de almacenamiento
0 15 30 ANOVA
indice de peréxidos meq O,/Kg muestra 16,33 +0,16° 23,25+ 0,84° 27,04 +0,75° *
Valor p-anisidina umol/ug 20,09 +0,32° 23,90 +0,41° 26,03+0,12° i
Extraccion materia grasa en frio % Parte del proceso para determinacion de las bases voléatiles totales
Bases volatiles totales mg N,/100 g 14,93 + 0,712 15,25 + 0,37 16,11 + 0,40° *x
TBARS mg MDA/kg 0,41 +0,04? 0,43 +0,09° 0,46 +0,07° xkk

Nivel de significancia estadistica: NS, no significativo; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
a-b Medias dentro de filas con diferentes letras son significativamente diferentes (p<0,05)
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5.3.2.5. Resultados del analisis microbioldgico de las salchichas seleccionadas

En los productos carnicos, el recuento microbiano es un factor de suma importancia para
determinar la calidad y vida util de dichos productos y aunque en muchos de ellos, en su
elaboracion industrial, se incluye algun tratamiento térmico, lo que ayuda a inactivar gran
cantidad de microorganismos patégenos tales como Salmonella o Listeria monocytogenes,
es importante cuantificar durante el tiempo de almacenamiento el comportamiento y

desarrollo de estos microorganismos.

En las tablas 5-23 y 5-24 se presentan los resultados de los analisis microbiolégicos
practicados a las dos salchichas Frankfurt evaluadas durante esta parte de la investigacion.
Se pudo evidenciar la ausencia de Salmonella y Listeria monocytogenes en todos los lotes
de salchichas durante 30 dias de almacenamiento a 4°C y empacadas al vacio. De igual
forma, se asegur6 el no crecimiento de Recuento de Coliformes totales, Escherichia coli,
esporas Clostridium sulfito reductor, y Estafilococo coagulasa positiva durante los dias de
almacenamiento mencionados. Sin embargo, se presentd un incremento en el recuento
total de aerobios mesdfilos al dia 15 para ambos lotes de salchichas con extracto oleaginoso
de pigmentos carotenoides de papaya y guayaba, seguido de una disminucién de los
mismos para los siguientes dias. Cabe aclarar que, aunque se presentd este incremento y

su posterior disminucién, siempre se mantuvo por debajo del valor normativo permitido.
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Tabla 5.23. Resultados del analisis microbioldgico para la salchicha Frankfurt adicionadas con extracto de pigmentos carotenoides

obtenidos de la HEP

Salchicha con adicién de extracto de pigmentos de HEP

Parametro analizado Método Valor. Dia 0 Dia 8 Dia 15 Dia 22 Dia 30
normativo
Recuento total de aerobios mesdfilos NTC 4519
UFC/g-mL (2009-04-15) < 100.000 50 3.500 40.000 8.000 30
* Recuento de Coliformes totales NTC 4458 .
UFC/g-mL (2007-12-12) 500 Max. <10 <10 <10 <10 <10
* Recuento de Escherichia coli NTC 4458
UFC/gmL (2007-12-12) <10 <10 <10 <10 <10 <10
Recuento de esporas Clostridium sulfito reductor INVIMA:
1998, Cap. 2, | 100 Max. <10 <10 <10 <10 <10
UFC/g-mL .
Num. 10
Recuento de Estafilococo coagulasa positiva NTC 4779
UFC/g-mL (2007-08-29) <100 <100 <100 <100 <100 <100
. NTC 4574 . . . . . .
* Deteccién de Salmonella en 25 g Ausencia Ausencia Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
(2007-03-21)
INVIMA:
* Deteccion de Listeria monocytogenes 1998, Cap. 2, | Ausencia Ausencia Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
NUm. 20

* Analisis acreditado 1ISO 17025
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Tabla 5.24. Resultados del andlisis microbioldgico para la salchicha Frankfurt adicionadas con extracto de pigmentos carotenoides

obtenidos de la HEG

Salchicha con adicién de extracto de pigmentos de HEG

Parametro analizado Método Valor Dia 0 Dia 8 Dia 15 Dia 22 Dia 30
normativo
Recuento total de aerobios mesdfilos NTC 4519
UFC/g-mL (2009-04-15) < 100.000 140 2.100 5.800 2.000 900
* Recuento de Coliformes totales NTC 4458 .
UFC/g-mL (2007-12-12) 500 Max. <10 <10 <10 <10 <10
* Recuento de Escherichia coli NTC 4458
UFC/gmL (2007-12-12) <10 <10 <10 <10 <10 <10
Recuento de esporas Clostridium sulfito reductor INVIMA:
1998, Cap. 2, | 100 Méx. <10 <10 <10 <10 <10
UFC/g-mL .
Num. 10
Recuento de Estafilococo coagulasa positiva NTC 4779
UFC/g-mL (2007-08-29) <100 <100 <100 <100 < 100 <100
* Deteccién de Salmonella en 25 g NTC 4574 Ausencia Ausencia Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
(2007-03-21)
INVIMA:
* Deteccion de Listeria monocytogenes 1998, Cap. 2, | Ausencia Ausencia Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
NUm. 20

* Analisis acreditado 1ISO 17025
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De los datos obtenidos, se pudo ver que, durante los 30 dias de almacenamiento, las dos
salchichas evaluadas cumplieron con los requisitos establecidos por las Normas Técnicas
Colombianas NTC 1325 (2008) y NTC 4519 (2009). Se observé que en el recuento total de
aerobios mesdfilos se presentd un comportamiento de crecimiento hasta el dia 15, y a partir
de ese momento, hasta el dia 30, una disminucién de dichos microorganismos. Ademas,
los valores mas altos fueron para las salchichas adicionadas con el extracto de pigmentos
carotenoides obtenidos a partir del epicarpio de harina de papaya. Sin embargo, como ya
se anoto, ninguna de las dos muestras superé los limites presentados por la normatividad
colombiana. Igualmente, no se present6 desarrollo de microorganismos patégenos del tipo
Salmonella o Listeria monocytogenes, lo cual es garantia de inocuidad en los productos
obtenidos, ya que las salchichas se elaboraron de acuerdo con el decreto 3075 de 1997
conocido como buenas practicas de manufactura (BPM), limpieza y desinfeccion del
personal de manipulacién, instalaciones, equipos superficies y utensilios. Por lo tanto, se
avala su consumo sin ningun riesgo para la salud humana hasta un tiempo de
almacenamiento de 30 dias, bajo condiciones de empaque al vacio y manutencion a

temperaturas de refrigeracion (6 = 2°C).

Los datos obtenidos en la presente investigacion, relacionados con el desarrollo microbiano
de las salchichas analizadas, concuerdan con los presentados por Souza et al. (2017)
quienes trabajaron con salchichas elaboradas con una mezcla de carne de res y carne de
cerdo adicionadas con colageno hidrolizado como sustituto de grasas. Igualmente, el
trabajo desarrollado por Horita et al. (2016), en el cual elaboraron salchichas con una
mezcla de pollo y cerdo y adicién de ajo mostrd resultados similares a los de la presente
investigacion en un periodo de almacenamiento de 60 dias. Finalmente, la investigacion
ejecutada por lIzquierdo et al. (2009) encontraron valores similares en salchichas
elaboradas con carne de cachama. Estos datos obtenidos por diversos autores corroboran
la idea de que las salchichas elaboradas bajo condiciones de inocuidad y con
procedimientos adecuados, garantizan su calidad y permiten ser consumidas sin ningun

riesgo.
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Conclusiones

Como conclusion béasica del trabajo desarrollado, se puede afirmar que, entre los
subproductos de la transformacién agroindustrial de la papaya y la guayaba, sus epicarpios
son una fuente importante de sustancias bioactivas, principalmente pigmentos
carotenoides, entre los cuales se encuentran, en concentraciones importantes, -caroteno
( 5,63 — 10,07 ) mg/100g de harina , a-caroteno (5,15 — 9,41 ) mg/100g de harina, -
criptoxantina (5,86 — 10,89) mg/100g de harina, Zeaxantina ( 5,81 — 10,81) mg/100g de
harina, Licopeno (4,07 — 10,58) mg/100g de harina para HEP y HEG respectivamente.

Se evidencio que la técnica utilizada para la extraccion de los pigmentos, la extraccion por
ultrasonido, permitié un rendimiento de extraccion a partir de las respectivas harinas de
epicarpio de papaya del 25,44 % y de guayaba un 36,00% con respecto al método
convencional (macerado), obteniendo las mejores condiciones de extraccién de pigmentos
carotenoides tanto para la harina de epicarpio de papaya (tiempo de 60 minutos,
temperatura de 30 °C y una relacion harina/ aceite de 0,0256 g/4 ml) dando una
concentracion maxima de carotenoides totales de 66,03 + 0,60 mg/100g de HEP y de
guayaba (tiempo 40 minutos, temperatura de 60 °C y una relacion de harina/aceite de
0,0256 g/4ml ) dando una concentracion maxima de carotenoides totales de 47,38 £ 1,03
mg/100g de HEG, ademas de ser una técnica rapida y de facil aplicacién comparada con
las técnicas convencionales de maceracion o de extraccion por solventes organicos. Lo cual
permitira, hacia el futuro, escalonar los resultados hacia una produccioén industrial, y de esta
forma obtener resultados con repercusiones en los aspectos sociales, econémicos y

ambientales.

Las salchichas formuladas con el extracto lipidico de carotenoides del epicarpio de papaya
y guayaba presentaron excelentes caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y
microbioldgicas, ademas de una muy buena estabilidad en el tiempo, lo cual permite
establecer un potencial uso de estos extractos en aplicaciones agroalimentarias en la

industria carnica, como alternativa para reducir el 25% de nitritos, y también como
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colorantes naturales en salchichas. Finalmente, se propone una alternativa interesante para
minimizar el efecto negativo de la accion de los nitritos aportados por los productos carnicos
sobre la salud del ser humano, al adicionar en estos los pigmentos carotenoides, los cuales

son de origen natural.
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Anexos

ANEXO 1:

A continuacion, se presentan los articulos desarrollados durante la Maestria:

Tipo:

Articulo cientifico

Titulo:

Characterization of functional components flour epicarp papaya
(Carica papaya L.) as a source of natural pigments

Nombre de la
revista:

Respuestas, Journal of Engineering Sciences. Revista de la
Universidad Francisco de Paula Santander, Clcuta, Norte de
Santander, Colombia. ISSN 2422-5053

Categoria: B
Estado: Publicadq. Vol. 24, n, 2, pp. 39-48, 2019
' https://doi.org/10.22463/0122820X.1829

Idioma: Inglés

Autores: VeIasNCO-Arango Viv_iana Andrea, Sotelo-Barbosa ,!ohn Edwin,
Ordofiez-Santos Luis Eduardo, Hleap-Zapata José Igor

Tipo: Articulo cientifico
Caracterizacion del epicarpio de guayaba (Psidium guajava L.)

Titulo: como alternativa natural para uso en productos alimenticios

procesados

Nombre de la
revista:

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial Revista
de la Universidad del Cauca, Popayan, Cauca, Colombia. ISSN
1909-9959

Categoria: B
Estado: Publicado. Vol. 18, n, 2, 2020
Idioma: Espaiiol
Velasco-Arango Viviana Andrea, Bernal-Martinez Alicia
Autores: Alejandra, Ordofiez-Santos Luis Eduardo, Hleap-Zapata José

Igor
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Tipo: Articulo cientifico
Effect of Carotenoid Pigments Extracted from Papaya Epicarp (
Titulo: Carica papaya) on the Characteristics of Frankfurt Sausages.

Papaya Carotenoid Pigments on Frankfurt Sausages

Nombre de la
revista:

Journal of Food Processing and Preservation. ISSN:1745-4549

Categoria: A2
Estado: Sometido
Idioma: Inglés

) Velasco-Arango Viviana Andrea, Ordofiez-Santos Luis Eduardo,
Autores: .

Hleap-Zapata José Igor

Tipo: Articulo cientifico
Titulo: Nitrite reduction in beef burger using papaya (Carica papaya L.)

epicarp

Nombre de la
revista:

Food Science and Technology International
ISSN 1532-1738

Categoria: A2

Estado: Sometido

Idioma: Inglés

Autores: Velasco-Arango Viviana Andrea, Ordofiez-Santos Luis Eduardo,

Hleap-Zapata José Igor
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ANEXO 2:
A continuacion, se presentan los certificados de los eventos internacionales en los cuales

se presentaron los resultados parciales de la investigacién desarrollada durante la Maestria:

Tipo:

Simposio Internacional

Titulo de la
presentacion:

Andlisis de las caracteristicas del epicarpio de guayaba (Psidium
guajava L.) y su uso en productos carnicos.
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VI Simposio Internacional Agroalimentario

Sitio del evento:

Monteria, Coérdoba, Colombia

Organizado por: Universidad de Cordoba
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Tipo: Congreso Internacional

Componentes carotenoides extraidos del epicarpio de papaya

Titulo de la (Carica papaya L.) como fuente de pigmentos par la industria

presentacion:

carnica.
Nombre del evento: | VI Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
Sitio del evento: San José, Costa Rica
Organizado por: Universidad de Costa Rica
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Velasco-Arango Viviana Andrea, Hleap-Zapata José Igor,
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ANEXO 3:

A continuacién, se presentan evidencias fotograficas del desarrollo de la investigacién.

Foto 6: Harina de epicarpio de papaya Foto 7: Harina de epicarpio de guayaba

Foto 7: Extraccion de Carotenoides por Ultrasonido
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Foto 8: Extracto lipidico de carotenoides Foto 9: Extracto lipidico de carotenoides

de epicarpio de papaya de epicarpio de guayaba

Foto 11: Salchichas Frankfurt con extracto Foto 12: Salchichas Frankfurt con extracto
lipidico de epicarpio de papaya lipidico de epicarpio de guayaba.



