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Resumen
Jimena Brenes Ledn

Efecto del tiempo de aplicacion de ultrasonido sobre los compuestos bioactivos polares

y capacidad antioxidante hidrofilica del jugo de naranja

Licenciatura en Ingenieria de Alimentos.-San Jose, CR.

Brenes Leon, J. 2020

79 h, 12 il.- 154 refs.

El prop6sito de esta investigacion fue evaluar el efecto del tiempo de sonicacién sobre los
compuestos bioactivos hidrofilicos y la capacidad antioxidante hidrofilica, determinada por
el método ORAC, del jugo de naranja fresco y asi analizar las consecuencias que esta
tecnologia puede tener sobre la calidad nutricional de este alimento. Se sonicaron (20 kHz,
40% amplitud, procesamiento directo y continuo, 25 °C, 106 mL/min) muestras de 300 mL
de tres lotes de jugo de naranja a seis tiempos diferentes (0, 20, 40, 60, 80 y 105 min). A 100
mL de las muestras se les aplic6 una extraccion con metanol al 90% para obtener un extracto
fendlico para analizar los polifenoles totales, contenido de hesperetina, naringenina y la
capacidad antioxidante hidrofilica. A los restantes 200 mL de cada muestra se les analizo el
contenido de vitamina C total y perfil de acidos organicos. Se analizaron las tendencias de
las variables respuesta en el tiempo para determinar si habia diferencias significativas, usando
analisis de varianza con o = 0,05. Se observd que el tiempo de sonicacion no tuvo un efecto
significativo sobre el contenido de: polifenoles totales, equivalentes de naringenina, vitamina
C total y acido citrico, malico y succinico. Sin embargo, se determind que el tiempo de
sonicacién si afecta la capacidad antioxidante hidrofilica, la cual aumenta al incrementar el
tiempo de sonicacion. Se concluye que el ultrasonido, bajo las condiciones utilizadas en esta
investigacion, se podria usar como parte de otras aplicaciones tecnoldgicas en jugo de naranja
y otros jugos de fruta con concentraciones de compuestos hidrofilicos similares, sin afectar

la concentracion de estos.

JUGO DE NARANJA, ULTRASONIDO, COMPUESTOS BIOACTIVOS POLARES, H-ORAC
Ph.D Eric Wong Gonzélez

Escuela de Tecnologia de Alimentos.



1. Justificacion

El Codex Alimentarius (2005) define el jugo de frutas como el “liquido no fermentado pero
fermentable obtenido de la parte comestible de fruta madura y fresca o mantenida
correctamente bajo las condiciones apropiadas, sin defectos”. El consumo de jugos y
concentrados de frutas es una de las formas méas populares de consumir este tipo de alimentos
y, por lo tanto, una de las principales fuentes de fitoquimicos (McLellan & Padilla, 2004). Es
debido a esto, que los jugos de frutas y los productos que los contienen conforman un grupo
de gran importancia econémica dentro de la industria procesadora de frutas (Falguera &
Ibarz, 2014).

Puesto que los jugos de frutas tienen un papel destacado dentro del procesamiento de frutas,
los productores se han tenido que adaptar a las tendencias cambiantes del mercado que cada
vez se inclinan mas hacia la calidad del bien y no tanto a la cantidad. El establecimiento de
estas nuevas preferencias en los consumidores ha desembocado en la aparicion de nuevas

tecnologias y permutaciones sociales, econdmicas e incluso ambientales (Cubero, 2014).

En el escalafon global, el jugo de naranja es el jugo de mayor consumo. En el afio 2010, el
jugo de naranja representaba el 54% del jugo consumido en Estado Unidos y en la Union
Europea, abarcaba el 38,5% en el 2011. La produccion de jugo de naranja histéricamente ha
sido liderada por Brasil, aunque en la Gltima década la produccion ha disminuido pues parte

de la siembra se ha trasladado a Florida, Estados Unidos (Clay, 2004).

Las contracciones recientes en el mercado brasilefio, por la competencia, y norteamericano,
por desastres naturales, favorecen a paises centroamericanos como Costa Rica, donde la
produccion y la comercializacion del jugo de naranja han ido adquiriendo mayor relevancia.
Los autores Fava et al. (2019) explican que el 80% de la produccion de jugo de naranja a
nivel mundial es dominada por Sao Paulo y Florida y como resultado existe una gran
variabilidad en el volumen de produccion y la oferta de este bien. En relacién a lo anterior,
la Promotora de Comercio Exterior de Costa Rica (PROCOMER) nota desde el 2014 que, la



contraccion mundial de la oferta de jugo de naranja, ademas de provocar incrementos en los

precios, trae oportunidades para abastecer la demanda insatisfecha.

PROCOMER también indica que, en el 2014 las cifras de exportacion de este producto
alcanzaron 46,2 millones de ddlares, lo cual equivale aproximadamente a 26 mil toneladas
de jugo. En el afio 2015, las exportaciones nacionales de jugos y concentrados de frutas
aumentaron en un 9,2%. Este incremento lo componen el jugo de naranja (34%) y el jugo de
pifia (64%). En particular, las exportaciones de jugo de naranja incrementaron a un ritmo de
4,2% anual en el ese mismo afio, de acuerdo con Gamboa (2015). En su informe de gestion,
PROCOMER (2018) revela que entre 2012 y 2017 las exportaciones de jugos y concentrados
de frutas crecieron un 12% en promedio. Sin embargo, la Camara Costarricense de la
Industria Alimentaria (CACIA) publico en el 2019 que PROCOMER sefial6 después que
para el tercer trimestre del 2018 la exportacion de jugos y concentrados de frutas disminuyd
en un 18%. Lo anterior confirma lo cambiante que puede ser el mercado de productos como

el jugo de naranja.

La aceptacion e importancia del jugo de naranja se deben en gran medida a sus caracteristicas
inherentes. El sabor y el aroma particular de este alimento son atributos esenciales de la
calidad del jugo de naranja, al punto que a la hora de pasteurizar se disefia el proceso de
manera que estos elementos logren conservarse en la medida de lo posible (Velazquez et al.,
2016). Los compuestos quimicos, de acuerdo con Yuan & Baduge (2018) y Kundu et al.
(2018), que dan estos rasgos al jugo de naranja son, principalmente: limoneno, mirceno, a-
pineno, decanal, octanal, etil butonoato, acetaldehido (sobre todo en jugo fresco) y el linalool.
Sin embargo, se ha encontrado que la aplicacion de calor sobre el jugo de naranja altera de
forma negativa el sabor y olor de este, al disminuir las concentraciones de los compuestos

mencionados (Reyes et al., 2014).

La calidad del jugo de naranja se asocia ademas con el amargor. Este sabor, que puede llegar
a afectar la aceptacion del consumidor, se puede desarrollar durante su elaboracion,

particularmente por la presencia de limonina, naringina y taninos (Kundu et al., 2018). Estos
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dos ultimos pertenecen a la categoria de compuestos fendlicos y son metabolitos secundarios
de las plantas. Los taninos en especial pueden precipitar proteinas y otros compuestos como
aminoacidos y alcaloides. Ademas, son responsables de la astringencia que puede dar la
sensacion de sequedad mientras que la limonina es responsable por el amargor tardio que en

ocasiones se puede sentir (Sdnchez et al., 2003).

Los polifenoles, aunque pueden producir efectos negativos como el amargor, son compuestos
bioactivos importantes presentes en el jugo de naranja que lo convierten en un alimento
funcional. En el jugo de naranja son particularmente relevantes las flavanonas como
naringenina y sus glucésidos naringina y narirutina y también la hesperetina y sus glucosidos

hesperidina y neohesperidina (Siracusa & Ruberto, 2019; Cassidy & Kay, 2011).

Se ha determinado que el contenido total de polifenoles en jugo de naranja recién exprimido
puede variar enormemente dependiendo del tipo de naranja, del lugar de origen y las
condiciones de cultivo. Asi, se han medido valores entre 421 -1353 mg equivalentes de &cido
galico por litro (Yuan & Baduge, 2018). Ademas, la proporcion en la que se encuentra cada
compuesto depende de la forma en la que se extrae el jugo. Estos compuestos fendlicos
hidrofilicos se relacionan proporcionalmente con la actividad antioxidante hidrofilica
(AAH), y se han asociado con propiedades anticancerigenas, antiaterogénicas,

antiinflamatorias y antimicrobianas (Lu et al., 2018).

Por otro lado, el jugo de naranja es una fuente importante de vitamina C (Sanchez et al.,
2003). Esto aumenta el valor nutricional del jugo de naranja como antioxidante y su consumo
se asocia al aumento de lipoproteinas de alta densidad (HDL), a la reduccion de la oxidacion
de lipidos y a la acumulacion de estos en las paredes vasculares. Ademas esta vitamina
fortalece el sistema inmunolégico y reduce la probabilidad de padecer Alzheimer (Kelebek
et al., 2009).

La calidad general del jugo de naranja se asocia en gran medida a su perfil de acidos
organicos los cuales son indicadores de autenticidad y adecuada calidad del jugo, permiten
determinar si hubo una adulteracion y que tan fresco es el producto (Hammond, 2016). En el
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jugo de naranja los mas importantes son el &cido citrico, el malico y en menor medida el
succinico. Los acidos organicos también pueden influir en las caracteristicas sensoriales y
estabilidad del jugo (Blanco & Mangas, 2004).

En la actualidad se han desarrollado tecnologias que permiten extender la vida util del jugo
de naranja sin afectar las propiedades favorables a la salud que los consumidores esperan, ya
que las técnicas actuales como los tratamientos térmicos afectan la estabilidad de los
compuestos bioactivos mencionados (Sanchez et al., 2005). Asi, se han estudiado métodos
no térmicos que permitan la inactivacion de microorganismos y enzimas conservando a la

vez, la calidad y perfil nutricional del producto en cuestion.

El uso de ultrasonido o sonicacion, en combinacion con otros métodos de conservacion, ha
acaparado la atencion de diversas investigaciones y se ha estudiado como sustituto de la
pasteurizacién en jugo de naranja (Valero et al., 2007). Esta técnica consiste en la generacion
de pulsaciones sobre una matriz para formar cavidades que crecen y luego colapsan. Cuando
esto sucede, las paredes celulares se rompen y esto da lugar a la liberacion de compuestos
bioactivos ligados a dicha pared celular. De esta forma se aumenta la disponibilidad en la
matriz y esto implica una eventual mayor absorcién. Este rompimiento de la pared celular ha
encontrado aplicacion en la eliminacion de microorganismos presentes en la matriz también
(Rodrigues et al., 2015).

Se debe tomar en cuenta que este método requiere de un cuidadoso control de las condiciones
de trabajo ya que compuestos inestables pueden degradarse y perder actividad bioldgica. Sin
embargo, todavia no se cuenta con suficiente informacion respecto al efecto que tiene este
tipo de tratamiento sobre las propiedades y caracteristicas de los alimentos. Ademas, es
necesario determinar cuales son las condiciones de proceso que permiten conservar la calidad
del producto, pues, por ejemplo, al usar tratamientos de alta potencia (mayores a 1 W/cm?),
aunque se logran destruir células microbianas, se pueden alterar estructuras de algunos
compuestos que mas bien se desean conservar pues le dan valor nutricional al producto. La

sonicacion puede ser utilizada en un proceso sin afectar las caracteristicas del producto o
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puede estar directamente involucrado en el proceso y resaltar transformaciones fisicas en el
producto (Bhattarcharjee et al., 2019).

Este estudio buscaba analizar el efecto de distintos tiempos de tratamiento con ultrasonido
sobre los compuestos bioactivos hidrofilicos y la capacidad antioxidante. Asi, se puede
valorar este tipo de tecnologia como una posible opcidn para procesar jugos, en particular el
de naranja, preservando los compuestos con potenciales efectos beneficiosos a la salud

humana y las caracteristicas que espera el consumidor en el producto procesado.

2.  Objetivos
2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la aplicacion de ultrasonido a diferentes tiempos sobre los compuestos

bioactivos polares y la capacidad antioxidante del jugo de naranja

2.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de polifenoles totales en el
jugo de naranja

e Evaluar el efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de los principales acidos
orgénicos y vitamina C total en el jugo de naranja.

e Evaluar el efecto del tiempo de sonicacién en la capacidad antioxidante hidrofilica (H-
ORAC) del jugo de naranja.

13



3. Marco Tedrico

3.1 Generalidades de los jugos

La elaboracién de jugos es una de las formas més comunes e importantes de procesar y
conservar frutas. Esto se debe a que se considera una manera practica de consumir este
alimento y aprovechar sus nutrientes. Ademas, es una forma de consumir frutas estacionales
durante todo el afio, disminuyen las pérdidas de frutas y vegetales, pues se pueden usar
productos que no son aptos para vender frescos

al no calificar como producto conforme y permite alargar la vida util de la fruta en forma de
jugo procesado. Por otra parte, al transformar la fruta en un producto liquido es mucho mas

facil su manejo (Rajauria & Tiwari, 2017).

Los jugos de frutas son productos que se ofrecen refrigerados, congelados o en anaquel a

temperatura ambiente y en una variedad de tipos de empaques. Actualmente, el consumidor
busca que sean productos funcionales, que aporten beneficios a la salud (por ejemplo, que
contengan vitaminas, minerales y/o fibra) y con sabores o mezclas innovadoras (Bogue &
Troy, 2016).

De acuerdo con el Codex (2005), el jugo o zumo de fruta se define como el liquido sin
fermentar, que se obtiene de frutas maduras y frescas y en buen estado por medio de
procedimientos apropiados. Al elaborar jugos se puede hacer junto con otras partes de la fruta
como las semillas o las céscaras y es aceptable que el producto final contenga algunos
residuos de estas partes cuando no se pueden eliminar mediante las diferentes etapas de la
fabricacion. La FDA (2018) también ha dado la definicidn de jugo y explica que se trata de
un liquido acuoso exprimido o extraido de una o mas frutas o vegetales, purés o porciones
comestibles de una o més frutas o vegetales o cualquier otro concentrado de tal liquido o

puré.

Otros autores indican, de manera simple, que el jugo es el liquido contenido naturalmente en
el tejido de una fruta o un vegetal y agregan que se prepara mecanicamente por exprimir o

macerar frutas frescas o tejido vegetal sin aplicar calor o utilizar solventes (NPCS, 2012).

14



Por otro lado, también existen definiciones mas estrictas y detalladas. Un producto etiquetado
como jugo debe ser elaborado en su totalidad (es decir el 100%), de fruta fresca. Estos son
productos puros, sin preservantes, edulcorantes o colores artificiales y pueden contener o no
pulpa de la misma fruta. Ademas, existen otras definiciones que se diferencian del término
jugo en cuanto a sus componentes, por ejemplo, los denominados jugos reconstituidos o los

néctares (Neves et al., 2011).

3.2 Importancia econémica y comercial del jugo de naranja

En un inicio las frutas citricas se comercializaban Unicamente como frutas frescas. Este tipo
de producto agricola posee la ventaja de que, luego de ser cosechado, es sumamente estable.
Como resultado, se facilitaba su comercializacion a escala internacional. Los citricos no solo
presentan ventajas postcosecha. La mayoria de las variedades de éstos se pueden dejar en el
arbol sin cosechar, ain después de haber alcanzado el estado de maduracion, sin que la fruta

se deteriore o se pudra (Talon et al., 2019).

Por todas estas ventajas, los citricos se popularizaron y por lo tanto creci6 la superficie de
siembra dedicada a estos productos, al punto que se volvié necesario industrializar su
produccidn. Asi, se favorecio la industria de las mermeladas, jaleas, aceites esenciales, que
hasta el dia de hoy siguen siendo relevantes. Sin embargo, la industria de los jugos es la que
se ha desarrollado a mayor escala, sobre todo en lugares como California y Florida. No solo
se diversificO en productos derivados, sino también en tecnologia, para mejorar el

procesamiento de jugos, desde la extraccién hasta el almacenamiento (Neves, et al., 2011).

En la actualidad se proyecta que para el afio 2024 la industria de jugos de frutas y vegetales
alcanzara un valor de 173 billones de ddlares (Wood, 2019). Entre estos, el jugo de naranja
sigue siendo de los mas solicitados. Por ejemplo, en los paises de la Union Europea,
representa casi el 40% del consumo total de jugos de frutas. En los Estados Unidos, a pesar
de experimentar un declive en la demanda en comparacion con otras frutas, el jugo de naranja
sigue siendo el mas consumido y representa entre 56% y 62% del consumo total (Falguera
& lbarz, 2014).

15



Debido a esta alta demanda y a pesar de que se ha visto una disminucion respecto a afios
anteriores, se pronostica que para el 2020 la produccion de jugo de naranja sera de
aproximadamente 1.7 millones de toneladas. Para esta misma temporada, se proyecta que
Brasil y México seran los encargados de la mayor parte de esa produccion (USDA, 2020).
Si bien Costa Rica no es uno de los mayores productores, si ocupa un lugar importante en la
industria. Desde inicios del presente milenio, segun reconoce la FAO (2003), Costa Rica se
hizo sitio como productor de jugo de naranja organica al producir 50 000 toneladas métricas
en el afio 2001. En la siguiente década ya se contaba con empresas bien establecidas, como
Ticofrut, que exportan a los principales mercados como Estados Unidos y el Reino Unido.
Esta compafiia reporta que, en el afio 2012, obtuvo ingresos de 60 millones de dolares gracias
a los concentrados de naranja y pifia y expresan gque sus clientes desean doblar la cantidad de
la compra (Cisneros, 2012). Para octubre del 2018 se reportaba que Costa Rica habia
exportado 34 505 toneladas métricas de jugo concentrado de naranja, cantidad que tiene un
valor de $65,7 millones (USDA, 2018).

3.3 Aspectos nutricionales y funcionales del jugo de naranja

Las frutas tienen una importancia incuestionable en la dieta actual de las personas, sin
importar origen o clase social. Sus jugos son de los derivados mas populares de estos
alimentos y su consumo es una de las formas méas eficaces de ingerir los compuestos
bioactivos que hacen que las frutas sean esenciales para la salud humana. Los jugos 100%
fruta contienen nutrientes tales como vitaminas, minerales, oligoelementos, fitoquimicos y
ademas aportan energia al organismo por su contenido de carbohidratos (Bhardwaj et al.,
2014).

Como fue mencionado anteriormente, el jugo de naranja es ampliamente consumido
alrededor del mundo. La principal razén de su notoriedad es su efecto positivo en la salud
por su contenido de compuestos biologicamente activos: contenido de vitamina C,
compuestos fenolicos, carotenoides y azucares (Tighe et al., 2017). La ingesta de jugo de

naranja, como sefialan Gongalves et al. (2018), se relaciona con la prevencion de
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enfermedades cardiovasculares (ECV) debido a que aportan vitamina C y flavonoides, un
tipo de polifenoles, esto porque funcionan como antioxidantes minimizando el efecto de los

radicales libres.

Los procesos de oxidacion que sufre el cuerpo humano ya sean propios de su metabolismo o
por factores externos provenientes de enfermedades cronicas como diabetes o ECV,
infecciones o radiacion, son causados por la presencia de especies de radicales libres
(Fridovich, 2013). Los radicales libres son moléculas, o fragmentos de moléculas, que poseen
un electron de valencia sin aparear, en lugar de poseer un enlace covalente formado por un
par de electrones de valencia. Debido a que poseen un electron desapareado, tienen la
tendencia a involucrarse en reacciones de reduccion-oxidacion, pues de esta forma se gana
un electron o se pierde y el producto es una especie mas estable. Por lo tanto, usualmente,
los radicales libres tienen una alta reactividad, son quimicamente agresivos y tienen una vida
corta, en su mayoria. Los radicales de oxigeno conforman un gran porcentaje de este tipo de
moléculas (Borg, 2013).

Liou (2011) explica que el problema de la presencia de radicales libres en el cuerpo y de su
alta reactividad, es que pueden oxidar las membranas celulares, proteinas y ADN, causando
dafos graves al alterar sus estructuras quimicas. Este dafio puede acumularse y llevar a la
célula a la apoptosis. Lo anterior puede provocar desde enfermedades cardiovasculares hasta

carcinogénesis.

Es por esto que, las moléculas con capacidad antioxidante han cobrado relevancia y se
fomenta su consumo mediante la dieta. Los antioxidantes reducen el estrés oxidativo, pues
evitan los dafios causados por radicales libres de oxigeno y porque pueden inhibir la
proliferacion de celulas que causa la fosforilacion de proteinas (Khoo & Falk, 2014).

La hesperetina y la naringenina, los principales flavonoides en el jugo de naranja, afectan
maultiples rutas metabolicas al mejorar la capacidad antioxidante y antiinflamatoria del suero

sanguineo. Aun mas, autores como Aptekmann & Cesar (2013) han encontrado que los
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flavonoides, por su naturaleza antioxidante, tienen propiedades de proteccion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL, siglas en inglés), pues evitan su oxidacion, de ahi su
relevancia en la prevencion de ECV (enfermedades cardiovasculares). Ademas, estos
compuestos también contribuyen en la disminucion de la resistencia a la insulina, por lo tanto,
también tienen funcionalidad en la proteccion contra la diabetes (Barreca et al., 2017; Barreca
et al., 2020).

Por su parte, la vitamina C, disminuye el riesgo de padecer arterosclerosis pues protege las
células endoteliales y también a las LDL, del estrés oxidativo. A la vez, fortalece el sistema
inmunoldgico, lo cual contribuye con un buen estado de salud para hacer frente a cualquier

enfermedad (Gongcalves et al., 2018).

Se ha encontrado ademas, que el jugo de naranja es una fuente natural de acido félico, calcio,
potasio y magnesio, los cuales son basicos para el buen funcionamiento del organismo. A lo
largo del tiempo se ha asociado el consumo de jugo de naranja, por su contenido de vitamina
C y compuestos bioactivos, con la prevencion de enfermedades como infecciones

respiratorias agudas, psoriasis, alergias, asma, artritis, entre otras (Veldzquez et al., 2016).

El jugo de naranja, ademas, juega un papel importante en la salud nutricional, al dar sensacion
de saciedad y ayudar a mantener el peso corporal. Este alimento es una buena fuente de
energia y es facil de incorporar a la dieta por su aporte calérico (0,45 kcal/g). Algunos
estudios clinicos han demostrado que existe una relacion entre el consumo de jugo de naranja

y un bajo indice de masa corporal, tanto en infantes como en adultos (Flood & Rolls, 2009).

3.4 Parametros de calidad del jugo de naranja
Existen diferentes parametros que se pueden analizar en el jugo de naranja para determinar

su calidad. Esta investigacion consider6 determinados parametros quimicos y nutricionales.
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3.4.1 Pardmetros quimicos

3.4.1.1 Capacidad antioxidante hidrofilica de radicales de oxigeno

El denominado ORAC-hidrofilico se utiliza para determinar la capacidad antioxidante de los
compuestos hidrofilicos, tales como los polifenoles, &cido ascérbico y xantofilas y se realiza
con extractos con solventes polares (Odendaal & Schauss, 2014). Se ha observado que la
contribucion de los compuestos lipofilicos a la capacidad antioxidante total es baja en
comparacion con la contribucion de los compuestos hidrofilicos. De hecho, se cree que los
compuestos fendlicos son los fitoquimicos que mas aportan a este parametro (Vicente et al.,
2011).

La capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno, abreviado ORAC por sus siglas en
inglés, es un andlisis quimico usado para determinar el potencial antioxidante de diversas
sustancias nutracéuticas, farmacéuticas y alimenticias, como lo es el jugo de naranja. Este
ensayo se apoya en el uso de fluoresceina para monitorear la actividad antioxidante, la cual
se determina con un lector de microplacas capaz de detectar fluorescencia (Roy et al., 2010).

El método ORAC es de bajo costo y permite la automatizacion en el formato de microplacas.

El principio del método consiste en exponer la fluoresceina a los radicales libres que, al
oxidarla, disminuyen la intensidad de la fluorescencia a lo largo del tiempo. El dafio causado
se correlaciona con la cantidad de agente oxidante. De la misma forma, la inhibicion del dafio
causado por la oxidacion se relaciona con la capacidad antioxidante de un compuesto que
actla atrapando radicales libres. Ademas, se utiliza una sustancia patron antioxidante:
Trolox. La capacidad antioxidante de este compuesto sirve como referencia, por lo tanto, los
resultados de este analisis se dan como “equivalentes de Trolox™ (TE, siglas en inglés), ya

que con esta sustancia se prepara la curva de calibracion (Brescia, 2012).

La capacidad antioxidante que se cuantifique para determinada fruta depende enormemente
de la variedad, de las condiciones ambientales, del manejo postcosecha y las condiciones de
procesamiento. Sin embargo, se han realizado estudios para poder determinar cuéles son los

valores de H-ORAC de diferentes frutas y poder categorizarlas (Vicente et al., 2011). Por
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ejemplo, lamoray el arandano rojo son de las frutas con valores de H-ORAC maés altos como
se aprecia en el cuadro I. Se observa que el valor de H- ORAC de los citricos es
considerablemente méas bajo que el de las dos frutas que se acaban de mencionar. Sin
embargo, entre los citricos que se muestran en el cuadro I, se puede ver que la naranja es el
que presenta valores mas altos. Incluso también se puede observar que dentro de las

variedades y formas de consumo de naranja se reportan valores diferentes.

Cuadro 1. Valores de H-ORAC cuantificados para diferentes frutas y jugos.

H-ORAC* (umol
Alimento de TE/g de fruta o Referencia
jugo)

Mora 52,45 Wau et al., 2004
Aréandano rojo 92,56 Wau et al., 2004
Naranja Navel 17,85 Wu et al., 2004
Toronja 15,13 Wu et al., 2004
Mandarina 16,13 Wau et al., 2004

Naranja (variedad comercial) 21,03 USDA, 2010

Jugo de naranja (sin variedad reportada) 7,26 USDA, 2010

Jugo de naranja Valencia 20,13 Takepayashi et al
(2013)

*Datos reportados en base humeda

3.4.1.2 Perfil de acidos organicos

Este analisis es ampliamente usado como parametro de calidad pues funciona como una
especie de huella quimica. Es un indicador de la autenticidad y adecuada calidad de un jugo,
pues permite saber si hubo adulteracion y qué tan fresco es el producto (Hammond, 2016).
La acidez de un jugo citrico, dada por los acidos organicos, indica si este es aceptable o no.
Por ejemplo, el jugo de naranja se espera que contenga cerca de 1% de acidez, el jugo de
toronja 1,5%-2% y el jugo de limon y lima 5-6% (Varnam & Sutherland, 2012).
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En el jugo de naranja no solo se puede encontrar acido citrico, el cual es considerado el méas
abundante con un contenido de 12,66 g/L. También, se ha determinado el &cido malico como
el segundo acido organico mayoritario con una concentracion de 1,06 g/L. Se han detectado
también cantidades minoritarias de acido succinico (Selli et al., 2017). Blanco & Mangas
(2004) argumentan que los &cidos organicos inciden en las caracteristicas sensoriales de los
jugos de frutas. Dependiendo de su concentracion y naturaleza, pueden determinar el color,
el sabor, el aroma y la estabilidad en el almacenamiento. Ademas, es posible que los acidos
organicos les den a las frutas resistencia contra enfermedades, pues un pH acido puede inhibir

la proliferacion de microorganismos y la oxidacion bajo ciertas condiciones.

La mayoria de los métodos analiticos utilizados para realizar el perfil de &cidos organicos se
basan en la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC, por su siglas en
ingles) acoplado a deteccion ultravioleta, puede utilizarse ademas fase reversa o intercambio
de iones. Sin embargo, se ha determinado anteriormente que existe una alta variabilidad en
los resultados entre diferentes laboratorios. La metodologia con HPLC permite separar y
determinar acidos organicos con un tratamiento previo de muestra relativamente simple.
Estos tratamientos dependeran de los acidos que se quieran determinar, de su proporcion y
de la naturaleza de la matriz (Tastan & Baysal, 2018).

3.4.2 Pardmetros nutricionales

Parte esencial de la calidad del jugo de naranja se relaciona con pardmetros nutricionales.
Existen muchas variables dentro de esta categoria que se pueden medir: la cantidad de
minerales, como sodio, potasio o calcio, antioxidantes, fibra dietaria, vitaminas,
carbohidratos, proteinas y numerosos fitoquimicos. En esta seccién se describiran
unicamente parametros nutricionales de naturaleza hidrofilica relevantes para esta

investigacion.

3.4.2.1 Vitamina C
La vitamina C es un micronutriente comin en una gran variedad de frutas como naranjas,

limones, guayabas, ardndanos y aguacates, aunque se encuentra en ellos en diferentes
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concentraciones. Especificamente en la naranja es la vitamina que se encuentra en mayor
cantidad. En la variedad Valencia se ha determinado que puede estar en un rango de
concentraciones de 50 mg/100 mL a 86 mg/ 100 mL de jugo. En la variedad Navel se ha
cuantificado de 38,96 mg/ 100 mL a 61,1 mg/ 100 mL (Roussos, 2015).

La vitamina C y sus vitameros participan en una gran variedad de reacciones en el organismo
humano, por lo que la ingesta de este compuesto es de gran relevancia. Sin embargo, los
mecanismos de accion que sigue la vitamina C permanecen sin determinarse con exactitud.
A pesar de esto, se ha asociado la vitamina C con procesos de digestion y absorcion,
inmunoldgicos, endocrinos, oculares y preventivos de ECV, por mencionar algunos (Russell,
2004).

Por otro lado, de acuerdo con Taylor (2016), la vitamina C en los alimentos es muy util como
antioxidante y por lo tanto evita la degradacién de compuestos que dan sabor y olor,
contribuyendo con la conservacion de la calidad del producto. Este autor indica también que,
en la formulacion de bebidas y jugos es un componente de gran importancia. Uno de los
factores a considerar durante la elaboracion de jugos concentrados es que se debe agregar el
acido ascorbico luego de la etapa de concentracion, pues de no ser asi, el compuesto se
degradaria por la exposicion a las altas temperaturas. Ademas, una de las caracteristicas
guimicas mas representativas de la vitamina C es su poca estabilidad. Al ser la vitamina mas
l&bil, es utilizada como referencia o indicador de la estabilidad de las vitaminas en un
alimento (Herrera et al., 2015).

Las frutas y los vegetales, fuentes mas comunes de vitamina C, normalmente contienen los
dos vitameros, biologicamente activos, mas comunes de la vitamina: &cido L-ascorbico (AA)
y acido dehidroascérbico (ADA) (Russell, 2004). Este ultimo, se estima que tiene entre el
80% vy el 100% de la actividad bioldgica del AA, por lo tanto, cuando se quiere determinar
la cantidad de la vitamina, también se debe cuantificar el ADA. En los alimentos, es comUn

que estos vitameros se encuentren ligados a proteinas (Kochhar & Rossell, 2012).
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Debido a que se deben tomar en cuenta tanto el AA como el ADA para determinar la cantidad
total de vitamina C, la deteccidon de este compuesto no es sencilla. Aunque los vitdmeros
comparten similitudes, no se comportan de la misma manera quimicamente. Por ejemplo,
ambos absorben en el rango UV, pero a distintas longitudes de onda, AA absorbe a 245 nm-
265 nm y el ADA a 210 nm -230 nm, ademés el ADA es mas susceptible a interferencias
presentes en los alimentos. Esta caracteristica limita los solventes y reactivos que se pueden

utilizar cuando se trata de analizar este compuesto (Russell, 2013).

Se han desarrollado mdltiples métodos para cuantificar la vitamina C, existen métodos
enzimaticos, quimicos, electroquimicos, espectroscopicos y cromatograficos. Actualmente,
los mas utilizados son los cromatogréaficos, especificamente, la Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (HPLC) con detectores UV. Su uso de ha popularizado debido a que es de
facil acceso y es méas rapida que otras técnicas, es sensible y selectiva (Devaki & Raveedran,
2017; Russell, 2004).

Recientemente, en estudios para detectar y cuantificar vitamina C que involucran HPLC, se
ha popularizado el uso de columnas cromatograficas C1s empacadas con particulas internas
de didmetros menores a 5 um, pues mejoran la resolucion de la columna y deteccion de
absorbancia UV. Se han desarrollado ademas otras innovaciones en el analisis de este
compuesto como el uso de columnas monoliticas, Cromatografia Liquida de Interaccién

Hidrofilica y de Espectrometria de Masas (Russell, 2013; Eitenmiller et al., 2008).

3.4.2. Perfil y contenido total de polifenoles

Los polifenoles son moléculas que se encuentran en los tejidos vegetales de practicamente
todas las plantas. El grupo de los compuestos fendlicos abarca diversas categorias de
moléculas con diferentes estructuras quimicas. Es una clase de compuestos tan variable, que
algunos polifenoles son de bajo peso molecular, menor a 100 Da, mientras gque otros pueden
superar los 30 000 Da. Esto ejemplifica la heterogeneidad quimica de estos metabolitos
secundarios (Diaz et al., 2013).
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El factor comun que une a estas moléculas, de acuerdo con Kammerer et al. (2013), es la
presencia de uno o varios anillos fendlicos y las clases y subclases se establecen dependiendo
del namero de anillos fendlicos y los grupos funcionales que presentan. Las principales
categorias de polifenoles son: acidos fendlicos, estilbenos, lignanos, alcoholes, alcoholes
fendlicos y flavonoides. Estos ultimos se subdividen en: flavanoles, flavanonas, flavonas,
isoflavonas, flavonoles y antocianidinas. Adicionalmente, con frecuencia, los compuestos
fenolicos se encuentran unidos a uno 0 mas mono o disacaridos por medio de enlaces

glicosidicos en los grupos hidroxilo.

Los flavonoides han sido estudiados en numerosas investigaciones cientificas y se han
analizado muchos aspectos de estas moléculas debido a que tienen utilidad en varios campos
de la ciencia. Se ha concluido, en general, que la ingesta de flavonoides es inversamente
proporcional al riesgo de padecer enfermedades cronicas y otras afecciones. Estos
compuestos se encuentran en importantes cantidades en citricos, vegetales y cereales. Sin
embargo las concentraciones de estos fitoquimicos pueden disminuir hasta 50% durante el

procesamiento y la preparacion del alimento (Gattuso et al., 2007).

En las plantas y sus tejidos los roles que juegan los polifenoles son muy variables. Se ha
establecido que la sintesis de polifenoles en las plantas se da principalmente cuando se
encuentran expuestas a condiciones ambientales no favorables o adversas para su desarrollo,
como por ejemplo, temperaturas extremas, salinidad, sequias, infecciones patogénicas,
ataques de herbivoros y deficiencias nutricionales. La presencia de polifenoles le confiere
proteccion a las plantas del estrés que provocan circunstancias como las mencionadas y que

Ilevan al dafio en los tejidos vegetales (Santana & Jacobo, 2018; Quifiones et al., 2012).

Especificamente en bebidas, el perfil de polifenoles y su concentracion dependen el tipo de
fruta, el cultivo, la madurez de la fruta, las condiciones ambientales, condiciones post cosecha
y las técnicas de procesamiento y preservacion (Kulak & Cetinkaya, 2018). La distribucion
de polifenoles en frutas y en los jugos de frutas se regula, en gran parte, genéticamente y por

lo tanto se ha utilizado el perfil de polifenoles como marcadores taxonomicos para clasificar

24



los cultivos. De esta forma, el perfil de polifenoles se utiliza a manera de huella quimica a la
hora de analizar jugos de frutas. La ausencia o presencia de un compuesto fendlico y/o la
proporcion entre estos compuestos en el producto se pueden utilizar como indicadores de la
autenticidad de un jugo de frutas o de que contiene adulterantes. Cada fruta o jugo de fruta
se asocia con la presencia de distintos polifenoles. Por ejemplo, la naringina se asocia con
jugos citricos, el acido clorogénico con jugo de manzana y las antocianinas con jugo de frutos

rojos o bayas (Macheix et al., 2018).

La naringenina es de suma relevancia en citricos y se asocia a sabores amargos. En la
naturaleza se encuentra principalmente como glucosido y dependiendo del carbohidrato al
gue se una puede ser narirutina, si se une a una neohesperidosa o naringina, si se une a una
rutinosa. La hesperetina y sus glucésidos hesperidina y neohesperidina también son
importantes en citricos y son abundantes en naranja particularmente (Gattuso et al., 2007).
La hesperidina se relaciona con la turbidez en jugos citricos. Este compuesto forma un
complejo con la pectina y produce “nubosidad” en el jugo. Existen otros flavonoides que se
encuentran en naranjas y sus derivados, sin embargo, es importante recalcar que la
concentracion de cada uno puede variar de acuerdo con la especie y el procesamiento de la
fruta. Ambos flavonoides inciden en la calidad de jugos citricos (Berk, 2016) y sus

estructuras se muestran en la Figura 1.

Se debe proceder con precaucion y cuidado en las etapas previas a la cuantificacion e
identificacion de polifenoles, es decir durante la preparacion de la muestra y extraccion, para
no dafiar la estructura quimica del analito. En algunos casos se procesa la muestra moliéndola
o utilizando liofilizacién, aunque algunas muestras no lo requieren (Nielsen, 2019). Lo
primordial en esta parte del analisis es actuar de forma expedita para minimizar la oxidacion
de los polifenoles. En ocasiones, la extraccion de estos compuestos puede ser complicada
debido a que forman enlaces dificiles de romper con proteinas o con polisacaridos de la pared
celular y por eso a veces es necesario aplicar hidrolisis quimica o enzimatica para extraerlos
(Durazzo, 2018).
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Figura 1. Estructura quimica de la naringenina y la hesperetina (Ahmed & Eun, 2017)

La mayoria de los perfiles de polifenoles se han obtenido por medio de separacion por HPLC
y aunqgue no se logren identificar todos los componentes de la muestra, los datos se pueden
utilizar para analizarlos estadisticamente y determinar patrones de reconocimiento. Los
métodos que involucran HPLC para obtener perfiles de polifenoles son los mas utilizados
por su rapidez y reproducibilidad, pero siempre se debe tomar en cuenta todas las fuentes de
variabilidad, tanto enddgenas como exdgenas (Kammerer et al., 2013; Macheix & Billot,
2018). Recientemente, se ha popularizado también el uso de UPLC (Ultra Performance
Liquid Chromatrography) pues se ha demostrado que tiene limites de deteccion mas bajos
que el método HPLC y que es mas rapido, sin embargo, se requiere de equipo mas apropiado

para las altas presiones que usa este método (Magiera & Baranowska, 2013).

La mayoria de los estudios que usan HPLC para perfilar polifenoles reportan la utilizacion
de fase reversa, lo cual permite separar las moléculas de acuerdo con su polaridad. También,
se utilizan columnas Cig de acero inoxidable, especialmente en el analisis de citricos.
Ademas, se reporta el uso de eluciones tanto isocraticas como en gradiente y con ambas se
obtienen resultados con resolucidn satisfactoria (Xu, 2012). Por otro lado, los solventes
utilizados para el andlisis de polifenoles pueden variar dependiendo de la matriz. Es comun
el uso de fases moviles con altas concentraciones de sales. Este solvente por lo general se
combina con acetonitrilo 0 metanol. En segunda instancia, es usual utilizar una solucion
acuosa de un acido organico débil (acido acético o férmico) combinado con un solvente de

polaridad media o alta como acetonitrilo o metanol (Ferreres & Tomas, 2012).
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En la etapa de deteccion hay una gran variedad de opciones que se combinan con HPLC. Se
han utilizado sistemas UV, arreglo de diodos y detectores masas. La seleccion del sistema de
deteccion depende de la matriz, de la accesibilidad del equipo y de la especificidad que se

requiera (Kammerer et al., 2013; Nielsen, 2019).

En cuanto a la cuantificacién de polifenoles totales, lo mas comun es aplicar el método
espectrofotométrico Folin-Ciocalteu (FC). Este andlisis utiliza el reactivo Folin-Ciocalteu,
que consiste en una mezcla de tungstato de sodio y molibdato de sodio, para formar
complejos con los compuestos fendlicos en la muestra, por medio de una reaccion redox. El
producto de la reduccion es un compuesto de color azul cuya absorbancia méaxima se obtiene
a 765 nm, aunque tienen un amplio rango de absorbancia. Se debe realizar una curva de
calibracion utilizando acido galico como estandar, pues los resultados se reportan en
miligramos equivalentes de acido galico por gramos de muestra (Ballesteros, 2015; Gonzalez
etal., 2018).

De acuerdo con multiples autores (Jayaprakasha et al., 2012; Macheix et al., 2018;
Dominguez et al., 2018), el método FC debe su popularidad a que se considera un
procedimiento simple. Sin embargo, no es éptimo en cuanto a especificidad y esto se debe a
que el reactivo FC puede reaccionar con otros compuestos presentes en la matriz como: acido
ascorbico, azlcares y acidos organicos. El resultado de esto es que se puede sobreestimar la
cantidad total de polifenoles. Sin embargo, este analisis sigue siendo un procedimiento de

rutina en la mayoria de los laboratorios quimicos.

3.5 Procesamiento de jugo de naranja

El proceso de elaboracion de jugo de naranja comienza desde el cultivo de la fruta y su
cosecha. La variedad de naranja mas buscada por los productores de jugo de naranja es la
Valencia, debido a varias razones: tiene un alto contenido de sélidos solubles, es muy jugosa
y por lo tanto da un buen rendimiento, tiene buen sabor y color de jugo y tiene pocas semillas
(Kimball et al., 2005).
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La naranja puede provenir directamente del cultivar o de una empacadora, esto influye
enormemente en cOmo se procesa la fruta. Si la fruta viene del campo, es comUn que venga
con tierra o suciedad, con hojas, tallos o piedras. Existen diferentes equipos que se encargan
de eliminar este material extrafio. Por ejemplo, existen sistemas de rodillos que se colocan
paralelamente dejando cierta distancia entre cada rodillo para que el desecho caiga por esa
abertura. La distancia debe ser suficientemente pequefia para que las naranjas no puedan caer
por ella. Las naranjas se transportan por estos rodillos y asi se separan de los desechos. Este

proceso de remocion de desechos también puede hacerse manual (Bates et al., 2001).

Ademas, segin Woodroof (2012), cuando la fruta viene del campo, puede ser que sea
necesario hacer una seleccion de la fruta antes de que esta ingrese a la planta para eliminar
las naranjas que no cumplan con los requisitos de calidad. Cuando la fruta viene de una
empacadora, las dos operaciones descritas anteriormente son innecesarias y es comdn que
cuando se utiliza esta fuente, las naranjas estén enceradas para una mejor preservacion. La
etapa de recibo de materia prima se considera critica cuando se trata de jugo no pasteurizado.
Normalmente, en la etapa de descarga y recibo de la fruta, se toman muestras representativas
para analizarlas y realizar proyecciones sobre el rendimiento y la calidad del jugo que se va
a obtener. La toma de la muestra puede ser manual, sin embargo, se considera poco objetivo
y confiable y se cuestiona la representatividad de la muestra. También puede utilizarse un
muestreo mecanico, en el que se utilizan brazos robdéticos que, cada cierto tiempo, toman

naranjas del lote que se estd descargando (Kimball, 2012).

Explica Rebeck (2013) que, sin importar de donde vengan las naranjas, la operacion de
limpieza es necesaria para reducir la suciedad o la cera adherida a la fruta. Lo mas comun,
segun el autor mencionado, es que se rocie agua mezclada con algin agente limpiador sobre
las naranjas mientras cepillos rotadores se encargan de limpiar la superficie de la naranja.
También, existen otros sistemas mas sofisticados que permiten separar los desechos sélidos

de los liquidos, lo cual facilita el manejo de desechos.
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Cuando se trata de jugo que no se va a pasteurizar, la etapa de lavado y desinfeccion debe
realizarse con sumo detalle y cuidado, en ocasiones puede ser que se apliquen varias veces
ambas operaciones. Dependiendo de la empresa, en ocasiones se aplica escaldado a la fruta
para reducir la carga microbiana. Si es para jugo pasteurizado o concentrado de jugo de
naranja, esto no es necesario, pues el tratamiento térmico es mas agresivo y da la reduccion

necesaria de la carga microbiana presente (Kimball et al., 2005).

Una vez que se lava y desinfecta, se debe hacer una seleccion de la fruta antes de la extraccion
del jugo. Esto es un ultimo control de calidad de la materia prima antes de obtener el jugo y
es de mucha importancia sobre todo cuando se trata de jugo fresco, pues se busca utilizar
fruta sin defectos que no comprometan la calidad del resto del proceso de elaboracion.
Adicionalmente, la fruta seleccionada se debe clasificar de acuerdo con el tamafio, pues debe

estar en el rango apropiado para que pueda ingresar en el extractor (Berk, 2016).

Existen varios tipos de equipo para la extraccion de jugos de citricos, sin embargo, el mas
utilizado a nivel industrial es el extractor FMC, de acuerdo con Passaro y Londofio (2012).
Estos autores explican que, el sistema de copas y cuchillas permite la rapida y simple
separacion de todas las partes de la fruta y evita que el zumo extraido entre en contacto con
otros componentes que pueden afectar el sabor del producto final. Ademas, este equipo
puede, simultaneamente, extraer y separar los aceites esenciales de la cascara de la fruta,
como una emulsién que luego puede ser tratada. Se calcula que al utilizar el extractor FMC
se obtiene un rendimiento del 95%.

Luego de la etapa de extraccion, el jugo puede atravesar diferentes etapas dependiendo de lo
que se quiera obtener como producto final: jugo fresco no pasteurizado, jugo de naranja
concentrado, jugo de naranja concentrado y congelado, entre otros. Si es jugo fresco no
pasteurizado, luego de la extraccion se pasa al envasado y posterior almacenamiento en

refrigeracion. Sin embargo, si se desea pasteurizar y concentrar, la ruta es distinta.
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Antes de pasteurizar, el jugo o zumo extraido puede ser filtrado, centrifugado y
homogenizado, para eliminar pulpa remanente u otros desperfectos. Ademas, es desaireado
para eliminar el oxigeno en el liquido y evitar que haya oxigenacion acelerada durante la
pasteurizacién. Con este fin, se aplica vacio a 60 °C por 2 minutos (Berk, 2016; Passaro &
Londofio, 2012). Luego, el jugo pasa a un intercambiador de calor, que puede ser tubular o
de placas, donde se calienta por un minuto a 90 °C para ser pasteurizado (Toledo, 2012).
Cuando se completa este proceso se enfria rapidamente a 5 °C aproximadamente, para evitar
el crecimiento de microorganismos sobrevivientes a la pasteurizacion. Rapidamente, el jugo
debe ser empacado, ya sea en plastico, vidrio o en tetrabrik, para evitar recontaminaciones.
Si se desea elaborar concentrado de jugo de naranja, entonces, después de pasteurizar, el jugo
se concentra en evaporadores de placas o tubulares y luego se envasa y se congela (Rutledge,
2012).

En la Figura 2 se presenta un diagrama de flujo para ilustrar la variedad de las operaciones
unitarias necesarias para elaborar jugo concentrado. Se aclara que para esta investigacion se
utilizo jugo fresco, pues se deseaba evaluar los efectos del ultrasonido en un jugo de naranja
sin procesar. Las operaciones unitarias que implican aplicacion de calor son de suma
importancia puesto que preservan el producto y lo hacen seguro para su consumo, sin
embargo, deben controlarse cuidadosamente para minimizar el dafio provocado. Las altas
temperaturas pueden destruir compuestos nutricionales esenciales como vitaminas y
antioxidantes, también pueden afectar el sabor y el aspecto del jugo (Berk, 2016). Debido a
esto, se ha buscado desarrollar tecnologias atérmicas que permitan elaborar un producto
inocuo, de larga vida Gtil y que no destruyan los componentes bioactivos ni afecten la calidad

sensorial del jugo.
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Figura 2. Diagrama de flujo para obtener jugo de naranja concentrado (Passaro & Londofio,
2012)
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3.5.1 Métodos térmicos de conservacion

Existe una amplia gama de tratamientos térmicos que se pueden aplicar durante el
procesamiento de frutas para obtener jugos frescos o concentrados, como por ejemplo,
escaldado, pasteurizacion y esterilizacion. El objetivo de los tratamientos térmicos es
eliminar los microorganismos causantes de enfermedad, reducir la cantidad de
microorganismos e inactivar enzimas que pueden causar inestabilidad en el producto final.
Una de las ventajas de los jugos de frutas es su bajo pH, por lo que los tratamientos térmicos
de intensidad media son suficientes para darles estabilidad a largo plazo incluso a temperatura

ambiente (Renard & Maingonnat, 2012).

La limitacion que enfrentan los tratamientos térmicos en jugos, son los cambios que provocan
a las propiedades fisicoquimicas del alimento. Esto es crucial pues los aspectos sensoriales y
nutricionales influyen enormemente en la aceptacion del consumidor, como se menciond
anteriormente (Sandhu & Minhas, 2006). Las altas temperaturas utilizadas en algunos
tratamientos pueden causar sabores extrafios, cambios en el color deseado, aumento de la
viscosidad y desencadenar reacciones quimicas (por ejemplo, pardeamiento no enzimético)
durante el resto del procesamiento y el almacenamiento. Ademas, debido a que los
compuestos relacionados al aroma son voldtiles, se pierden facilmente durante estas
operaciones (Shen & Wu, 2018; Renard & Maingonnat, 2012).

En particular, los jugos de frutas citricas son muy susceptibles al calor. El contenido de
vitaminas, el aroma a jugo fresco y su sabor se puede perder si el tratamiento térmico no se
aplica rapido. Por otro lado, algunos componentes como ciertos flavonoides y carbohidratos
son relativamente estables a las condiciones de temperatura de la pasteurizacion (Cabral et
al., 2010; Ahmed & Eun, 2017). Sin embargo, en presencia de oxigeno y acelerado por la
accion del calor y la presencia de metales, se puede dar la oxidacion de polifenoles lo cual
produce pérdida de acido ascérbico y consecuentemente puede ocurrir la degradacién en
cadena de azucares (Berk, 2016; Sandhu et al., 2012).
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En contraste, en estudios como el realizado por Aschoff et al. (2015) se ha observado que no
hay diferencias en el contenido de flavonoides, especificamente narirutina y hesperidina en

jugo de naranja fresco y pasteurizado.

Para minimizar estos dafios se han tratado de desarrollar y estudiar los efectos de otras
tecnologias térmicas menos agresivas como el uso de microondas, calentamiento 6hmico,
procesamiento usando calentamiento infrarrojo, calentamiento con radio frecuencia
dieléctrica, aplicacion de ultrasonido o sonicacion, utilizacion de vacio y en algunos casos
combinaciones de estas técnicas con la aplicacion tradicional de calor (Renard &
Maingonnat, 2012).

3.5.2 Métodos atérmicos de conservacion

Debido a los dafios fisicoquimicos y nutricionales que los tratamientos térmicos pueden
causar en los alimentos, se han explorado otros métodos que no involucren altas
temperaturas, que conserven las propiedades del producto y que ademas contribuyan con su
inocuidad al eliminar los microorganismos patégenos (Zhang et al., 2002).

El creciente interés por parte del consumidor por productos frescos, como los jugos de frutas,
cuyas caracteristicas nutricionales se mantengan intactas, ha incentivado también la
bdsqueda de alternativas no térmicas. Varias de estas nuevas metodologias han resultado ser
eficaces en alargar la vida Gtil de los alimentos y al mismo tiempo mantener sus propiedades
sensoriales y nutricionales. Ademas, las técnicas atérmicas pueden ser mas eficientes

energéticamente (Bhattacharjee et al., 2019).

Existen muchas técnicas que actualmente se estan desarrollando y cuyos efectos siguen en
estudio. Entre ellas se puede mencionar luz ultravioleta, campo eléctrico pulsado, campo
magnético, procesamiento con membranas, procesamiento a altas presiones, alta presion
hidrostatica y ultrasonido o sonicacion, como algunas de las mas relevantes. La mayoria de
estos métodos se fundamentan en las propiedades fisicas de la materia y no en las propiedades

quimicas, lo cual las hace ademéas méas aceptables ante el consumidor (Martin et al., 2014).
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En jugos, la aplicabilidad de cada una de las tecnologias mencionadas depende de la matriz
y sus caracteristicas y de los microorganismos patdgenos que se desean eliminar, los cuales
pueden ser resistentes a ese procesamiento en particular (Balasubramaniam, 2008). Estas
nuevas metodologias deben ademas ser aplicables a gran escala, por lo que se ha tenido que
desarrollar el equipo de acuerdo con las necesidades especificas a la industria alimentaria.
En algunos casos experimentales en jugos con estas técnicas se ha logrado preservar el color,
sabor y aroma, la conservacion de la consistencia, la retencion de acido ascorbico, eliminar

sabores extrafios y lograr la inactivacion bacteriana (Barbosa & Bermudez, 2011).

3.6 Ultrasonido

El uso de ultrasonido con diversos fines, en la industria de jugos de frutas, ha resultado ser
prometedor. Esta alternativa atérmica tiene varias caracteristicas que le confieren algunas
ventajas: es segura, accesible, no toxica, no utiliza agentes quimicos y es amigable con el
ambiente. Se ha comprobado que la tecnologia ultrasénica tiene la capacidad de extender la
vida util de los alimentos y mantener sus caracteristicas originales inalteradas (Manickam &
Liew, 2016).

El ultrasonido se refiere a las ondas mecéanicas con altas frecuencias iguales o mayores a 20
kHz, que no son audibles para el ser humano. El procesamiento de jugos de frutas con
ultrasonido se ha dividido en dos categorias de acuerdo con las frecuencias que se utilicen.
El ultrasonido de baja energia o potencia, que utiliza frecuencias por encima de los 100 kHz
y potencias menores a 1 W/ cm? y el ultrasonido de alta energia o alta potencia, que utiliza
frecuencias entre 20 y 500 kHz y potencias superiores a 1 W/ cm? (Bhattarcharjee et al.,
2019).

Las ondas ultrasonicas de alta frecuencia acarrean también altas cantidades de energia y
generan flujos acusticos a lo largo del medio liquido por el cual se disipan. Esta energia no
puede ser contenida en el liquido, lo cual provoca turbulencia en el medio por los

diferenciales de presién que se generan al pasar el flujo actstico. Los cambios en la presion
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obligan al liquido a “romperse” y las particulas se acercan mas unas a otras (Manickam &
Liew, 2016; Martin et al., 2014).

Lo descrito anteriormente resulta en un fenémeno llamado cavitacion. Si bien es un proceso
complejo, puede decirse que la cavitacion consiste en la formacion de microburbujas para
disipar el aumento de energia causado por la presion de las ondas acusticas. Las
microburbujas pueden coalescer unas con otras o simplemente expandirse hasta colapsar.
Este proceso se da de forma ciclica y genera microaumentos locales de presion y de
temperatura en el medio liquido, sin afectar su composicion o propiedades. Es importante
mencionar que la formacion de estas cavidades o burbujas depende de la matriz alimenticia,
de las particulas suspendidas, de los iones disueltos, de agentes surfactantes y de la presencia

de otros componentes (Bhattarcharjee et al., 2019; Feng & Yang, 2011).

El efecto bactericida y preservante que se le atribuye al ultrasonido se debe a que, cuando se
da la cavitacion y por lo tanto el colapso de las burbujas, se producen cambios de presion y
efecto cizalla sobre las paredes celulares de los microorganismos, lo cual lleva a la
desintegracion de la célula microbiana. Ademas, la cavitacion provoca diminutos impactos
mecanicos intracelulares que descomponen el material celular ayudando a la inactivacion de
enzimas. Adicionalmente, se ha encontrado que la inactivacion de enzimas por ultrasonido
también se debe a la accion de radicales libres que se forman por la sonoélisis de moléculas
de agua (Barbosa et al., 2009; Bhattarcharjee et al., 2019).

Se ha sefialado que bajo ciertas condiciones de trabajo el ultrasonido por si solo no es capaz
de lograr una reduccion de 5 log pues es ineficiente para inactivar ciertos microorganismos
y enzimas en jugos de frutas. Asi ha surgido la idea de que, mas bien, puede complementarse
con otros tratamientos. Por ejemplo, se ha estudiado la combinacion de ultrasonido con calor
moderado y de esto ha surgido lo que se ha denominado la termosonicacion. Al combinar los
tratamientos se logra un golpe térmico de mayor impacto y letalidad en los microorganismos
y enzimas a inactivar sin utilizar temperaturas tan elevadas. Sin embargo, siempre se deben

considerar las caracteristicas del medio como las mencionadas anteriormente, asi como las
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variables del tratamiento: la amplitud, la frecuencia, el tiempo y la temperatura (Anaya et al.,
2017).

Los efectos fisicos y quimicos que tiene la tecnologia de ultrasonido han impulsado a los
investigadores a encontrarle numerosas aplicaciones. En general, el ultrasonido mejora o
potencia la eficiencia de muchas operaciones unitarias y procesos tecnoldgicos en alimentos.
Por ejemplo, al darle uniformidad a la transferencia de calor mejora procesos como la
coccion, congelacion, cristalizacion y secado. Al incrementar la transferencia de masa mejora
el marinado de conservas, vegetales, carnes, pescado y queso. Durante la desgasificacion de
productos fermentados disminuye el tiempo de operacion por los fenémenos fisicos de
compresion y rarefaccion que generan las ondas mecanicas acusticas (McHugh, 2016). Al
aplicar el ultrasonido en la filtracion de jugos también se disminuye el tiempo de operacién
y mejora la calidad del filtrado obtenido, debido a las vibraciones que se generan en el medio.
Por esta misma razon se ha encontrado que es til en el desmoldado de productos horneados
pues reduce las pérdidas de producto. EI fendmeno de cavitacion favorece la emulsificacion,
la oxidacion en vinos y otras bebidas alcoholicas como el “whisky” y la operacion de corte
en productos fragiles como queques o queso, al minimizar la deformacion del producto.
Ademas, la cavitacion evita la formacion de espuma en bebidas carbonatadas y en bebidas
fermentadas (Chemat et al., 2011).

Respecto al efecto del ultrasonido en los compuestos bioactivos, se ha establecido que el
efecto puede ser diverso y que depende en gran medida de la intensidad del tratamiento de
sonicacién. Se han estudiado ampliamente las consecuencias de la sonicacion en el
procesamiento de jugos. Por ejemplo, se encontré que el ultrasonido, aplicado por tiempos
cortos y a bajas temperaturas, es efectivo en la retencion de compuestos como &cido
ascorbico, fenoles y flavonoides (Abid et al., 2014). También Wong et al. (2010),
determinaron que el ultrasonido no provocOd cambios significativos en el contenido de
antocianinas ni la actividad antioxidante del jugo de mora. En jugo de granada también se
han evaluado los efectos del ultrasonido y se concluy6 que esta tecnologia no tiene efectos

destructivos sobre compuestos del jugo como antocianinas y fenoles y ademas no se observo
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decrecimiento porcentual considerable sobre la capacidad antioxidante (Alighourchi et al.,
2013).

En otras investigaciones se ha concluido que la aplicacion de ultrasonido incrementa el
contenido de compuestos fendlicos y flavonoides en jugos (Zafra et al., 2013; Guerrouj et
al., 2016). Resultados similares se obtuvieron en la investigacion de Nadeem et al. (2018)
quienes encontraron que, al sonicar una mezcla de jugo de zanahoria y de uva, se retiene una
mayor cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides y ademas la capacidad antioxidante
del jugo, aunque disminuye, sigue siendo mayor que en el jugo control sin sonicar. En esta
misma investigacion se encontrd que el jugo sonicado por mas tiempo tenia mayor cantidad
de compuestos fenolicos y flavonoides. La razon de estos efectos es, de nuevo, el fendmeno
de cavitacion el cual, al causar el rompimiento mecanico de las células, permite la liberacién

de fitoquimicos (Rojas et al., 2017).

Por otro lado, otros autores han concluido de sus investigaciones que el ultrasonido también
puede detener efectos adversos sobre compuestos bioactivos en jugos debido a que se forman
productos oxidativos que causan dafios sobre las estructuras de compuestos antioxidantes
tales como el acido ascorbico y carotenoides (Tiwari et al., 2009c; Martinez et al., 2015).
Para evitar que esto se dé, la recomendacion ha sido que se aplique el ultrasonido a jugos
previamente desgasificados (Aguilar et al., 2017). A pesar del efecto negativo encontrado, al
compararlo con los dafios causados por los tratamientos térmicos en jugos, se ha observado
que el ultrasonido es menos perjudicial para los compuestos bioactivos. Ademas, se ha
hallado que la utilizacion de ultrasonido le otorga estabilidad a los compuestos bioactivos de

jugos a lo largo del almacenamiento (Rojas et al., 2017).

En contraste, Sun et al. (2015) encontraron en su investigacion que la actividad antioxidante
del jugo de manzana ultrasonicado por 10 minutos disminuyé mas en comparacién con el
mismo jugo sin tratar, en sus conclusiones asocian este resultado a que también hubo una
disminucion de los compuestos fendlicos totales y de flavonoides. Lo anterior parece

confirmar que el efecto del ultrasonido depende enormemente de la matriz a la cual se aplica
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pues otros estudios se ha hallado que este tratamiento no tiene efectos sobre la actividad
antioxidante en una mezcla de jugo de naranja y zanahoria (Caminiti et al., 2012) y en otros

mas bien se observo un aumento de este parametro en jugo de lima (Bhat et al., 2011).

3.6.1 Estudios cientificos con aplicacién de ultrasonido a jugo de naranja

A continuacion, en el cuadro 11, se presentan los resultados de los estudios de ultrasonido en
jugo de naranja mas relevantes para esta investigacion:
Cuadro Il. Resumen de los resultados obtenidos en investigaciones del efecto del ultrasonido

en la calidad del jugo de naranja.

Cita bibliografica

Condiciones experimentales

Resultados

Tiwari et al. (2009b)

DEA (W/mL): 0,30, 0,33, 0,36, 0,42,
0,53, 0,61, 0,81

TT (min): 2,4,6,8,10

F: 20 kHz

Muestras sonicadas mostraron una mayor
retencion de acido ascérbico respecto a la muestra
tratada térmicamente. El tratamiento de US mas
agresivo (0,81 W/mL por 10 min) provocé una
reduccion de menos del 5% de ese parametro.

Tiwari et al. (2009a)

A: 40%, 70%, 100%

TT (min): 2, 6, 10

F: 20 kHz
Almacenamiento de 30 dias

Aunque el contenido de acido ascérbico en
muestras sonicadas disminuyé durante el
almacenamiento, en comparacion con el jugo sin
sonicar, las muestras sonicadas lograron retener
mas este compuesto a lo largo del tiempo.

Gomez et al. (2010)

A: 50%, 60%, 75%
TT (min): 2, 4, 8, 10
F: 20 kHz

El jugo de naranja sonicado retiene su aromay
sabor en valores aceptables por més tiempo que
las muestras no sonicadas. Ultrasonido degrado el
acido ascarbico pero ese efecto se elimind durante
el almacenamiento, es decir que en comparacion
con las muestras control no se observé una mayor
degradacion.

Wahia et al.(2020)

Uso de bafio ultrasénico
Temperatura: 47 C

TT (min): 30

F: 20 kHz
Almacenamiento: 24 dias

Las muestras termosonicadas retuvieron una
mayor cantidad de polifenoles totales, flavonoides
totales y acido ascérbico a lo largo del tiempo.

Caminiti et al.(2012)

Uso de manotermosonicacion
F: 20 kHz

Temperatura: 63 C

TT (min): 2.2 min

Se redujo el contenido de polifenoles, pero no se
observd reduccién significativa en la capacidad
antioxidante. No se encontraron diferencias de
olor, dulzor y acidez con el jugo control.

TT: tiempo de tratamiento. F: frecuencia. A: amplitud. DEA: densidad de energia acustica.

Por la gran importancia del jugo de naranja en la industria de jugos y bebidas y la alta
aplicabilidad de la tecnologia del ultrasonido en el procesamiento de este tipo de productos,
se han realizado mudltiples investigaciones para estudiar y entender los efectos que la
sonicacion puede tener en el jugo de naranja, en las Gltimas dos décadas. A pesar de que se

han hecho muchisimas investigaciones y se continla recolectando informacion con respecto
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al uso de ultrasonido en alimentos, todavia existen multiples factores, variables, condiciones

y perspectivas que analizar.

4. Materiales y métodos

4.1 Localizacion del proyecto

El desarrollo de este proyecto se llevé a cabo en la Universidad de Costa Rica, Sede Rodrigo
Facio. Los andlisis quimicos del jugo de naranja se hicieron en el Laboratorio de Quimica
del CITA. La sonicacion del jugo de naranja se hizo en el Laboratorio de Quimica de la

Escuela de Tecnologia de Alimentos.

4.2 Materias primas

El jugo de naranja comercial, sin pasteurizar fue adquirido en las instalaciones del
supermercado Price Smart (Zapote, San Joseé, Costa Rica), se obtuvo a partir de naranjas
variedad Valencia desinfectadas previamente y se procesaron en un exprimidor de la marca
Fresquita (EI Guarco, Cartago, Costa Rica). Las muestras de jugo de naranja que analizo el
Laboratorio de Quimica del CITA se transportaron en botellas plasticas forradas con papel
aluminio para evitar que entraran en contacto con la luz. Las muestras de jugo a las que
primero se les aplicd una extraccion de polifenoles con metanol al 90% se transportaron en
bolsas de polietileno, empacadas al vacio y forradas en papel aluminio para evitar que

entraran en contacto con la luz.

4.3 Descripcién del tratamiento utilizado

4.3.1 Equipo utilizado

Se utilizd un sistema de sonicacion directa con recirculacion como el que se muestra a
continuacion en la Figura 3. Para utilizar este sistema se mantuvo el jugo a temperatura
constante en 25 °C + 2°C en todos los tratamientos aplicados. Para lograrlo, se utilizd un
bafio con control de temperatura (A). Se usaron 300 mL de muestra de jugo de naranja (mL)
para cada tratamiento y se colocaron en un beaker (B) desde el cual se recirculan de manera

continua con un flujo volumétrico de 106 mL/min. Para lo anterior, se utilizé una bomba
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peristaltica Masterflex (D) (Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hillls, IL) que envia
el jugo a través de la celda de flujo continuo (E). Dentro de esta celda y en su centro
geométrico, se coloca la sonda ultrasénica (H) que se encarga de transmitir las ondas
ultrasonicas a la muestra.

Se aplicd una frecuencia de 20 kHz utilizando un convertidor ultrasonico (F) de forma
continua. El controlador ultrasonico CP-750 (Coleman-Parmer Instrument Company,
Vernon Hills, IL) se configuro para trabajar a una amplitud maxima constante de 40% para
generar una energia de 50,0 £ 0,2 W en la sonda. Lo anterior corresponde a una fuerza de
tratamiento de 0,83 W/mL sobre los 60 mL dentro de la celda de flujo continuo (E). Todo el

circuito se autoclavo antes de la aplicacion de los tratamientos.

A. Bafio de agua
B. Muestra

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

E. Celda de flujo continuo

F. Convertidor ultrasénico

G. Controlador ultrasénico

H. Sonda ultrasénica

Figura 3. Diagrama del sistema de sonicacion directa con recirculacion (Wong, 2010).
Se reporta el tiempo de sonicacidn total de cada tratamiento, 20, 40, 60, 80 y 105 minutos
(tiempo total que recirculo el jugo por todo el sistema). Esto corresponde a tiempos efectivos
de tratamiento de 4, 8, 12, 16 y 21 minutos, que corresponden a los tiempos promedios de
flujo dentro de la celda de flujo continuo (E). Los resultados se reportaran con el tiempo de

sonicacion total.
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4.3.2 Descripcién experimental por objetivos

4.3.2.1 Efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de polifenoles.

e Disefio experimental estadistico

Se aplicé un disefio de blogues al azar con el tiempo en seis niveles (0, 20, 40, 60, 80 y 105
minutos) que corresponden a los tiempos de sonicacion del jugo de naranja, de acuerdo con
lo determinado por Wong (2010). Los bloques corresponden a los diferentes lotes que se
analizaron, de manera que cada tratamiento tiene tres repeticiones.

e Procedimiento experimental

Se sonicaron muestras de jugo de naranja a seis diferentes tiempos y se hicieron tres
repeticiones por cada tiempo. Una vez obtenidas las muestras sonicadas se procedid a

determinar el contenido de polifenoles totales y el contenido de hesperetina y naringenina.

e Andlisis de datos

Para determinar si es significativo el tiempo de sonicacion sobre el contenido de polifenoles
totales y de hesperetina y naringenina se aplicaron analisis de variancia (ANDEVA) con el
tiempo como factor continuo. Los resultados se presentaron como graficos utilizando el
modelo lineal para el contenido de cada compuesto en el tiempo.

Ya que el objetivo de la investigacion no era generar un modelo matematico para obtener una
ecuacion que permitiera predecir la concentracion de los compuestos a lo largo del tiempo
de sonicacion, las graficas no incluyen los intervalos de confianza continuos alrededor de la
recta. Para ilustrar el error puro y no el del ajuste lineal, se usan los intervalos de confianza
correspondientes a cada uno de los promedios de la variable respuesta calculados para cada
tiempo de sonicacion.

4.3.2.2 Efecto del tiempo de sonicacion sobre el perfil de acidos organicos y vitamina C

¢ Disefio experimental estadistico

Se aplicé un disefio de blogues al azar con el tiempo en seis niveles (0, 20, 40, 60, 80 y 105
minutos) que corresponden a los tiempos de sonicacion del jugo de naranja, de acuerdo con
lo determinado por Wong (2010). Los blogques corresponden a los diferentes lotes que se

analizaron, de manera que cada tratamiento tiene tres repeticiones
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e Procedimiento experimental

Se sonicaron muestras de jugo de naranja a seis diferentes tiempos y se hicieron tres
repeticiones por cada tiempo. Una vez obtenidas las muestras sonicadas se procedio a
determinar el contenido de acido citrico, malico y succinico y vitamina C total.

e Anélisis de datos

Para determinar si era significativo el tiempo de sonicacion sobre el contenido de acido
citrico, malico y succinico y de vitamina C, se aplicaron anélisis de variancia (ANDEVA)
con el tiempo como factor continuo. Los resultados se presentaron como gréficos utilizando
el modelo lineal para el contenido de cada compuesto en el tiempo.

Ya que el objetivo de la investigacion no era generar un modelo matematico para obtener una
ecuacion que permitiera predecir la concentracion de los compuestos a lo largo del tiempo,
las gréficas no incluyen los intervalos de confianza continuos alrededor de la recta. Para
ilustrar el error puro y no el del ajuste lineal, se usaron los intervalos de confianza continuos

correspondientes a cada uno de los promedios calculados para cada tiempo de sonicacion.

4.3.2.3 Efecto del tiempo de sonicacién sobre la capacidad antioxidante hidrofilica del jugo
de naranja.

e Disefio experimental estadistico

Se aplicé un disefio de blogues al azar con el tiempo en seis niveles (0, 20, 40, 60, 80 y 105
minutos) que corresponden a los tiempos de sonicacion del jugo de naranja, de acuerdo con
lo determinado por Wong (2010). Los bloques corresponden a los diferentes lotes que se
analizaron, de manera que cada tratamiento tiene tres repeticiones.

e Procedimiento experimental

Se sonicaron muestras de jugo de naranja a seis diferentes tiempos (niveles (0, 20, 40, 60, 80
y 105 minutos) y se hicieron tres repeticiones por cada tiempo. Una vez obtenidas las
muestras sonicadas se procedio a determinar la capacidad antioxidante hidrofilica de cada
una.

e Analisis de datos

Para determinar si es significativo el tiempo de sonicacion sobre la capacidad antioxidante

hidrofilica se aplicaron analisis de variancia (ANDEVA) con el tiempo como factor continuo.
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Los resultados se presentaron como gréaficos utilizando el modelo lineal para la capacidad
antioxidante hidrofilica en el tiempo.

Ya que el objetivo de la investigacion no era generar un modelo matematico para obtener una
ecuacion que permitiera predecir la concentracion de los compuestos a lo largo del tiempo,
las gréficas no incluyen los intervalos de confianza continuos alrededor de la recta. Para
ilustrar el error puro y no el del ajuste lineal, se usan los intervalos de confianza continuos

correspondientes a cada uno de los promedios calculados para cada tiempo de sonicacion.

4.4 Métodos de analisis

4.4.1 Contenido de humedad

Para determinar el contenido de humedad del jugo de naranja se sigui6 el procedimiento de
la AOAC 950.27 (AOAC, 2005). Se debe secar a 60 °C por aproximadamente 14 horas hasta

alcanzar masa constante, en estufa de conveccion. El ensayo se realiz6 por triplicado.

4.4.2 pH
Se determino de acuerdo con la metodologia de la AOAC 981.12 (AOAC, 2005). Se utiliza

un pH metro con electrodo de vidrio y de referencia. Se toman las mediciones con las
muestras a 25 °C. El ensayo se realiz6 por triplicado.

4.4.3 Solidos solubles
Los solidos solubles se miden como grados Brix, que es una escala que se basa en la relacion

entre la densidad de un jugo y la cantidad de azlcar que este contiene, como se indica en el
método de la AOAC 932.12 (AOAC, 2005). Al medir los grados Brix se debe tomar en cuenta
que, se deben hacer correcciones por temperatura y acidez cuando Ssean necesarias.
Especificamente este dato es un porcentaje masa/masa de solidos disueltos en una solucion

acuosa (Mauri et al., 2011).

43



4.4.4 Acidez titulable
Para determinar la acidez titulable de los jugos se usé el método AOAC 942.15 (AOAC,

2005). Tradicionalmente, este valor se expresa como gramos de &cido citrico por 100 mL de
producto. Dependiendo del acido a utilizar, para expresar el valor se usa un factor de

conversion determinado. El ensayo se realizo por triplicado.

4.4.5 Capacidad antioxidante de radicales de oxigeno (ORAC-H)

Se utiliz6 el método ORAC hidrofilico para determinar la actividad antioxidante de acuerdo
con el procedimiento P-SA-MQ-037 (CITA, 2019), el cual se basa en Huang et al. (2002).
Para el andlisis se utilizé un espectrofluorémetro (Synergy HT, BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, EE. UU.) y placas de polipropileno de 96 pocillos, con fluoresceina como
indicador del dafio por radicales peroxilo. La longitud de onda de excitacion se ajusté a 493
nmy la longitud de onda de emision a 515 nm. Para preparar las soluciones se uso buffer de
fosfato (75 mM, pH 7,4). Cada pocillo se llend con 150 uL de fluoresceina y 25 pL del buffer
(blanco), o soluciones de Trolox estandar o una muestra de una dilucion apropiada. Las
placas se incubaron a 37 ° C por 30 min. Después se afiadieron 25 pL de solucion de AAPH
(dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-amidinopropano)). Luego de la adicion de AAPH y de la
agitacion, se midio la disminucién de la fluorescencia cada minuto durante 45 min a 37 ° C.
El valor H-ORAC se expres6é como micromoles (umol) de equivalentes Trolox (TE) por 100
g, usando una curva de calibracion externa de Trolox 4,0-32,3 umol TE / L y r? = 0,9993. El

analisis se realizo por triplicado.

4.4.6 Perfil de 4cidos organicos

Se determino el perfil de acidos organicos en el jugo de naranja de forma directa, ya que este
tipo de muestra no requiere tratamiento previo. EI método aplicado se hizo por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia como lo indica el procedimiento descrito en el documento P-SA-
MQ-051 (CITA, 2016) basado en Gokturk (2006) y Nozal et al. (2003). Se utilizaron
cartuchos OASIS® (Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.) para extraer 500 pL de

extracto rico en polifenoles. Se inyectd el filtrado, con 2,5 mL de agua tipo I, en el equipo
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HPLC-DAD (Serie LC-10A HPLC, Shimadzu), Kyoto, Japon). Cada acido orgénico se
analizo en una columna de intercambio ionico (Hi-Plex H 300 mm x 7,8 mm, 8 um, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) Se utilizaron las siguientes condiciones analiticas:
flujo 0,6 mL/min, 60 ° C; eluyente H2SO4 (2,25 mM), condicidn isocratica durante 40 min a
210 nm. La identificacion de cada &cido organico se obtuvo utilizando patrones comparando
los tiempos de retencidn. La cuantificacion se realizé mediante curvas de calibracion externas
con un rango de linealidad de 50,0-1 000,0 mg de &cido organico / L y un r?> = 0,9996. La
concentracion de cada organico se reporté como miligramos de &cido organico por 100 g de

muestra fresca. El analisis se realiz6 por triplicado.

4.4.7 Polifenoles

4.4.7.1 Extraccion

La extraccion de polifenoles se hizo basandose en lo indicado por Iglesias et al. (2019). En
su estudio se determind que el mejor solvente de extraccion es metanol al 90%. Ademas se
determiné que la mejor proporcion de jugo:solvente era de 3:7. Se utilizd una velocidad de
centrifugacion de 5000 rpm con proteccion de la luz para obtener mayores rendimientos. Por
ultimo se procedié a concentrar los extractos en metanol por medio de evaporacion con

nitrégeno hasta obtener extractos secos. El ensayo se realizé por triplicado.

4.4.7.2 Perfil de polifenoles

Se utilizaron los patrones disponibles de los principales polifenoles presentes en jugo de
naranja, en este caso naringenina y hesperetina. Se inyectaron en el equipo de Cromatografia
Liquida de Alto Eficiencia acoplado a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), donde
luego también se inyectaron las muestras de jugo de naranja y se midid la absorcién a 290nm.
Se utiliz6 una columna marca Waters modelo XSelect HSS T3 C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 pum).
La fase mavil correspondié a una solucion acuosa de acido formico (0,1% v/v) como fase
movil A 'y acetonitrilo (98% v/v) como fase movil B. El gradiente sera de 6-10% de B (0-16
min), 10-22% de B (16-36 min), 22-100% de B (36-38 min). Se utiliz6 un volumen de
inyeccion de 10uL. El flujo fue de 0,3 mL/min a 30°C y se mantuvo por 5 minutos en las

condiciones finales. Esto
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se hizo de acuerdo con lo estudiado por Mesquita & Montero (2018), Iglesias et al. (2019),
Khoddami et al. (2013) y Samukelo et al. (2015). Este método fue modificado para incluir el
tiempo para regresar a las condiciones iniciales, asi como el tiempo de estabilizacion de esas
condiciones e iniciar una nueva inyeccion. El ensayo se realizd por triplicado. La
identificacion de cada polifenol se hizo utilizando patrones comparando los tiempos de
retencion y la cuantificacion se realizo mediante curvas de calibracion externas con un rango

de linealidad entre 10-100 mg de polifenol / L de jugo de naranja.

4.4.7.3 Contenido total de polifenoles

Para cuantificar los polifenoles totales se utiliza el método de Folin-Ciocalteu y medir la
absorbancia a 725 nm por espectrofotometria tal como se detalla en procedimiento P-SA-
MQ-048 (CITA, 2014) que se basa en Iglesias et al. (2019). Se us6 acido galico como
estandar para construir la curva de calibracion con un rango de linealidad de 10-80 mg GAE
/ Lyr2=0,9996. De esta forma los resultados se expresan en miligramos equivalentes de
acido galico por 100 g de muestra fresca (GAE/ 100 g). Para eliminar las interferencias del
acido ascorbico y azUcares reductores se usaron cartuchos OASIS® (Waters Corporation,
Milford, MA, EE. UU.). La absorbancia se midi6é en un espectrofotometro UV-VIS (UV-
1700 Pharma Spec, Shimadzu, Tokio, Japon) a una longitud de onda de 765 nm frente a un

blanco de reactivo. El analisis se realizo6 por triplicado.

4.4.8 Vitamina C total

Este método requiere la extraccién de é&cido ascorbico y la reduccién del &cido

dehidroascorbico (DHA) a acido ascorbico (AA) de manera que se evite al maximo su
deterioro para poder cuantificarlos, sumando ambos totales. Se determina el contenido de
vitamina C total por HPLC como se explica en P-SA-MQ-024 (CITA, 2018), método basado
en Hernandez et al. (2006), Lykkesfeldt (2000), Mertz (2009) y Wechtersbach & Cigié
(2007). La submuestra de jugo fresca se peso (5-10 g) y luego se mezclo con 15-20 mL de la
solucion extractora (0,04% de acido metafosforico). Se homogenizo en vértex durante 1 min
y se centrifugd a 4 500 rpm (4 °C) durante 10 min. Lo anterior se hizo por duplicado y los

dos sobrenadantes resultantes se mezclaron juntos en un balén de 50 mL y se aforé con la
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solucion extractora. Luego se tomo una alicuota de extracto que se coloco en una jeringa con
un filtro de microporo de celulosa regenerada (0,45 0 0,20) um y se filtro en un vial de 2 mL.
Para reducir el DHA a AA, se tomd 500 pL de extracto y se le aiadio 500 uL de clorhidrato
de Tris [2-carboxietil] fosfina (40 mmol / L), se calentd a 30 °C durante 40 min. El extracto
inicial y el extracto reducido se inyectaron en el equipo HPLC-UV (Serie LC-10A HPLC,
Shimadzu, Kyoto, Japdn). El AA se analiz6 en una columna C18 (Phenomenex Luna 5 pm,
100 A, 250 mm x 4,60 mm) bajo las siguientes condiciones analiticas: 30 ° C, flujo 0,8
mL/min; eluyente H2SO4 (1,8 mM, pH 2,60) condicidn isocratica en 20 min a 245 nm. El
analisis se realiz6 por duplicado. La identificacion del &cido ascérbico se obtuvo mediante el
uso de patrones y la comparacion de los tiempos de retencién. Por medio de curvas de
calibracion externas con un rango de linealidad de 7,5-150 mg AA / L y r? = 0,9996 se
cuantifico el AA. La concentracion de vitamina C total se reporté como mg de vitamina

C total por 100 g de muestra fresca.
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5. Resultados y discusion

Como pruebas preliminares se realizaron anéalisis de humedad, grados Brix, acidez total y pH
a los jugos de naranja antes de aplicar ultrasonido. De esta manera se tenian las condiciones
generales e iniciales del jugo y en caso de ser necesario se utilizarian para explicar algunos
de los resultados obtenidos, sin embargo esto no se requirié. Los resultados de estos analisis

se presentan en Anexos Il.
5.1 Evaluacion del efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de polifenoles

5.1.1 Efecto del tiempo de sonicacién sobre el contenido de polifenoles totales

Como se aprecia en la figura 4, los resultados obtenidos indican que no se observé que el
tiempo de tratamiento ultrasénico tuviera un efecto significativo en el contenido de
polifenoles totales como equivalentes de acido galico (P> 0,6564; 1-p= 0,9209). Esta
conclusién se refuerza dado que la potencia del tratamiento es alta, es decir que se contd con
una alta probabilidad de detectar diferencias si estas realmente existieran lo cual valida los

resultados obtenidos.
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Figura 4. Efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de polifenoles totales de jugo
de naranja.

Se observa que no existe un efecto que indica que la variacion del tiempo de tratamiento
pueda afectar de alguna manera la cantidad de este tipo de compuestos. Los polifenoles son
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fitoquimicos a los que se les atribuyen multiples beneficios a la salud humana, por lo tanto
se busca su conservacion durante el procesamiento de los alimentos que los contienen. Lo
observado en la figura 4 anterior indica que el tratamiento de ultrasonido se pudo aplicar
hasta por 105 minutos sin alterar el contenido de polifenoles totales, es decir que no se vio
una afectacién en el contenido de estos compuestos en el jugo como si lo hacen las
tecnologias térmicas que se ha demostrado que pueden disminuir la concentracion de algunos

polifenoles y dafar su estructura (Cabral et al., 2010; Azzouzi et al., 2018).

En algunos estudios se ha observado que el ultrasonido ha aumentado el contenido de
polifenoles en jugos de diversas frutas debido a que la cavitacion produce inestabilidad en la
pared celular provocando que esta se rompa que se liberan algunos compuestos bioactivos y
por lo tanto aumenta su biodisponibilidad. En las investigaciones donde se han obtenido
aumentos en la concentracion de polifenoles, los tratamientos ultrasonicos aplicados generan
potencias entre 1000 W'y 1500 W (Zafra et al., 2013; Guerrouj et al., 2016), mientras que en
el presente estudio el tratamiento aplicado fue de 50 + 0,2 W. Se considera que el tratamiento
aplicado pudo no haber tenido la energia suficiente para desestabilizar la pared celular y
aumentar la disponibilidad de los polifenoles.

Los resultados obtenidos coinciden con lo observado por Wong et al. (2010) quienes
aplicaron un tratamiento de osmosonicacién en jugo de mora cuyas condiciones de
tratamiento ultrasénico fueron las mismas que las usadas en la presente investigacion. Estos
autores describen que el contenido de los polifenoles analizados, antocianinas y elagitaninos,

no tuvieron diferencias significativas ante el tratamiento aplicado a diferentes tiempos.

5.1.2 Efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de flavanonas

La composicidn de flavonoides del jugo de naranja puede variar ampliamente dependiendo
de multiples factores, por lo tanto tienen una distribucion considerablemente heterogénea
(Santana & Jacobo, 2018; Quifiones et al., 2012). En este caso, se determind la naringenina
como el polifenol mayoritario en el jugo de naranja fresco utilizado para esta investigacion.
La naringenina se relaciona con el amargor en jugos de citricos por lo que se considero

importante evaluar el efecto del ultrasonido en la concentracion de este flavonoide para
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visualizar si podria haber cambios en uno de los aspectos méas importantes relacionados con

el sabor de un jugo.

Para estudiar el efecto del tiempo de sonicacion sobre los polifenoles mas abundantes en el
jugo de naranja, se realiz6 un analisis para evaluar el perfil de este tipo de compuestos en el
jugo. Se conté con patrones de dos de los flavonoides mas importantes en citricos,
hesperetina y naringenina. En las Figuras 5 y 6 se presentan los cromatogramas obtenidos al

inyectar las soluciones patrén de ambos flavonoides en el equipo HPLC-DAD.

Para lograr una identificacion de los compuestos polifendlicos en el jugo de naranja se
compararon los tiempos de retencion de los patrones con los del jugo. Al realizar la
comparacion se observé que ninguno de los picos de la muestra coincidian (ver Figura 7 y 8)
con el tiempo de retencion del patrén de hesperetina (27,342 min), por lo tanto, no se pudo
identificar la presencia de este flavonoide en la muestra de jugo de naranja con la que se

trabajo.
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Figura 5. Cromatograma del estandar de hesperetina 100 ppm analizado por HPLC-DAD a
290 nm.
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Por otro lado, al analizar el cromatograma del estandar de naringenina en la Figura 6, se
observan dos sefiales. La sefial 2 corresponde al compuesto naringenina (26,18 min) pues es
la sefial mayoritaria observada. Ademas de este pico, se puede ver una pequefia sefial 1
(19,285 min), que se detecta antes que el pico mayoritario. Es importante resaltar que segun
el certificado de analisis (ver Anexo I) el estandar de naringenina posee una pureza >95%,
por lo que existe la posibilidad de que hayan cantidades minoritarias de otros compuestos
relacionados, en este caso, podrian ser las formas glucosiladas de la naringenina, (naringina

y narirutina), por la manera en que se extrae el estandar.

La hipdtesis anterior se puede ratificar si se considera que las formas glucosiladas, al poseer
carbohidratos ligados y contar con mas grupos hidroxilos, son mas polares que las respectivas
agliconas (Cartaya & Reynaldo, 2001), por lo que en la separacion cromatografica su tiempo
de retencidn seria menor, ya que este tipo de estructuras serian menos afines a la fase
estacionaria. Este comportamiento se ha evidenciado en varios estudios como en Dugo et al.
(2005), Silva et al. (2014), He et al. (2018).

uVied, 000
1_p-Datat Nar

oooy
e a1 1hed POA Z80nm.4nm Trre'll}aj?, Inten 835,504

03]
0e]
U?—:
=
DEE
04—:
0.3
023
01-; 1 J'

|

0,0

Figura 6. Cromatograma del estandar de naringenina 100 ppm analizado por HPLC-DAD a
290 nm.
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Al comparar el extracto rico en polifenoles de jugo de naranja con el estdndar de naringenina
(Figura 7 y 8), se observa que la sefiale mayoritaria del jugo no coincide con la sefial
mayoritaria del estandar. Sin embargo, se observa que la sefial 1 del estdndar de naringenina
se encuentra muy cercano a la sefial mayoritaria (19,402 min) que aparece en el extracto de
jugo de naranja. Se estima, por tanto que en el jugo esta flavanona se podria encontrar

glucosidada.

Ademaés al comparar los espectros de absorcion de ambos patrones tanto de hesperetina como
naringenina con el del extracto de polifenoles de jugo de naranja se puede observar que son
sumamente similares. El sefial matoritaria de la hesperetina esta a 287 nm (ver Anexo V) y
la sefial 2 de la naringenina esta a 289 nm (ver Anexo Ill). La sefial 1 de la naringenina esta
a 282 nm (ver Anexo V) lo cual es un valor un poco mas alejado de los otros dos pero es de
esperar ya que la concentracion de ese compuesto es muy baja. Por Gltimo se observa que la
sefial A del extracto analizado estad a 284 nm (ver Anexo VI1). Tomando en cuenta todo lo
anterior se puede confirmar que el polifenol mayoritario del extracto pertenece a la misma

familia que los patrones utilizados.

Con en el fin de cumplir con el objetivo de observa el efecto del ultrasonido, se decidid
cuantificar esta sefial de cromatograma (polifenol A), sefialado en la figura 8, por cuanto es
la sefial con mayor intensidad, como equivalentes de naringenina. Se puede apreciar en la
Figura 9 la concentracion del polifenol A a los diferentes tiempos de sonicacion. Este
parametro es Util para evaluar de una manera mas especifica el comportamiento del polifenol
mas abundante en el jugo de naranja ante el efecto del ultrasonido. Los valores indican que
la concentracion de este compuesto se mantiene constante al aumentar el tiempo de
ultrasonido, es decir, que no hay una tendencia que indique que el tiempo de sonicacion afecta

de alguna manera el contenido del polifenol mayoritario A (P >0,7650; 1-B= 0,9976).
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Figura 7. Cromatogramas sobrepuestos del estandar de hesperetina 100 ppm (azul),
estandar de naringenina 100 ppm (rojo) y de un extracto de jugo de naranja analizado
(café). Analizados por HPLC-DAD a 290 nm, C18, 0,3 mL/ min, 30 °C, fase A: &cido

formico 0,1%, f ase B: acetonitrilo 98%

Esto implica que el tratamiento con ultrasonido, bajo las condiciones utilizadas e incluso por
periodos prolongados, permite la conservacion de uno de los principales compuestos
bioactivos y no afecta su concentracion o estructura. En Tiwari et al. (2008) se analiz6 la
degradacion de polifenoles, como las antocianinas, en jugo de fresa ante el efecto del
ultrasonido, sin embargo, estos autores estudiaron multiples condiciones de amplitud. Se
encontrd que a una amplitud del 40% la concentracion de antocianinas aumenté levemente

(<1%) y de forma no significativa.

Estos resultados coinciden con lo observado en la Figura 9 y sefialan que las condiciones de
ultrasonido utilizadas, independientemente del tiempo, conservan la cantidad del polifenol

mayoritario en el jugo de naranja.

53



WV (1,000 000)

JCiata1:Hependna 100 ppm lcd POA Ch1l:ZS0nm,4nm(1,00 Tima Inten,
1,04

10
0,5
U.ﬂ—-—_"- I

L L L L ] [ L [ L [l ] [ e | T m

uV (x1,000,000)

JDataZ:Marigenina 100 ppmicd POA Ch10:290nm,4nm{1.00 Ten2 0,088 Inten. 26T.006
1,04

A 2

1 m
0,5

1

)| —

I I 1 1 1 1 ] L L |TI
u\ (x1.000,000)

JCiatad:L2 100 min H1.lcd POA Ch10:280nm 4nmi1,00) Tima 14,408 Inten. 1.217.672
1,04

1 1)
0.5

. A

L L L L L L L L | T -
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 min

Figura 8. Cromatogramas: I) Estandar de hesperetina 100 ppm (azul). 11) Estandar de
naringenina 100 ppm (rojo). 111) Extracto de jugo de naranja analizado (café). Analizados
por HPLC-DAD a 290 nm, C18, 0,3 mL/ min, 30 °C, fase A: &cido férmico 0,1%, fase B:

acet onitrilo 98%

Hallazgos similares obtuvieron Khan et al., (2010) quienes observaron que el ultrasonido a
20 kHz y con 60 W de potencia no causa degradacion de flavonoides. Estos autores afirman
que el dafio a la estructura quimica de los flavonoides ocurre a frecuencias mayores a la
utilizada en este ensayo. Los resultados explicados anteriormente son de gran relevancia ya

que apuntan a que el ultrasonido mantiene la importancia nutricional del jugo de naranja.
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Figura 9. Efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de equivalentes de
naringenina en el jugo de naranja (n=3; barras de error representan el intervalo de
confianza).

Debido a que no hay un efecto del tiempo de sonicacién sobre este tipo de compuesto, se
puede predecir que no hay cambios en el sabor del jugo en el cual los polifenoles, como la
naringina, tienen gran incidencia. Por lo anterior, no se consider6 necesario hacer pruebas
sensoriales. Es notable que se puede sonicar el jugo de naranja hasta 105 minutos y la

concentracion de equivalentes de naringenina se mantiene muy similar a la del jugo fresco.

5.2 Evaluacion del efecto del tiempo de sonicacién sobre el perfil de &cidos organicos y
contenido de vitamina C

5.2.1 Efecto del tiempo de sonicacidn sobre el contenido de vitamina C

La determinacion de la cantidad de vitamina C en el jugo de naranja es tal vez el parametro
de calidad mas importante en su procesamiento. Este antioxidante cumple diversas funciones
fisiologicas en el cuerpo humano por lo tanto su conservacion en los alimentos es de vital

relevancia (Russell, 2004).
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La preservacion de la vitamina C es uno de los retos mas grandes para la industria debido a
que es sumamente inestable, por lo tanto, funciona como indice de control de nutrimentos
(Herrera et al., 2015). Se pudo determinar que no hay efecto del tiempo de sonicacién sobre
la concentracion de vitamina C (P>0,0734, 1-=1,000) (Figura 10).

Contenido de vitamina C total (mg /
100 g)
w
o
o

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo de sonicacién (min)

Figura 10. Efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de vitamina C total en el
jugo de naranja (n=3; barras de error representan el intervalo de confianza).

Investigaciones anteriores sobre el efecto del ultrasonido en vitamina C han encontrado que
aunque si hay degradacion del compuesto, ésta es menor en comparacion con la disminucion
provocada por tratamientos térmicos. Ademas, se ha encontrado que en el jugo de naranja
sonicado se logra una mayor retencion de vitamina C durante el almacenamiento, lo cual se
asocia con una mayor vida util de la bebida (Tiwari et al., 2009a; Tiwari et al., 2009b; Gomez
et al., 2010; Wabhia et al., 2020). Sin embargo, la presente investigacién utilizé condiciones
de aplicacion de ultrasonido de menor intensidad, menor amplitud, temperatura y densidad

de energia acustica.

Esto indica que las condiciones usadas permiten la conservacion de la concentracion de
vitamina C e incluso a nivel de muestra, se pueden observar pequefios aumentos al aplicar el
tratamiento por mas tiempo, aungue se recalca que no hay diferencias significativas. Ademas,
estos resultados comprueban que aunque el ultrasonido puede provocar microaumentos de

temperatura y de presion (Bhattarcharjee et al., 2019; Feng & Yang, 2011), que en otras
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circunstancias han afectado negativamente compuestos bioactivos causando su degradacion,

como la vitamina C, bajo las condiciones utilizadas esto no ocurrid.

Entonces, se puede decir que, incluso con el tratamiento maximo utilizado (105 min), el uso
de ultrasonido de baja potencia, de ser utilizado como parte de una aplicacion tecnoldgica,
contribuiria con una mayor vida util del jugo de naranja puesto que mantiene la concentracién

de vitamina C invariable respecto al jugo fresco sin sonicar.

5.1.4 Efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de 4cidos organicos
Tras el andlisis por HPLC vy la identificacion de cada &cido, al comparar los tiempos de

retencion con patrones, se determind que los acidos organicos mayoritarios en el jugo de
naranja son el acido citrico, succinico y malico. Como era de esperar, el acido citrico es el
que se encontraba en mayor cantidad de los tres, pues de acuerdo con la literatura es el &cido
mas abundante y caracteristico en jugo de naranja (Selli et al., 2017). Esta proporcion se

mantuvo en todos los tiempos de sonicacion evaluados.

En la Figura 11 se puede observar que no existe una tendencia que sefiale que el tiempo de
sonicacion afecte de manera alguna la concentracion de é&cido citrico (P>0,9733; 1-
B=1,0000), malico (P>0,4079; 1-=0,7900) y succinico (P>0,8159; 1-p= 0,9118) en el jugo

de naranja.

La degradacion quimica de acidos organicos provocada por la sonicacion se debe
principalmente a la generacion de radicales de oxigeno formados durante el tratamiento. Sin
embargo, esto ocurre de manera notoria cuando se utilizan frecuencias mucho mas altas (200
kHz o mas) que las aplicadas en la presente investigacion (Okitsu et al., 2016; Bremner et
al., 2011). Esto confirma que las condiciones bajo las cuales se aplica la sonicacion siempre

son determinantes en los resultados obtenidos.

Una vez mas, los resultados permiten decir que el tratamiento ultrasénico utilizado, incluso
en las condiciones de tiempo mas prolongado (105 minutos), no afecta el perfil de los acidos
organicos mayoritarios en el jugo de naranja, lo cual significa que conserva uno de los

parametros de calidad mas importantes.
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Figura 11. Efecto del tiempo de sonicacion sobre el contenido de a) acido citrico, b) acido
malico y ¢) acido succinico (n=3; barras de error representan el intervalo de confianza).

La concentracion de acidos organicos puede incidir en el sabor y el aroma del jugo (Blanco
y Mangas, 2004) y debido a que el tiempo de sonicacién no produce cambios significativos
en la concentracion de estos compuestos, se pronostica que no hay diferencias importantes
en cuanto a sabor y aroma tampoco. Ademas, se considera que el tratamiento utilizado es
viable para conservar los acidos organicos presentes en el jugo de naranja, preservando las

caracteristicas del jugo fresco.

5.3 Efecto del tiempo de sonicacion sobre la capacidad antioxidante hidrofilica

El método H- ORAC permite obtener una medida de la capacidad protectora ante la
oxidacion que exhiben los compuestos hidrofilicos presentes es una muestra. Ante el
creciente interés de los consumidores por obtener alimentos funcionales y beneficiosos para

la salud, las propiedades antioxidantes de las frutas y sus derivados ha ganado relevancia.
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Ademas, se busca encontrar maneras para conservar estas caracteristicas o minimizar el dafio

provocado por el procesamiento o factores ambientales.

Lo anterior resalta la importancia de los resultados presentados en la Figura 12. Se puede
observar que si existe un efecto del tiempo sobre la capacidad antioxidante (P>0,0484). Es
decir, al aumentar el tiempo de tratamiento también se potencia significativamente la
capacidad de los compuestos bioactivos de detener procesos oxidativos en el jugo de naranja

y también en el cuerpo humano.
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Figura 12. Efecto del tiempo de sonicacion sobre la capacidad antioxidante hidrofilica.
(n=3; barras de error representan el intervalo de confianza).

Aunque el aumento es estadisticamente significativo esto no significa que en lo practico
también lo sea, el aumento observado no necesariamente se traduce en una mayor capacidad
antioxidante hidrofilica real y todo los efectos en la salud que esto implica sino que es mas
bien un aumento numérico. Sin embargo, se considera que los resultados observados son
relevantes y que invitan a una investigacion mas profunda sobre el efecto que puede tener el

ultrasonido sobre este parametro.
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El aumento en el H-ORAC al incrementar el tiempo de sonicacion, se podria explicar por
aumentos en compuestos antioxidantes tales como vitamina C, polifenoles o flavonoides. Si
bien los resultados a nivel de muestras indican pequefios incrementos en las concentraciones,
estos son estadisticamente no significativos. Sin embargo, podria haber un efecto sinérgico
causado por el conjunto de esos incrementos pequefios en los compuestos bioactivos con
propiedades antioxidantes. También es posible que el ultrasonido haya afectado
positivamente compuestos antioxidantes cuya concentracion no se evalud en esta

investigacion, pero que afectan directamente el H-ORAC del jugo.

Otra explicacion para el aumento de la capacidad antioxidante hidrofilica del jugo de naranja
se podria deber a las reacciones sonoquimicas desencadenadas por el ultrasonido.
Ashokkumar et al. (2008) realizaron un estudio preliminar en el que evaltan si el ultrasonido
puede mejorar la funcionalidad de algunos alimentos al modificar ciertos ingredientes. Los
hallazgos de estos autores explican que la cavitacion acustica, bajo determinadas
condiciones, produce radicales hidroxilo los cuales pueden modificar compuestos fendlicos

e incluso flavonoides.

Es bien sabido que la capacidad antioxidante de los flavonoides se ve beneficiada por el grado
de hidroxilacion que el compuesto presente. Por lo tanto, el aumento significativo en la
capacidad antioxidante hidrofilica del jugo de naranja podria deberse en gran medida a la
hidroxilacion de los flavonoides presentes en el jugo, los cuales son los polifenoles méas
importantes en citricos. Por lo tanto, se podria presumir que al aumentar el tiempo de
sonicacién, se produjo un aumento en la hidroxilacién de estos compuestos debido a la

cavitacion y en consecuencia se aumento la capacidad antioxidante hidrofilica.

De los resultados obtenidos se deriva que, en general, el tiempo de tratamiento de ultrasonido
no tuvo un efecto negativo en los compuestos bioactivos polares ni en la capacidad
antioxidante del jugo de naranja. Los datos analizados implican que el ultrasonido, bajo las
condiciones estudiadas y hasta por 105 minutos, se podria utilizar en jugo de naranja como
parte de otras aplicaciones tecnoldgicas dado que no afecta los compuestos bioactivos
hidrofilicos ni la capacidad antioxidante. Esta es una ventaja notable del ultrasonido sobre

las tecnologias térmicas ya que potencia la eficiencia de otras operaciones unitarias y ademas
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permitiria la conservacion de los compuestos bioactivos hidrofilicos durante el
procesamiento, porque las condiciones de frecuencia, amplitud y densidad de energia
acustica permiten conservar las estructuras de los compuestos analizados y no provocan su

degradacion.

Los resultados analizados indican que el sabor del jugo sonicado, incluso bajo el tratamiento
mas prolongado (105 minutos) no se afecta de ninguna manera. Esto porque los compuestos
mas relevantes relacionados con la calidad sensorial del jugo, tales como los polifenoles y
los &cidos organicos, permanecen invariables. De lo anterior se infiere que, en ese aspecto,
el procesamiento con ultrasonido, bajo estas condiciones, permite obtener un jugo de naranja
cuyas caracteristicas son iguales a las del jugo fresco. Esta conclusion podria ser extrapolable
a otros jugos citricos y también de otras frutas cuya composicion de compuestos bioactivos
hidrofilicos sea similar a la del jugo de naranja.

Al mismo tiempo se recalca que todavia no existe el procesamiento ultrasénico a nivel
industrial pero estos hallazgos motivan a dirigir las investigaciones hacia la posibilidad de
utilizarlo a gran escala. Sin embargo, para esto los efectos del ultrasonido sobre las matrices
deben ser estudiados y descritos con exactitud. Ademas, tener equipos de ultrasonido para
procesamiento industrial permitiria evaluar los costos reales de esta tecnologia y compararlo

adecuadamente con otras aplicaciones como, por ejemplo, los tratamientos térmicos.
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6. Conclusiones

Se determind que el tiempo de sonicacion no tiene un efecto sobre la concentracion
de polifenoles totales en jugo de naranja fresco (P> 0,6564; 1-g=0,9209).

Se concluyo6 que el tiempo de sonicacion no afecta la concentracion del polifenol
mayoritario expresado como equivalentes de naringenina en jugo de naranja fresco
(P >0,7650; 1-B= 0,9976).

Se determind que el tiempo de sonicacion no tiene un efecto sobre la concentracion
de los principales acidos orgénicos del jugo de naranja fresco: citrico (P>0,9733; 1-
B=1,0000), mélico (P>0,4079; 1-=0,7900) y succinico (P>0,8159; 1-=0,9118).
No hay un efecto estadisticamente significativo del tiempo de sonicacién sobre la
concentracion de vitamina C total del jugo de naranja fresco (P>0,0734, 1-8=1,000).
Se concluye que el tiempo de sonicacion tiene un efecto estadisticamente
significativo sobre el H-ORAC del jugo de naranja (P>0,0484). Al aumentar el
tiempo de sonicacion aumenta el H-ORAC.

El tiempo de sonicacion no afectd negativamente el contenido de compuestos
bioactivos polares ni la capacidad antioxidante hidrofilica. De hecho, esta Ultima
propiedad mostré aumentos significativos al aumentar el tiempo de sonicacion. De
manera que se concluye que el ultrasonido bajo las condiciones utilizadas puede
usarse como parte de una aplicacion tecnoldgica y no afectaria de manera negativa la

concentracion de estos compuestos.
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7.

Recomendaciones

Se recomienda incluir el analisis de flavonoides totales, por colorimetria, del jugo
sonicado, para evaluar con més detalle si hay cambios en la concentracion de este
tipo de polifenoles, ya que son de los mas importantes en la matriz analizada.

Se insta a realizar un perfil de polifenoles del jugo fresco, previo a las etapas
experimentales, para determinar con anticipacién cuales polifenoles se encuentran en
mayor cantidad para escoger y adquirir una mayor variedad de patrones y hacer
evaluaciones individuales de cada compuesto.

Para facilitar la identificacion de compuestos y hacerlo de forma mas exacta, se
aconseja evaluar la posibilidad de usar el equipo de HPLC o UPLC acoplado a
Espectrometria de Masas (MS), esto permitiria enfocar la investigacion hacia
compuestos especificos.

Se considera util realizar la etapa experimental de esta investigacion pero utilizando
ultrasonido pulsado, debido a que es otra modalidad de ultrasonido ampliamente
estudiada y asi se puede comparar con la sonicacion directa. De esta manera se puede
determinar cudl técnica da resultados mas favorables en jugo de naranja.

Se propone extender el alcance de este estudio y evaluar el contenido de estos
compuestos bioactivos polares durante el almacenamiento, luego de la sonicacion.
Con el objetivo de potenciar los efectos del ultrasonido se recomienda incluir el uso
de temperaturas medias (30-35°C) durante la sonicacion, para evaluar si esto aumenta

la disponibilidad de los compuestos bioactivos polares.
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9. Anexos

Anexo |. Certificado de analisis del estdndar de naringenina

SIGMA-ALORICH"

Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:
Batch Number:
Brand:

CAS Number:
Formula:

Formula Weight:
Storage Temperature:
Expiration Date:
Quality Release Date:

TEST

APPEARANCE [COLOR)
APPEARANCE (FORM)
PURITY (TLC AREA %)
INFRARED SPECTRUM

(+}-MARINGENIN

analytical standard

52186
BCBX5116
Sigma-Aldrich
ETE04-48-2
I::15H |:OS
27225

28C

JUN 2020

03 JUL 2018

SPECIFICATION
WHITE TO BEIGE
POWDER

205 %

CONFORMS TO STRUCTURE

T .
7 L, e

Dr. Reinhold Schwenninger

Cluality Assurance
Buchs, Switzerland

75

3050 Spruce Strest, Saint Louts, MO 63103 USA
Emall USA: techsanvi@slal. com Dutside USAC eunechsani@sial com

RESULT

LIGHT BEIGE

POWDER

a7 %

CONFORMS TO STRUCTURE



Anexo Il. Caracteristicas iniciales del jugo de naranja

Cuadro 1ll. Caracteristicas quimicas de cada lote de jugo de naranja antes de aplicar
ultrasonido (n=3).

Acidez total (g/100
Lote °Brix Humedad (g/100 g) g, expresado como pH
acido citrico)

1 9,34 +0,25 91 +13 0,787 +0,050 3,62 +0,07
2 9,12 +0,25 91 +13 0,826 +0,053 3,60 +0,07
3 9,65 +0,25 90 +13 1,086 +0,053 3,38 +0,07

Anexo I11. Espectro de absorcion de la sefial 2 del patron de naringenina a 100 ppm
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Anexo IV. Espectro de absorcion de la sefial 1 del patrén de naringenina a 100 ppm
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Anexo V. Espectro de absorcion del patron de hesperetina a 100 ppm
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Anexo VI. Espectro de absorcion del extracto de polifenoles de jugo de naranja
maLl
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