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RESUMEN

En los ultimos aflos se ha observado que los consumidores tienden a
otorgar mayor importancia a la calidad de los alimentos que consumen,
interesandose no soélo por el valor nutritivo de los mismos sino por el grado de
satisfaccion y placer que los mismos le brindan. Es asi que en la actualidad, la
eleccion de los alimentos se hace en funcion de su calidad o “grado de
excelencia”, que comprende conceptos como valor nutritivo, aspecto, textura,
aroma y sabor. Es por eso que el consumidor prefiere que algunos jugos como los
de manzana y pera, tengan un aspecto cristalino, para lograrlo se agregan
pectinasas (pectinesterasa) al jugo para disminuir la viscosidad.

El objetivo del presente trabajo fue inactivar la pectinesterasa (PE) a través
de tratamientos térmicos y evaluar los cambios sensoriales después de cada una
de ellos. Los resultados se analizaron con un disefio completamente al azar y
prueba de Tukey (P=0.05) para las diferencias significativas. Para lograr el objetivo
se elabor6 el jugo de manzana de la variedad Granny Smith, el cual se caracterizo
fisicoquimicamente. El jugo se trat6 con diferentes tratamientos térmicos para
inactivar la PE, donde se utilizaron temperaturas de 50 °C hasta 90 °C durante O,
5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos. Posteriormente se realizé la evaluacion de la
actividad pectinesterasa, tomando como referencia la actividad enzimatica de la

muestra control (jugo fresco sin tratamiento térmico).

Se realizé una evaluacion sensorial con 21 jueces semientrenados para
evaluar los cambios de las propiedades sensoriales del jugo tratado a diferentes
temperaturas y tiempos. La prueba sensorial aplicada fue una heddnica utilizando

una escala de nueve puntos.

La inactivacion de la pectinesterasa se logré a 70 °C por 25 minutos, las
constantes de velocidad de inactivacion fueron 0.0066, 0.0568 y 0.1181 min~?!

para las temperaturas de 50, 60 y 70 °C, respectivamente.

El valor Z fue de 16.02 °C y la energia de activacion (Ea) fue 31.7681 Kcal/g-mol.

viii



Los resultados de la evaluacion sensorial muestran que tratamientos
térmicos aplicados a las muestras de jugo evaluadas afectaron los atributos
evaluados. Hubo diferencias significativas (P<0.05) entre las muestras en cuanto a
los atributos de color, apariencia y aceptaciéon global. Sin embargo, no hubo

diferencias significativas (P<0.05) para los atributos de olor y sabor.

Palabras claves: Actividad pectinesterasa, jugo de manzana, evaluacion
sensorial, inactivacion enzimatica, propiedades fisicoquimicas.

CORREO ELECTRONICO; Maria de los Angeles Garcia Calvo,
anghye sunrise@hotmail.com
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La manzana es uno de los frutos mas antiguos y mas cultivados en el
mundo, su cultivo se extendié por todo el mundo con tal rapidez debido a que
se adapta con facilidad a diversos climas, llego a Espafia gracias a los
Romanos y Arabes. Entre sus multiples beneficios que nos brinda, esta su
variada textura y sabores (variedades), su precio asequible y sus diversos
valores nutrimentales, por lo que es considerada como la “fruta de la salud”
(Eroski Consumer, 2012).

A pesar de que su origen es incierto, se cree que es originaria de las
zonas templadas de Europa, donde se le puede encontrar en estado silvestre.
Cien afos después de su introduccion en Espafia, su cultivo emigré de América
del Norte, y después a Africa y Australia. Posee una gran capacidad para
resistir temperaturas bajas lo que ha permitido que pueda ser cultivada en

climas muy frios (Comité Nacional Sistema Producto Manzana A.C., 2012).

Actualmente, el pais que tiene la mayor superficie plantada a nivel
mundial con este cultivo es China, en el 2009 ocupdé un 41% de superficie
plantada seguida de la Federacion Rusa con 7.1%, le sigue la India 5.7%, Irdn
3.6% y Polonia con 3.5% (Bravo, 2011).

La produccion mundial la sigue ocupando China, quién en el 2010 obtuvo
una produccion de 43%, el segundo lugar lo ocupa Estados Unidos con una
produccion de 7% lo que representa 27 toneladas por hectarea para el mismo
ano, le siguen paises como: Polonia, Francia, Italia y Turquia. Cabe mencionar
que Francia e Italia mantienen una produccion estable, ya que son
considerados como paises con el mas alto rendimiento en campo. En el afio

2010 China incrementé su produccién de manera relevante al pasar de 4.3



millones a 27 millones de toneladas (Comité Nacional Sistema Producto
Manzana A.C., 2012).

Los principales paises exportadores de este fruto en el afio 2005 y que
ademas representan dos tercios de las exportaciones mundiales son: China,
Chile, Francia, Italia, Estados Unidos y Polonia (FAO, 2011).

Sin embargo, pese a la produccion, solo el 10.8% de produccion mundial
de manzanas llega al mercado, ya que los mayores productores como China,
India e Irdn abastecen la demanda interna de sus paises (Bravo, 2011).

La produccion a nivel nacional esta conformada principalmente por los
estados del Norte; Chihuahua, Coahuila y Durango, aportando una produccion
nacional de 82%. Sin embargo el primer lugar tanto en rendimiento como en
produccion, lo ocupa Chihuahua, ya que aporta mas de dos tercios de la
produccion nacional. En segundo lugar se encuentran Coahuila seguido de
Durango (Comité Nacional Sistema Producto Manzana A.C., 2012).

En Coahuila, la produccion en el 2010 fue de 1.8 millones de cajas, que
fueron recolectadas en mas de 7 mil hectareas establecidas (Agencias, 2010).
En este estado la produccion esta referida basicamente al municipio de
Arteaga con una superficie de 7,015 hectareas y una produccion de 36,984
toneladas en el 2011, seguida por el municipio de General Cepeda con 3
hectareas, cabe mencionar también la participacion de ejidos tales como: El
tunal, La Carbonera, Huachichil, Mesa de las Tablas y San Antonio de las

Alazanas (Noriega, 2012).

Es un fruto que se utiliza para consumo en fresco (71%), alrededor del
20% se destina para la elaboracion de productos derivados, de los cuales el
65% se utiliza para elaborar concentrado de jugo de manzana y la cantidad
restante para jugo, sidra de manzana, vino, purés de manzana, mermeladas,

entre otros (Rachana y Gupta, 2010).



Para extraer el jugo y pulpa de las frutas se realiza de diversas formas y
el método varia de acuerdo al tipo de fruta, algunas se necesitan precocer con
el fin de ablandarlas y facilitar la molienda, otras como los citricos, son cortadas
a la mitad y exprimidas mecanicamente o bien se realiza un proceso de
extraccion que consiste en introducir en el interior del fruto un tubo con orificios,
que al aplicar una fuerza externa a la fruta exprimiéndola, se provoca que el
jugo fluya por dichos orificios, sin remover la cuticula (Barreiro y Sandoval,
2006).

El jugo de fruta es extraido de la partes comestibles, generalmente son
turbios por la presencia de residuos solidos de los tejidos, suspensiones
coloidales de los componentes celulares, de tal forma que el jugo contiene de 5
a 20% de materia solida en relacion al peso del fruto. Por lo que se aplican
enzimas como la llamada pectinesterasa (PE), poligalacturonasa (PLG) y
pectinliasa (PL) que son capaces de hidrolizar las sustancias pécticas,
reduciendo asi la viscosidad (clarificacion), eliminando la turbidez, aumentando
al mismo tiempo el rendimiento del jugo, y mejorando el color, para desarrollar

mejores productos procesados de frutas (Lépez y Modrego, 1994).

Sin embargo la clarificacion por via enzimatica estd asociado con la
pérdida de calidad de algunos jugos ricos en PE, como los citricos y tomate de
mesa (Solanum lycopersicum), ya que esta enzima esta relacionada con la
separacion de fases, pérdida de turbidez, modificacion de la textura, reduccion
en la viscosidad, pérdida de color y poca retencién del sabor (Maca et al.,
2013).

Una enzima es un catalizador biolégico que realiza una serie de
reacciones bioquimicas a velocidades muy altas con un alto grado de
especificidad, lo que hace que su estudio sea de gran importancia, ya que
muchas veces son las responsables de los cambios quimicos que se dan en los
alimentos como por ejemplo la oxidacién, oscurecimiento enzimatico o bien

pueden ser benéficas para la maduracion de las frutas, la conservacion de los



alimentos, conservacion de nutrientes y mejorar las propiedades sensoriales del
mismo (textura, color, sabor, etc.). Como ya se sabe, la velocidad de la
reacciones aumenta con el incremento de la temperatura (aumenta la energia
cinética de moléculas), pero solo si la enzima se encuentra en su temperatura
Optima, ya que si el incremento es muy elevado, trae como consecuencia la
desnaturalizacion de la enzima y por lo tanto, pierde su actividad enzimatica.
Cada enzima tiene su temperatura Optima para realizar al maximo su actividad,
para la mayoria la temperatura Optima se sitia alrededor de 30 y 45 °C,
mientras que a 60 °C son inactivadas, a esta temperatura, en el sistema se
introduce energia que sobrepasa la energia que mantiene activa la estructura
de la enzima (Badui, 2006).

De acuerdo a investigaciones realizadas, la inactivacion de la PE se
puede llevar a cabo mediante la pasteurizacion, el cual es un procedimiento
relativamente suave, ademas, este proceso contribuye al aumento de la vida util
del alimento, siempre y cuando se mantenga en refrigeracion posteriormente o
se combine con otros métodos de conservacion. Actualmente, los consumidores
buscan alimentos con larga vida util, de alta calidad, con las minimas pérdidas
de nutrientes y cualidades sensoriales, para satisfacer dichas demandas, los
fabricantes de alimentos estan utilizando la pasteurizacion a altas temperaturas
y tiempos cortos (HTST), pasteurizacién a ultra alta temperatura (UHT) vy el
envasado aséptico para mejorar sus procesos de conservacion (Maca et al.,
2013).

En el presente trabajo se busca encontrar las condiciones adecuadas en
cuanto a temperatura y tiempo para la inactivacion completa de la
pectinesterasa en el jugo de manzana, asi como evaluar los cambios en la
calidad de las propiedades sensoriales del jugo después del tratamiento térmico

a traves de la evaluacion sensorial de un panel de jueces semientrenados.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general

Optimizar el proceso de pasteurizacion en base a la dependencia en la

temperatura de la inactivacion enzimatica y el tiempo.

1.2.2 Objetivos especificos

% Obtener y caracterizar el jugo de manzana.

« Evaluar la actividad enziméatica de la PE a 30 °C.

X/

% Inactivar la enzima pectinesterasa aplicando la pasteurizacion a

diferentes tiempos y temperaturas.

« Evaluar los cambios de las propiedades sensoriales de los jugos de

manzana después de los tratamientos térmicos aplicados.



1.3 JUSTIFICACION

Son muchas las investigaciones que se han hecho acerca del estudio de
la actividad enzimética de la pectinesterasa, asi como el estudio de su
inactivacion a diferentes temperaturas para distintos frutos tales como, la

maracuya, tamarindo, carambola, fresa y guayaba, entre otros.

Sin embargo, no hay estudios que reporten las condiciones de operacion
para evaluar la actividad de la pectinesterasa y las condiciones adecuadas para
el tratamiento térmico que tiene como fin la inactivacion de pectinesterasa en
manzanas de la variedad Granny Smith. Cabe mencionar que en la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Saltillo, Coahuila, ain no se han

realizado investigaciones de este tipo.

Por todo lo expuesto anteriormente, existe la necesidad de investigar
cuales son los mejores parametros en cuanto a tiempo y temperatura para
lograr la inactivacion completa de la pectinesterasa en jugo de manzana, ya que
Saltillo, Coahuila ocupa el segundo lugar en produccion de manzana a nivel
nacional, razon por la que se obtienen grandes volimenes de produccion los

cuales podrian procesarse para elaborar jugos, purés, néctares, etc.

Sin embargo, los productores desconocen las condiciones éptimas para
llevar a cabo un proceso de inactivacion de esta enzima para obtener productos
de calidad, ya que como bien se sabe si la enzima después de realizar la
clarificacion sigue trabajando y afecta las caracteristicas sensoriales de los
productos. Ademas, al someter al jugo de manzana a procesos de
pasteurizacion, éste se ve afectado en caracteristicas sensoriales que pueden

no ser agradables al consumidor.



CAPITULO I
REVISION DE LITERATURA

2.1 Manzana Granny Smith

El origen de esta variedad se debe a la familia Smith, quiénes fueron los
que la produjeron por primera vez. Segun las investigaciones, Maria Ann Smith
nacio en Inglaterra en el afio 1800, posteriormente emigré junto a su esposo a
Australia en 1838 y se establecieron en Sydney. En el mercado de Sydney le
dieron unas semillas de manzanas francesas llamadas cangrejo, estas eran de
naturaleza silvestre, la Sra. Smith las sembr6 para su propio uso, mas tarde el
Sr. Smith realiz6 injertos con esta manzana y fue asi como surgié la nueva
variedad (Warner, 2011).

Las grandes plantaciones de esta manzana empezaron a partir de 1920,
y fue hasta en la década de 1980 que llego a ocupar el 40% de la produccién en
Australia y Nueva Zelanda. Dos de los pioneros de esta nueva variedad fueron
Grady Auvil y Dan Gebbers quiénes la produjeron en el estado de Washington
en la década de 1970, de ahi que Washington produzca la mayor parte de

manzana Granny Smith en los Estados Unidos (Warner, 2011).

Esta variedad es conocida mundialmente, al principio en su desarrollo
vegetativo presenta ramas largas y flexibles con tendencia a perder hojas en la
zona basal y fructificaciones en las puntas, con lo que provocan el arqueado de
las ramas y el revestimiento de la parte basal. Su periodo de produccion es

rapida y su nivel de produccion es alta (Grupo Fomesa, 2015b).

El fruto es de color verde, con lenticelas blancas que aparecen
dependiendo del clima y de la insolacion de los frutos, como se observa en la
figura 1. Estos puntos blanquecinos es lo que hace que se pueda diferenciar de
las demés variedades, los frutos mas expuestos a la luz pueden adquirir una
tonalidad rosada. Su forma es redondeada, muy regular y homogénea, tiene un

pedunculo corto y delgado.



Su textura es consistente, firme y crujiente y la pulpa es de color blanco-
verde, jugosa y de gusto marcadamente acido, en el momento de la recoleccién
(Grupo Fomesa, 2015b).

Figura 1. Manzana de la variedad Granny Smith (Eroski Consumer, 2012)

2.1.1 Generalidades del fruto

El manzano puede alcanzar una estatura maxima de 10 metros, su
tronco es derecho, la cubierta que se encuentra entre los ramos es lisa y de un
color verde cenizo, mientras que en los tallos viejos, la cubierta es escamosa y
de un color gris pardo, el arbol tiene vida promedio de 60 y 80 afios (Comité

Nacional Sistema Producto Manzana A.C., 2012).

No necesita de luz y calor para llevar a cabo su maduracion, razén por la
cual se considera que es mas resistente que el peral al frio. Sufre mas con los
excesos de calor que con los de frio, por eso prefiere climas humedos que a
secos. Incluso puede soportar temperaturas inferiores a -10 °C, aunque a
temperatura de -15 °C puede perder algunas yemas florales. Otra diferencia en
comparacion con el peral, es que es menos exigente con respecto al tipo de
suelo, debido a que se adapta a la mayoria, aunque prefiere el siliceo-arcillosos

(Comité Nacional Sistema Producto Manzana A.C., 2012).



Las distintas variedades del manzano se diferencian por los colores que

tienen, encontrandose cuatro grupos: verdes, rojas, amarillas y bicolores.

Son muchas las variedades de manzanas las que existen, pero dentro de
las méas relevantes se encuentran: Golden Delicious, Rome Beauty, Top Red,
Red Delicious, Starking, Royal Gala, Granny Smith, Golden Supreme, Reineta

Gris y Mcintosh (Comité Nacional Sistema Producto Manzana A.C., 2012).

Las manzanas y tomates son considerados frutos climatéricos, ya que
pueden separarse de la planta antes de estar maduros, ya que una vez
cortados pueden finalizar su maduracion, incluso en ocasiones, la maduracion
se adelanta como consecuencia de la separacién. Sin embargo la manzana
Granny Smith se comporta de diferente manera, ya que la produccion de etileno
en ésta se inicia hasta que han pasado varios dias de la recoleccion, por lo que
presenta niveles bajos de etileno en comparacion con otras variedades (Soria,
1998).

En manzanas la produccion de etileno durante el desarrollo del fruto es
baja (0.04 ppm), sin embargo, en el inicio del climaterio suele aumentar de 0.5 a
1.0 ppm, para pasar a 100 ppm como valor maximo en poscosecha. Manzanas
como Gala y Delicious muestran un elevado nivel de produccion de etileno
durante la cosecha y por lo contrario, las variedades Fuji y Granny Smith
presentan niveles muchos mas bajos y no aumenta el nivel de una manera
significativa durante la cosecha, por lo cual su conservacion es mas facil en
relacion a otras manzanas, siendo este factor determinante de su éxito en los

mercados de exportacion (Pomaceas, 2007).

2.1.2 Beneficios para la salud

La manzana es un fruto de alto valor nutritivo, hidrata y refresca, ya que
contiene el 85% de agua, el azucar que se encuentra en mayor proporcion es la

fructosa seguida por glucosa y sacarosa, contiene vitamina E y C. Es rica en



fibra por lo que ayuda al transito intestinal, contiene potasio uno de los
minerales que contribuyen al buen funcionamiento el cuerpo, por su
participacion en la generacion y transmisién del impulso nervioso y actividad
muscular, mantiene el equilibrio del agua dentro y fuera de la célula. Entre
muchos de sus beneficios estan sus propiedades dietéticas que se debe a los
flavonoides que contiene y a la quercetina (Comité Nacional Sistema Producto
Manzana A.C., 2012).

Granny Smith es baja en calorias y alta en fibra dietética y potasio
(Cuadro 1), proporcionando un minimo de 80 calorias para una mitad de
manzana, su fibra soluble se encuentra en la parte blanda interna de la
manzana. Este fruto ayuda a estabilizar los niveles de azucar en la sangre, lo
cual es importante en las personas que padecen diabetes, ya que su fibra
soluble retrasa la absorcion de azucar en el intestino delgado (Paredes, 2012).

Cuadro 1. Composicion quimica de la manzana variedad Granny Smith con piel (Base
de datos de nutrientes de USDA, 2012).

COMPONENTE g/100 g* COMPONENTE mg/100 g*
Agua 85.46 Tiamina (vitamina B1) 0.019
Riboflavina (vitamina B2) 0.025
Energia 58 Kcal  Niacina (vitamina B3) 0.126
Acido Pantoténico (vitamina B5) 0.056
Proteina 0.44 Vitamina B6 0.037
Folato (vitamina B9) 3 g
Grasas 0.19 Vitamina E 0.18
Calcio 5
Carbohidratos 13.61 Hierro 0.15
Magnesio 5
Azlcares totales 9.59 Fasforo 12
Potasio 120
Fibra dietética 2.8 Sodio 1
Zinc 0.04

*Contenido / 100 g de parte comestible (corteza y pulpa)

Esta variedad es uno de varios cultivares de manzano que tiene alto

contenido de antioxidantes y cuenta con una alta concentracién de fenoles al
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igual que la variedad Galaxy entre las distintas variedades de manzanas
(Palomo et al., 2010).

En general, el consumo de manzanas puede prevenir la aparicion de
diversas enfermedades. Uno de los flavonoides presentes en manzanas es la
quercetina, el cual se encuentra presente en la piel de la fruta, cuando se

combina con la vitamina C aumenta las defensas del organismo.

De acuerdo a estudios realizados en la clinica de Mayo, la quercetina
previene el cancer de proOstata, otro investigacion realizada por la universidad
de Cornell para estudiar la relacion entre el consumo de manzanas y el cancer
de seno, encontré que, los tumores cancerosos de senos en ratas disminuyeron
en 44% cuando fueron alimentadas de 1 a 6 manzanas diarias para el consumo

humano en un periodo de 24 semanas (Troxler, 2015).

Otro de los beneficios del quercetina, es que protege al cerebro de
enfermedades degenerativas, como lo es el Alzheimer y el Parkinson. Dos
estudios mas realizados en Inglaterra, demuestran que el consumo de dicho
flavonoide disminuye en un 46% la probabilidad de sufrir cancer de pulmén, es
por eso que comer cinco manzanas semanales ayuda a mejorar el
funcionamiento de los pulmones y disminuye las enfermedades respiratorias
(Troxler, 2015).

2.2 Cambios durante la maduracién de frutos

Cuando las frutas inician su proceso de maduracion, sus componentes
sufren una serie de transformaciones, tanto fisicas como quimicas, los
fendbmenos mas destacados que ocurren son el ablandamiento, el
endulzamiento y los cambios en el aroma, en la astringencia y el cambio de
coloracion. Esto se debe a que a pesar de que cuando se cosechan y son
retiradas de las planta madre y de su fuente de nutrientes, éstas siguen estando

vivas y respirando, por lo tanto, siguen realizando sus actividades metabdlicas,
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obteniendo energia a partir de la oxidacion de azucares, &cidos organicos y
otros sustratos produciendo CO, y agua (Ansorena et al., 1999). Todas estas
transformaciones que se dan influyen durante el almacenamiento, transporte y

comercializacion, afectando también su valor nutrimental (Bohn, 2008).

Una de los indices de madurez de facil y rapida medicion es la firmeza de
la pulpa, y ésta va cambiando conforme la maduracion de la fruta (Hernandez et
al., 2010).

Dependiendo de como se lleve a cabo la maduraciéon de los frutos, se

clasifican en climatéricos y no climatéricos.

Cuando los climatéricos se retiran de la planta, se activa la produccion de
etileno para iniciar la maduracion, la cual es una hormona vegetal que se
encuentran en forma natural en las plantas, participa en el crecimiento,
desarrollo, maduracién y envejecimiento de las plantas. Y por el contrario las
frutas no climatéricas para que puedan completar su maduracion, necesitan
permanecer unidas a la planta, si lo hacen antes de tiempo no alcanzan a
madurar (Bohn, 2008).

La intensidad de respiracion de un fruto, depende del grado de desarrollo
en el que se encuentre y se define como la cantidad de CO;, en miligramos que
desprende 1 Kg fruta en una hora. Al inicio del crecimiento del fruto se presenta
un incremento en la respiracion que disminuye a medida que la fruta madura.
(Ansorena et al., 1999).

En la maduracibn de manzanas ocurren cambios importantes en la
composicion bioquimica del fruto, como la produccion de etileno y la
intervencion de fitohormonas, durante este proceso, se disminuye el almidon y
el &cido malico, lo que le da el dulzor caracteristico a los frutos, y se incrementa
la cantidad de azucares como la fructuosa y algunas veces la sacarosa.
También se presentan variaciones en los aminoacidos, compuestos fendlicos y
formacion de compuestos volatiles (Mangas et al.,, 2010). Las sustancias

pécticas, la hemicelulosa y celulosa son despolimerizados, provocando cambios
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en la textura y ablandamiento del fruto. Estos procesos producen cambios en la
pared celular que en conjunto con la accién de las enzimas pécticas provocan la
hidrolisis de la pectina, trayendo como consecuencia el ablandamiento del fruto
(Mangas et al., 2010).

2.2.1 Pardeamiento enzimético

Los pigmentos que se observan en las frutas y hortalizas frescas
minimamente procesadas son producidos por el pardeamiento enzimatico, lo
que provoca el oscurecimiento, asi como los cambios de firmeza y textura en
las mismas. Este deterioro es de suma importancia, ya que afecta la aceptacion

sensorial, calidad comercial y reduce el valor nutritivo de frutas y hortalizas.

Ademas de provocar un cambio de color, la reaccion de la
polifenoloxidasa (PFO), provoca el deterioro en la zona donde se lleva a cabo la
reaccion (Flores et al., 2010). Ademas es un problema que enfrenta la industria
alimentaria al momento de procesar algunas frutas como la manzana, platanos,

aguacate, papas, etc.

El oscurecimiento se efectia de una manera muy rapida en los frutos que
tiene abundantes compuestos fendlicos, ésta ocurre cuando el vegetal sufre
dafios en la pared celular debido a golpes o dafios durante el proceso de
pelado, corte, triturado, en la elaboracién de jugos, en la congelacion y
deshidratacion. En estos procesos los tejidos quedan expuestos lo que provoca
gue las enzimas enddégenas entren en contacto con el oxigeno y lleven a cabo
la reaccion (Cheftel, 1998).

El pardeamiento enziméatico es llevada a cabo por la enzima
polifenoloxidasa (PFO), cuando esta en contacto con el oxigeno, ya que oxida a
los fenoles presentes en los vegetales para formar quinonas, posteriormente las
qguinonas reaccionan para producir las melaninas que son los pigmentos pardos

responsables del oscurecimiento del fruto (Parzanese, 2015).
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2.3 Pared celular

En las células vegetales se encuentra la pared celular, que es la
estructura que le da forma y rigidez a la planta, protege el contenido celular,
ayuda a transportar el agua, minerales, moléculas pequefas y también contiene
moléculas especificas para el crecimiento y proteger de enfermedades a la
planta. Esta formada por polisacaridos como la celulosa, hemicelulosa, lignina,

acidos fendlicos, proteinas, iones y agua.

Como se puede observar en la fig. 2 la pared celular se divide en tres
zonas, la lamina media o también llamada sustancia intercelular, la pared
primaria y la pared secundaria. La lamina media es amorfa, e inicia como una
placa celular cuando se realiza la division celular, estd compuesta por

compuestos pécticos.

La pared primaria por su parte se forma después de la divisién celular
que se encuentra asociada a protoplastos vivos, haciéndola reversible a los
cambios. La pared secundaria se forma cuando la célula ha finalizado su
crecimiento y se sitla entre la pared primaria y la membrana plasmatica y esta
formada por celulosa. Los polimeros que estan unidos entre si mediante
enlaces hidrogeno, forman microfibrillas fuertes que le dan fuerza y rigidez a la
pared celular de las plantas (Valenciaga y Chongo, 2004).
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Figura 2. Estructura esquematica de la pared celular vegetal (Porto, 2015).

2.3.1 Sustancias pécticas

Las sustancias pécticas son las encargadas de proveer soporte y forma a
los tejidos y frutos por encontrarse en la lamina media de la pared celular
primaria. Las cuales sufren cambios en su contenido y estructura cuando se
lleva a cabo el desarrollo fisiologico de los vegetales, procesos de
transformacion, lo que se relaciona con los cambios en la textura de los
alimentos (Stuckrath et al., 1995). Estan formadas por moléculas de acido D
galacturénico unidos mediante enlaces glucosidicos alfa 1-4, con metilos

esterificados en el grupo carboxilo.

Se dividen en dos grupos: acidos pectinicos que estan formados por
cadenas pequefias de acido galacturénico con grupos metilo esterificados y los
que no presentan esterificacion con los grupos metilo en la cadena de acido
poligalacturénico, que son llamados acidos pécticos (Badui, 2006).

Otro tipo de sustancias pécticas que se encuentran en los tejidos
inmaduros de los vegetales y se encargan de brindarle una textura rigida al
fruto son las protopectinas, que son insolubles al agua y altamente esterificadas
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con metanol, sin embargo, la actividad de las enzimas pécticas provoca que las
pectinas se vuelvan solubles o se transformen en acidos pectinicos durante el

proceso de maduracion (Badui, 2006).

Las pectinas son las que tienen mayor importancia que las otras
sustancias pécticas, debido a que se encuentran en mayor cantidad en los
frutos inmaduros, en frutos como manzana, peras y cascaras de algunos
citricos: naranja, lima, toronja, limon, etc. Su distribucion dentro del fruto varia,
las pectinas mas esterificadas estan en la parte mas interna, mientras que las
menos esterificadas se encuentran en la periferia. Sus propiedades funcionales
dependen de factores internos como en peso molecular y el grado de
esterificacion y de factores externos que incluyen el pH, sales disueltas y
azucares (Badui, 2006).

2.3.1.1 Generalidades de la pectina

La pectina esta formada por cadenas de acido galacturénico unidos
mediante enlaces alfa 1-4, con esterificaciones en los grupos metilo, como se
observa en la fig. 3. También son llamadas acidos pectinicos y pueden tener de

200 a 1000 moléculas de acido galacturdnico en su estructura (Badui, 2006).

PME
COOCH, OH COOH OH
0 : 0
0 YLOH OH D = 0 ¥ on g OH ks
o J
OH COOCH, OH COOH

Figura 3. Estructura de la pectina (Lemke and Deliberali, 2011)
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Las pectinas pueden extraerse de manera industrial a partir de las
cascaras de citricos mencionados anteriormente y de manzanas, estas
sustancias se clasifican de acuerdo a su grado de esterificacion en pectinas de
bajo metoxilo y pectinas de alto metoxilo. Las de bajo metoxilo al agregarles
iones de calcio en un medio a pH de 2.8 a 6.5, lo que provoca que los grupos
carboxilo se ionicen para establecer uniones ionicas con otras moléculas de
pectina mediante el Ca*?, mientras que los grupos hidroxilo de los residuos del
acido galacturonico retienen el agua cuando forman puentes de hidrégeno,
creando de este modo, una estructura en forma de red, lo que le da la textura
caracteristica al gel, razon por la cual la pectina de bajo metoxilo se utiliza para
elaborar postres, gelatinas y otros productos con consistencia de gel. Por el
contrario las pectinas de alto metoxilo requieren de pH menores (2.0 a 3.5) para
formar geles junto con la adicion de azlcares. Una forma de hacer mas
resistentes a los frutos a las temperaturas altas al aplicarles tratamientos
térmicos o ante la actividad de enzimas, puede ser mediante la adicién de sales
de calcio para formar pectatos de calcio lo que darda una mayor rigidez a la
pared celular del fruto (Badui, 2006).

2.3.1.2 Propiedades de sustancias pécticas

Las sustancias pécticas son totalmente o parcialmente solubles en el
agua. La solubilidad depende del grado de esterificacion, la distribucién de los
grupos metilo en la cadena del acido galacturénico, de la masa molecular y del
namero de cadenas secundarias. Una forma de transformar un acido
poligalacturénico insoluble a soluble, es mediante la neutralizacion de sus
funciones carboxilicas, lo que explica que la hidrosolubilidad de las sustancias
pécticas crezca con el grado de metilacion. Estas sustancias son insolubles en
la mayoria de disolventes organicos, pero solubles en formamida,

dimetilformamida y dimetilsulfoxido.
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Las sustancias pécticas se comportan como coloides reversibles, y
existen en forma de polvos blanquecinos, por lo que si los precipitados de las
disoluciones acuosas son secados, pueden volverse polvo otra vez sin sufrir
modificaciones en sus propiedades fisicas. Para obtener sus precipitados se
aplican acetona, etanol e isopropanol, detergentes cuaternarios, poliamidas,

entre otros.

Para la gelificacion de las pectinas existe un pH limite de 3 a 4, esta
relacion se establece porque se produce una desprotonacion de los carboxilos,
mientras que las sustancias pécticas con alto grado de metilacién, gelifican a
pH menores (2.5 a 3) con adicidén de azucar, esto se puede explicar porque la
sacarosa tiene como funcion disminuir la hidratacion de estas pectinas, con lo
que se logra la fijacion del agua y la destruccién de la envoltura hidratada de las
pectinas (Navarro y Navarro, 1985).

2.4 Enzimas pécticas

Estas enzimas tienen como sustrato a las moléculas de pectina, pueden
ser extraidas de distintas fuentes, por ejemplo, plantas, bacterias Bacillus y
Clostridium, levaduras de Saccharomyces y Rhodoturulla y hongos como
Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Verticilium (Lozano y Lépez, 2011). Dentro
de ellas Badui (2006) menciona que las mas importantes en alimentos son las
pectinesterasas (PE), que se encargan de hidrolizar a la pectina rompiendo los
enlaces éster metilico de su conformacién, otro grupo es el de
poligalacturonasa (PGL), que rompe el enlace glucosidico a (1—4) del acido
galacturonico y el tercer grupo es el de las pectinoliasas o pectinliasa (PL) que
rompe los enlaces B de acido galacturénico, lo que ocasiona ligaduras dobles
en los carbono 4 y 5 (Badui, 2006).

La PGL al romper los enlaces glucosidicos disminuye la viscosidad, se
pueden encontrar en las plantas, tracto digestivo de algunos parasitos e

insectos que descomponen la pectina de la madera (Lozano y L6opez, 2011).
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Son usadas en la industria de alimentos, por ejemplo en jugos para
disminuir la viscosidad, que se logra con la hidrolisis de la pectina,
contribuyendo asi a facilitar la clarificacion, filtracion y concentracion de jugos
de frutas y vegetales. Razén por la cual se producen de manera industrial,
extrayéndolas de fuentes vegetales o fuentes de microorganismos como
Aspergillus, utilizando fermentacién sélida o liquida para su produccion (Lozano
y Lopez, 2011).

2.5 Pectinesterasa

La PE es una enzima que se encuentra en la pared celular vegetal de
forma natural y es liberada cuando se realiza la extraccion del zumo (Maca et
al., 2013). Participa en el metabolismo de las plantas y esta relacionada con el

proceso de crecimiento y maduracion del fruto (Diaz y Truijillo, 1998).

Ademas las PE vegetales estan involucradas en un numero de procesos
reproductivos y vegetativos tales como microsporogénesis y el crecimiento del
tubo polinico, germinacion de semillas, desarrollo de las raices, crecimiento de
las hojas, elongacion del hipocoétilo y maduracion de la fruta. Recientemente
también se ha encontrado que juegan un papel fundamental en la respuesta de
la planta a un nimero de patdgenos, tales como nematodos, virus, hongos y
bacterias (Reca et al., 2012).

De acuerdo a su origen tienen un peso molecular alrededor de 25 a 54
kDa, su punto isoeléctrico varia, para PE fangica tiene un punto isoeléctrico de
3.1y para PE vegetal en este caso en el tomate, tiene un punto isoeléctrico de
hasta 11.0, su termoestabilidad se encuentre entre un rango de temperaturas
qgue van de 40 a 70 °C, las PE de origen vegetal son las mas termoestables y

menos termoestables para las de origen microbiano.

El pH optimo se encuentra entre 6.0 y 8.0 (Aponte y Guadarrama, 2003).

El conocimiento de su actividad a través de su dependencia a parametros como
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temperatura, pH y fuerza idnica es importante, para proteger, mejorar la textura,
firmeza de frutos y vegetales procesados, para mantener la estabilidad de

productos procesados asi como su calidad (Diaz y Trujillo, 1998).

Para su estudio han sido extraidas a partir de varias plantas y algunos
frutos como son: tomates, naranjas, lechosas, manzana y toronja de pulpa
blanca, éstas difieren en lo que respecta a peso molecular, actividad, etc.,
dependiendo de la fuente de origen, incluso diferentes variedades de un fruto

tienen PE con diferentes propiedades (Aponte y Guadarrama, 2003).

Existen otras investigaciones que también reportan el aislamiento y
caracterizacion de PE extraidas de distintas fuentes, las cuales difieren en
cuanto a propiedades cinéticas entre especies, han sido encontradas en
naranja navel, manzana, kiwi, uva blanca, durazno y mandarina (Diaz y Trujillo,
1998).

Una de las caracteristicas de la PE es que no desesterifica por completo
a la pectina, su accion termina cuando se ha alcanzado un porcentaje de
metoxilo de 0.7 a 1.6% y cuando desmetila al 4cido galacturénico lo hace al
azar (Lozano y LoOpez, 2011), atacando solo a los grupos éster que se
encuentran unidos a grupos carboxilos libres a lo largo de toda la cadena, por lo
que su actividad disminuye con los grupos acidos formados. A pH de 7.5 se
considera que presenta su actividad 6ptima. Los cationes metalicos, mono y
divalentes si se encuentran en bajas concentraciones actian como activadores
de la enzima, por el contrario, si estdn en altas concentraciones inhiben la

actividad (Navarro y Navarro, 1985).

2.5.1 Estructura tridimensional de PE

Hasta el dia de hoy sdlo se ha descrito la estructura tridimensional de la

PE proveniente de la bacteria Erwinia chrysantemi, la de zanahoria y la de
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tomate. Estas tres enzimas tienen una similitud en el plegamiento global de la

estructura (Jolie et al., 2010).

La estructura de la PE de zanahoria esta formada por una estructura 3
hélice que esta conformada por tres laminas (3 paralelas organizadas en forma
de prisma. La lamina PB1 esta en color café, la PB2 en verde y la PB3 en
amarillo, como se puede observar en la fig. 4A. Las fibrillas enumeradas de BA1
a Bk1 corresponden a la lamina PB1, las enumeradas de B2 a J2 forman
parte de la lamina PB2 y para la lamina PB3 por BB3 a BI3. Las espirales que
estan de color rojo forman parte de la hendidura de union de la pectina, las que
no participan en las laminas  se marcan con el color blanco. En la fig. 4B se
observa la estructura de la PE con una rotacion de 90° en el eje de las x, al
igual que en la figura anterior, las ldminas PB1, PB2 y PB3 se encuentran entre
las fibrillas T1, T2 y T3 (Johansson et al., 2002).
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Figura 4. Estructura tridimensional de PE de zanahoria (Johanson et al., 2002).
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2.5.2 Mecanismo de accién

La PE desmetila a los grupos carboxilos libres que se encuentran en la
cadena del acido galacturonico unidos mediante enlaces alfa 1-4, las flechas
blancas que se observan en la fig. 5 representa la accién de la PE sobre la
pectina, la desmetilacion provoca la liberacién de metanol en el jugo (Camperi
et al., 1996), y la conversion de pectina a pectato que provoca la disminucion
del pH del jugo por la liberacion de iones H3O", por cada umol hidrolizado del
grupo éster se libera un pmol de HzO", lo que propicia que la reaccién pueda
ser evaluada mediante un sistema potenciométrico calibrado (Lemke et al.,
2011).
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Figura 5. Accion de la PE sobre el acido poligalacturénico (Camperi et al, 1996).

2.5.3 Sitio de unién enzima-sustrato

En la fig. 6 se observa a la PE que se representa con el color azul, la
hendidura que se puede ver en su superficie es poco profunda, sin embargo
cuenta con todas las propiedades que se requieren para el sitio de unién de la

pectina. La parte coloreada de naranja representa a los residuos aromaticos

22



caracteristicos para la union de carbohidratos, entre los residuos aromaticos
presentes estan: Fenilalanina 84 (Phe), Tirosina 139 (Tyr), Phe 160, Tyr 222,
Triptofano 227 (Tpr), Phe 250 y Tpr 252. Este modelo es una pectina con una
configuracion aproximada de 21 hélices (con grupos carboximetilos apuntando
en diferentes direcciones en residuos de carbohidratos sucesivos) que se

encuentran acomodadas en la hendidura (Johanson et al., 2002).

Figura 6. Sitio de union enzima-sustrato (Johanson et al., 2002).

2.5.3.1 Sitio activo de la PE

De acuerdo con Badui (2006), las enzimas que actian como
catalizadoras en una reaccion, son proteinas globulares con una superficie
irregular ya que presentan protuberancias y cavidades. Los aminoacidos
polares dependiendo de como sea el plegamiento de la proteina, estan
presentes en la estructura globular de la superficie de la proteina y otros
quedan ocultos dentro de ella, es por eso que la interaccién con el sustrato se
lleva a cabo en la superficie, y a esta zona se le llama sitio activo (Fig. 7).
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Figura 7. Representacion del sitio activo (Johanson et al., 2002)

En la fig. 7 se observa el sitio activo de la PE de zanahoria, la cual tiene
como sustrato una unidad de &cido galacturénico metilesterificado. En él se
observa que la Arginina 225 (Arg) esta unida al acido aspéartico 157 (Asp)
mediante enlaces de hidrogeno, que se mantiene posicionada para el ataque
nucleofilico sobre el carboximetil, mientras que el Asp 136 durante la catalisis
actia como acido/base, los residuos de Glutamina 113 y 135 (GIn) tienen la
posibilidad de forman un agujero de aniones para la estabilizacion del

intermedio tetraédrico cargado negativamente (Johansson et al., 2002).

2.5.4 Isoenzimas de PE

Existen diversos estudios que demuestran la presencia de diferentes
isoenzimas o isoformas de la PE en frutos y en otros tejidos vegetales. De
acuerdo con De Sio et al. (1994), se han encontrado multiples formas de PE en

varios frutos como kiwis, manzanas, mandarina y naranja.

Al igual que las PE de distintas fuentes, las isoenzimas presentan
diferentes pesos moleculares, pH, punto isoeléctrico, etc. Un ejemplo de ello
son el rango de peso molecular las de origen vegetal (frutas) que oscila entre 10
a 57 kDa (Alonso, 2011).
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En el tomate han sido identificadas ocho isoenzimas de PE, dos de ellas
denominadas PME-1, se expresan especificamente en las frutas, y la segunda
llamada PMEUL expresion ubicua (Q43143) se encuentra en la fruta verde. Las
isoenzimas pertenecen a miembros de la familia de proteinas multigénica, y
afectan la actividad de las PE de plantas. Otra isoenzima encontrada
posteriormente en el tomate es la codificada como SolyPMEI y esta relacionada
como un inhibidor en el kiwi, donde su objetivo es la inhibicidn de la actividad de
la PE en fruta madura. Tanto la PE como la isoenzima SolyPMEI se expresan
durante la maduracién del fruto, la SolyPMEI ademés de inhibir la actividad de
la PE, también se encarga de distribuir la pectina esterificada dentro del fruto
(Reca et al., 2012).

La forma en la que las isoenzimas inhiben a la PE vegetales es mediante
la formacion de un complejo estequiométrico con relacion 1:1, la isoenzima se
une al sitio activo propio de la enzima. Para demostrar la eficiencia de las
isoenzimas sobre el control que tiene sobre la actividad de la PE, se hizo in vivo
una exposicion de los inhibidores AtPMEI y AtPMEI-2 (proteinas de la pared
celular) en Arabidopsis. Los inhibidores actuaron con isoenzimas de PE
endodgenas y en tejidos transgénicos, los cuales mostraron una reduccion
significativa de la actividad PE y al mismo tiempo se presenté un mayor nivel de
desesterificacion de la pectina. Las plantas que fueron expuestas a AtPMEI
también mostraron una reduccion significativa en los sintomas causados por

Botrytis cinerea.

Las especies de gramineas que son dicotiledéneas contienen un bajo
nivel de pectina en su pared celular, sin embargo, la presencia de un gran
namero de genes que codifican para PE y PMEI en las especies Oryza sativa
(35 PE y 25 isoenzimas) y Brachypodium distachyon (29 PE y 38 isoenzimas)
sugiere que la metil esterificacion de la pectina podria desempefiar un papel
fundamental en el desarrollo de la planta y como defensa en especies de
gramineas. Esto es respaldado por las investigaciones recientes que

demuestran que la isoenzima encontrada en kiwi y en el trigo causd una
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reduccion significativa en la actividad PE enddgena, aumento el nivel de la metil
desesterificacion de la pectina de la pared celular y mostré una resistencia
mejorada a patdgenos fungicos (Rocchi et al., 2011).

2.6 Tratamiento térmico

El tratamiento térmico se define como el proceso de optimizacion para el
calentamiento de un alimento, donde se establecen las condiciones especificas
para ajustar la relacién entre el tiempo y temperatura para obtener productos
seguros para el consumo (Talamas et al., 2010). El tratamiento térmico se lleva
a cabo mediante la transferencia de calor, y existen tres mecanismos para dicha
transferencia los cuales son: conduccién, conveccion y radiacion, los cuales son

observados cuando se aplica un tratamiento térmico a algunos alimentos.

La conduccion se define como la transferencia de energia de una region
de alta temperatura a una de baja temperatura, por ejemplo, cuando se asa
carne en una plancha, la plancha (zona de alta temperatura) transfiere energia
en forma de calor a la carne (zona de baja temperatura). La conveccién por su
parte, es la transferencia de calor entre partes frias y calientes de un fluido
(mezclandose), se puede observar cuando el agua hierve, el fluido de la
superficie baja y el fluido del fondo sube, provocando el movimiento del liquido
para mezclarse. Y por ultimo la radiacion es la transferencia de energia
radiante de una fuente dadora a una fuente receptora, esta energia es
absorbida por un receptor, aumentando de esta manera la temperatura del
mismo, como cuando se calienta un alimento en el microondas (Pérez y Sosa,
2013).

Lo que se pretende con el tratamiento térmico es la conservacion de los
alimentos y de sus nutrientes, aumentando su vida util, lo cual se logra al
destruir los microorganismos que alteran el alimento, la inactivacion de
enzimas, reduciendo lo mas posible la destruccién de nutrientes termolabiles y

la aceleracion de reacciones quimicas. Se tienen dos tipos de tratamiento
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térmico dependiendo de la relaciobn entre la temperatura y el tiempo de

aplicacion: la pasteurizacion y la esterilizacion.

En la pasteurizacion debido a que se aplican temperaturas relativamente
suaves (inferiores a 100 °C) generalmente de 65 a 70 °C, se aplica a alimentos
de baja acidez (pH>4.5) como la leche y el huevo liquido para eliminar
microorganismos patogenos, disminuir la cantidad de microorganismos viables
e inactivar enzimas y a alimentos acidos (pH<4.5), para destruir a todos los
microorganismos que causan alteracion y la inactivacion de enzimas. La
intensidad del tratamiento térmico y el grado de la prolongacién de la vida util

esta determinado en parte al pH del alimento.

En la esterilizacion las temperaturas de aplicacion son superiores a 100
°C, con el fin de destruir totalmente toda la actividad microbiana y enzimatica.

Los productos esterilizados a diferencia de los pasteurizados, tienen un tiempo
de conservacion mayor, alrededor de mas de 6 meses y no requieren de la
combinacion de algun otro método de conservacion, mientras que, los
productos pasteurizados requieren de la aplicacion de otro método de
conservacion como la refrigeracion, cabe mencionar que éstos Ultimos no
presentan cambios significativos en las propiedades sensoriales vy
nutrimentales, debido a las bajas temperaturas de exposicion (Hernandez y
Sastre, 1999).

El tratamiento térmico mas utilizado para estabilizar los productos es la
pasteurizacion, que es un tratamiento suave que permite que el alimento
aumente su vida util a través de la destruccion de microorganismos patdgenos
e inactivacion de enzimas, sin embargo, hay que establecer la relacion entre
tiempo y temperatura que ayude a lo anterior pero que al mismo tiempo se
conserven las propiedades sensoriales y nutrimentales (Villarreal et al., 2013).
En los jugos comerciales el proceso que se utiliza para prolongar la vida uatil es
la pasteurizacion. No obstante, los jugos citricos tienen grandes cantidades de

acido ascorbico, acidos organicos y sales que durante el proceso y
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almacenamiento provocan la degradacion de azlcares, aminoacidos y fenoles
(Acevedo et al., 2002).

2.6.1 Inactivacion enzimatica

La velocidad de las reacciones quimicas aumenta conforme aumenta la
temperatura, al igual sucede con las reacciones enzimaticas. Sin embargo en
las reacciones enzimaticas la velocidad aumenta cuando haya alcanzado una
determinada temperatura, y cuando se llega a la temperatura oOptima, la
velocidad disminuye, por lo que el incremento de la temperatura favorece tanto
el aumento de la velocidad como la inactivacion de la enzima. Si la temperatura
es inferior a la temperatura Optima, la velocidad de reaccion es mas alta,
mientras que si la temperatura es superior a la Optima, ocurre la

desnaturalizacion de la enzima.

La desnaturalizacién de la enzima se presenta debido a la naturaleza
proteica de la enzima y a la estructura terciaria que presenta enlaces no
covalentes débiles, y que al absorber la enzima demasiada energia provoca
gue los enlaces se rompan modificando la estructura e inactivando a la enzima
(Arriaga et al., 1979).

De acuerdo con Primo (1995), existen enzimas que son
termorresistentes a una temperatura de alrededor de 100 °C. Esta capacidad se
debe a que el habitat térmico de algunas especies de enzimas se relaciona con
su temperatura Optima de la misma. Asi se tienen enzimas termorresistentes de
bacterias termofilas que provienen de habitat con temperaturas altas, contando
con la ventaja de sus aplicaciones industriales por su resistencia a procesos de

altas temperaturas.

Por otro lado, el pH también influye en la actividad enzimatica, al igual
que la temperatura existe un pH optimo, lo que esta relacionado con los

cambios de carga eléctrica en funcion del pH. Para la accion catalitica el pH
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debe ser el 6ptimo para tener las cargas equilibradas y necesarias para la
afinidad con el sustrato, ya que si el pH es alto o bajo, puede darse que
aumentan las cargas positivas o negativas lo que conduce a la destruccion de la
estructura y se pierde la actividad por la desnaturalizacion. De ahi la
importancia de que el medio para los ensayos de actividad debe estar a un pH
optimo (Primo, 1995).

2.6.2 Tiempo y temperatura de inactivacion

Cuando se estudia la actividad de una enzima en relacion al tiempo de
calentamiento, se obtiene una serie de graficas de cada una de ellas se puede
calcular el valor D. el cual se define como el tiempo necesario para reducir un

90% la actividad de una enzima a una temperatura determinada.

Debido a que en un tratamiento térmico se utilizan diferentes valores de
temperatura y tiempo, una enzima puede presentar distintos valores para D, su
valor se obtiene de la inversa de la pendiente de graficar el log de la actividad

enzimatica contra la temperatura.

A partir de los valores D se pueden obtener el valor Z, que se define
como aumento de la temperatura necesaria en °C para reducir el valor D en un
90% (UPNA, 2003).

2.6.3 Efecto del tratamiento térmico en las enzimas

La desnaturalizacién de las enzimas se traduce en la pérdida de su
actividad, cualquier método que se utilice para dicho fin, con lleva a la
destruccion de la proteina, debido a que la estructura es la que determina la
actividad enzimatica, cualquier cosa que altere esta estructura puede llevar a la
perdida de actividad. Como se sabe la estructura terciaria de las enzimas

puesto que es proteina, mantiene sus estabilidad a traves de la intervencion de
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multiples enlaces no-covalentes de baja energia, al aplicar altas temperaturas
(tratamientos térmicos) se afecta la estabilidad de estas interacciones no-
covalentes de la estructura tridimensional, ya que eleva la entalpia de la
molécula y se rompen dichos enlaces que mantienen el equilibrio, el calor
aumenta la energia cinética lo que facilita el desplegamiento. Cabe mencionar
que las proteinas con altos contenidos de amino&cidos hidrofébicos como
valina, leucina, isoleucina y fenilalanina generalmente son mas estables (Badui,
2006).

2.6.4 Efecto del tratamiento térmico en las propiedades sensoriales

Como menciona Rodriguez et al., (2010), la calidad de un producto esta
determinado por un conjunto de caracteristicas relacionadas a la aceptabilidad
del mismo. Este conjunto forma parte de la presentacidén, composicién, pureza,
tratamiento tecnolégico y la conservacion del producto y son los mismos los que

hacen que sea o0 no apetecible para el consumidor.

Ultimamente los consumidores prefieren alimentos de larga vida util, que
sean de alta calidad pero que presenten las minimas perdidas de nutrientes y
propiedades sensoriales (Maca et al, 2013), los productos de fruta
minimamente procesados como los jugos de fruta, jugos de fruta mezclada con
leche, purés y batidos, para su mayor conservacion son procesados con
tecnologias térmicas convencionales, lo cual significa que se usan altas
temperaturas en combinacion con tiempos largos de proceso, lo que provoca el
desarrollo de sabores desagradables como el de cocido, alteracion del color y la
pérdida de compuestos termolabiles, lo que se traduce en una menor calidad,
de acuerdo con las investigaciones, los tratamientos térmicos estan
relacionados con la disociacion de compuestos fendlicos, acido galico, acido

ferulico y acido cumarico (Benlloch et al., 2013).

Una de las vitaminas mas abundantes en vegetales y frutas es el acido

ascorbico, no obstante es un nutriente muy termoldbil por lo que
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frecuentemente se usa como un indicador de la calidad de los alimentos
procesados térmicamente (Bayindirli, 2010). Por lo anterior es preciso optimizar
las técnicas de procesamiento convencional (térmica) para evitar los cambios
indeseables en la calidad sensorial y nutrimental, como cambios en la textura,
sabor, color, vitaminas y asi asegurar una buena calidad de los alimentos y la

seguridad alimentaria (Fayyaz et al., 1994).

2.7 Evaluacién sensorial

El analisis sensorial es una disciplina cientifica que se encarga de medir,
analizar e interpretar los juicios que se hacen en base a reacciones ante las
caracteristicas de los alimentos que se perciben a través de los sentidos: vista,
olfato, gusto, tacto y oido. Por lo que se considera una ciencia que abarca una
relacion con la psicologia, quimica, fisiologia y la estadistica. Dichas
reacciones son producto de las sefales que todos los érganos de los sentidos
transmiten al cerebro, por medio de sensores localizados en la piel, nariz,

lengua, musculos, ojos y oidos (Restrepo et al., 2008).

Es una disciplina que nos permite calificar la calidad de un producto en
base a la percepciébn de sus atributos, ya que mide y cuantifica las
caracteristicas de los alimentos, asi la calidad puede estar considerada por los
atributos de apariencia, olor, gusto y textura, los cuales fueron estudiados por

primera vez en Francia en 1979 (Montenegro, 2008).

No obstante al realizar estas evaluaciones se puede enfrentar ante las
inferencias debido a factores ambientales, practicos y humanos, para evitarlo
hay que tomar en cuenta la cantidad de muestra, la hora, orden de
presentacion, temperatura, informacién que se le da al juez, etc., (Restrepo et
al., 2008).
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2.7.1 Importancia de la evaluacion sensorial

La necesidad de adaptarse a los gustos del consumidor obliga a que, de
una forma u otra, se intente conocer cual sera el juicio critico del consumidor en
la valoracién sensorial que realizara del producto alimentario, ya que estos
juicios tienen un comienzo en el lugar de venta de los alimentos, los cuales se
seleccionan por los sentidos de la vista, olfato, gusto y tacto. Para conocer
entonces los gustos, preferencias y requisitos para la aceptabilidad de un
producto se hace uso del anadlisis sensorial. La mediciéon de las propiedades
sensoriales se emplea para el desarrollo de nuevos productos, reformulacion de
productos ya existentes, cambios ocasionados durante el procesamiento,
almacenamiento, uso de nuevos ingredientes y mantenimiento de las normas
de control de calidad (Watts et al., 1995). Cada sentido proporciona una
informacion valiosa y especifica acerca de los productos, informacién
relacionada como puede ser la apariencia, el olor, el aroma, el gusto y las

propiedades quinestésicas o texturales (Anzaldia Morales, 1994).

El analisis sensorial comprende un conjunto de técnicas de medicidn que

son aplicables en institutos de investigacion y en industrias alimentarias.

La aceptabilidad de un producto lo que pretende es medir el grado de
gusto o disgusto de un producto y usualmente se implementa para evaluar un
producto nuevo, donde la aceptabilidad se mide a través de escalas propias del

andlisis sensorial (Cutullé et al., 2012).

De ahi la importancia del analisis sensorial de los alimentos, el cual es
aplicable en muchos sectores, ya que no existe ningun instrumento que pueda
reemplazar o producir el juicio humano acerca de la calidad de los productos y

por ende su aceptacion (Restrepo et al., 2008).

32



2.7.2 Propiedades sensoriales

Las propiedades sensoriales son los atributos de los alimentos que son

detectados a través de los cinco sentidos: olfato, gusto, tacto, vista y oido.

De las propiedades sensoriales de los alimentos podemos describir

algunas como se hace a continuacion:
2.7.2.1 El olor

Se refiere a la percepcidon de sustancias volatiles a través de la nariz, las
sustancias atraviesan la mucosa pituitaria y después con las terminales
nerviosas de los sensores del olor, se distingue por sus tres caracteristicas que
son: intensidad, persistencia y saturacién, es considerado como el segundo

filtro en la aceptacion de un producto (CSIC, 2011).
2.7.2.2 El aroma

Es la percepcion de las sustancias olorosas o aromaticas de un alimento
después de haberse puesto éste en la boca. Dichas sustancias se disuelven en
la mucosa del paladar y la faringe, y llegan a través de la trompa de Eustaquio a
los centros sensores del olfato. El aroma es el principal componente del sabor
de los alimentos, por lo que no se le puede evaluar si no es introducido en la
boca (Anzaldta Morales, 1994).

2.7.2.3 El gusto

El gusto de un alimento puede ser acido (agrio), dulce, salado o amargo
o puede haber una combinacion de dos o0 mas de estos cuatro. Dicha propiedad
es detectada a través de las papilas que se encuentran en la lengua, y para su
correcta determinacibn a veces en productos procesados necesitan de

enmascaramiento de color y apariencia (CSIC, 2011).
2.7.2.4 El sabor

Esta propiedad sensorial de los alimentos es muy compleja, ya que es la

combinacion de gusto y aroma, por lo que si la nariz se encuentra tapada y sin
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aire en la via retronasal, el sabor no puede percibirse y tampoco el gusto o
sabores basicos. Debido a que es una combinacion, puede dividirse en sus

componentes y notas, para evaluarlos de forma individual (CSIC, 2011).
2.7.2.5 El color

Esta propiedad se percibe a través del sentido de la vista y se considera
como el primer filtro para la aceptacion de un alimento, ya que su apreciacion
puede revelar informacion de dicho alimento como es la apariencia (forma,
superficie, rugosidad, tamafio), normalidad o anormalidad (CSIC, 2011). El color

de un objeto esta determinado por tres caracteristicas: tono, intensidad y brillo.

El tono est4 determinado por el valor de la longitud de onda de la luz
reflejada, si se tiene de diferencia unos cuantos nanémetros se supone una
mezcla con otro color, lo que forma un tono diferente. La intensidad por su parte
depende de la concentracién de las sustancias colorantes dentro del alimento u
objeto. Y el brillo depende de la cantidad de luz que se refleja en el alimento.

Muchas veces el color puede condicionar o inferir en la respuesta de los
jueces de los demas atributos sensoriales, por lo tanto, para evitar esta
influencia se utiliza el enmascaramiento del color, lo cual se puede lograr
uniformizando el color de todas las muestras usando colorantes artificiales o

cambiando el color de la luz donde se efectle el analisis.

Esto sucede cuando por ejemplo, se realizan pruebas de sabor o textura
y se presenta un color desagradable, los jueces inconscientemente asocian el
color desagradable que perciben con una textura o sabor desagradable,

alterando asi las respuestas de dichos atributos (Anzaldia Morales, 1994).

2.7.3 Pruebas sensoriales

En el andlisis sensorial existen tres tipos de pruebas; las pruebas

afectivas, las discriminativas y las descriptivas.
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2.7.3.1 Pruebas afectivas

Son aquellas en las cuales el juez expresa su reaccion subjetiva ante el
producto, indicando si le gusta o disgusta, si lo acepta o lo rechaza, si prefiere
uno u otro. Normalmente se emplean al menos 30 jueces y la realizan los
propios consumidores, por lo que son apreciaciones personales. Las pruebas
afectivas pueden clasificarse en tres tipos: pruebas de preferencia, pruebas de

grado de satisfaccion y pruebas de aceptacion (CSIC, 2011).
2.7.3.1.1 Pruebas de preferencia

En esta se le presentan al juez dos muestras para que el de acuerdo a su
juicio determine la preferencia de una a la otra y en la hoja de evaluacion se le
pone al juez un apartado de observaciones para explique el motivo de su
preferencia (CSIC, 2011).

2.7.3.1.2 Pruebas de grado de satisfaccion

Se aplica cuando se desea obtener mas informacion del producto y
cuando se tienen mas de dos muestras, de esta forma se maneja de manera
mas objetiva datos tan subjetivos. Para llevar a cabo estas pruebas se utilizan
las “escalas heddnicas”. La palabra “heddnico” proviene del griego ‘edov, que
significa placer. Por lo tanto, las escalas hedodnicas son instrumentos de
medicion de las sensaciones placenteras o desagradables que produce un
alimento a quiénes lo aprueban. Para tal proposito se utilizan escalas hedonicas

verbales o gréaficas (Anzaldua Morales, 1994).
- Escalas heddnica verbales.

En esta los jueces hacen una descripcion verbal de la sensacion que les
produce una determinada muestra entre las escalas que se les presentan. En el
formato de evaluacion, siempre se debe de tener un nimero impar (non) de
puntos, lo cual indicara el punto central “ni me gusta ni me disgusta”. A este
punto se le asigna generalmente una calificacion de cero, mientras que los

puntos que estan por encima de este valor se les da una calificacion positiva y
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los que estan por debajo, una calificacion negativa, correspondiendo a
calificaciones de disgusto (Anzaldia Morales, 1994). La mas empleada es la

escala heddnica de nueve puntos (CSIC, 2011).
- Escalas hedonicas gréaficas

En este tipo de evaluacion se utiliza la descripcion verbal a través de
caritas o fotografias con puntuaciones equivalentes a la de la escala verbal,

generalmente este tipo va dirigido a personas mayores o nifios (CSIC, 2011).
2.7.3.1.3 Pruebas de aceptacion

Se encarga de medir el deseo que siente la persona por adquirir el
producto, su preferencia de él y su grado con el cual lo acepta. El formato de
evaluacion es muy complejo por contener pegunta de caracter socioeconémico

y la pregunta de la disposicion de adquirir el producto (CSIC, 2011).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Se utilizaron manzanas de la variedad Granny Smith, en estado de
madurez fisioldgica, procedentes del mercado de la Central de Abastos
localizado en Saltillo, Coahuila (101°59 '17" longitud oeste y 25°23 '59" latitud
norte). Se realiz6 una seleccion visual por color uniforme, tamafio mediano y sin

evidencia de enfermedades (sanas).

3.2 Metodologia
3.2.1 Obtencion del jugo de manzana

Las manzanas se desinfectaron con cloro (0.1%) durante 15 minutos,
después fueron lavadas con agua y secadas. Para eliminar la parte central
donde se encuentran las semillas, se utilizé un sacabocados, posteriormente,
se cortaron en pequefios trozos para pasarlos a un extractor y asi obtener el
jugo, el cual se filtr6 con la ayuda de una manta de cielo con el fin de eliminar
residuos solidos. Para realizar los andlisis fisicoquimicos, el jugo se colocé en

un recipiente hermético y se almacené a una temperatura de 4 °C.

3.2.2 Caracterizacion fisicoguimica

Para la caracterizaciéon del jugo se analiz6 el pH, color y °Brix realizando

tres réplicas de cada uno de ellos.
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3.2.2.1 Determinacion de pH

El pH se determiné con la ayuda de un potencidmetro de la marca Hanna
combo HI 98129, donde el electrodo se sumergié en la muestra y se anoto la

lectura.
3.2.2.2 Determinacion de °Brix

Para determinar los sélidos solubles (expresados como grados °Brix), se
utilizé un refractometro de la marca ATAGO, se colocd una gota de jugo sobre

el instrumento y se procedio a registrar la lectura.
3.2.2.3 Determinacion del color

Para la mediciéon del color se utilizé6 un colorimetro de la marca Konica

Minolta CR-400. Con coordenadas L, a*y b*. Y se registro la lectura.

Donde:
L= corresponde a la luminosidad de 0 (negro) a 100 (blanca)
a= valores negativos indican verde mientras valores positivos indican rojo

b= valores negativos indican azul y valores positivos indican amarillo

3.2.3 Determinacion de la actividad PE

La actividad de la PE se determiné siguiendo el método del pH estatico
reportado por Coronel (2003) con algunas modificaciones. Se utilizé una
alicuota de 20 mL de una solucion de pectina al 1% de NaCl, ajustando el jugo
previamente a un pH de 7.5, posteriormente se mezclé con 2 mL de extracto
enzimatico y se dejo en agitacion por 30 minutos. Al cabo de ese tiempo se
midio el pH y se titulé6 con una solucion de NaOH 0.001N hasta alcanzar el pH

de 7.5 nuevamente.
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Los resultados se expresaron como unidades de pectinesterasa UPE/mL
(meg/minmL) donde la actividad de Ila enzima se expresa como
microequivalentes de éster hidrolizados durante el tiempo de tratamiento por
gramo de jugo. La actividad de la enzima pectinesterasa se calculé mediante la

siguiente formula:

Y 1000
L

UPE= *10%

Donde:

v = volumen de la solucion de NaOH usado para titular

N = normalidad de la solucién de NaOH usado para titular
t = tiempo de agitacion

a = alicuota

3.2.4 Aplicacién de tratamientos térmicos

Se realizaron de acuerdo a la técnica reportada por Bigelow y Esty
(1920). Se colocaron 10 mL de jugo en tubos de vidrio Pyrex (13.5 x 160 mm) y
se colocaron en un bafo termostado (Novatech). Se les aplicaron tratamientos
térmicos en un rango de temperaturas entre 50 y 90°C por siete periodos de
tiempos distintos (0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min). Una vez terminado el
tratamiento se enfriaron los tubos inmediatamente en agua helada

(aproximadamente 4°C).

Para monitorear la temperatura del jugo durante el tratamiento térmico,

se coloco un termopar tipo T en el centro de uno de los tubos (Coronel, 2003).
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Al completarse el tiempo para cada tratamiento térmico, se procedid a

determinar la actividad pectinesterasa haciendo 3 réplicas para cada uno de los

diferentes tiempos.

3.2.5 Célculo de las pruebas de Tukey (P<0.05) para la actividad

pectinesterasa

Para determinar si los tratamientos térmicos tendrian diferencia

significativa en relacion a la actividad de la pectinesterasa, se realizaron

pruebas de Tukey para cada uno de ellos. En el cuadro 2 se especifica la

simbologia utilizada para nombrar a los tratamientos térmicos y el significado de

cada uno.

Cuadro 2. Significado de los tratamientos térmicos aplicados

TRATAMIENTO TIEMPO Y TEMPERATURA
T1C50 5 minutos a 50 °C
T2C50 10 minutos a 50 °C
T3C50 15 minutos a 50 °C
T4C50 20 minutos a 50 °C
T1C60 5 minutos a 60 °C
T2C60 10 minutos a 60 °C
T3C60 15 minutos a 60 °C
T4C60 20 minutos a 60 °C
T1C70 5 minutos a 70 °C
T2C70 10 minutos a 70 °C
T3C70 15 minutos a 70 °C
T4C70 20 minutos a 70 °C

3.2.6 Determinacion de la inactivacion de PE

Con los datos obtenidos de la actividad de pectinesterasa, se grafico el

logaritmo natural de la actividad enzimatica en funcion del tiempo. A partir de

esta grafica se obtuvo la pendiente, la cual esta relacionada directamente con
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las constantes de velocidad (k) y por medio de la ecuacién D = 2.303/k, se
despejé la formula para obtener los valores de k.

3.2.6.1 Calculo del valor Z

El parametro Z se define como los °C necesarios para incrementar o

disminuir el valor de D a una décima parte.

Para obtener el valor Z se grafico el log D contra la temperatura,
calculando a Z como el inverso negativo de la pendiente de la grafica resultante
(UPNA, 2003).

3.2.6.2 Calculo de la energia de activacion (Ea)

Para el célculo de la energia de activacion (Ea) en el jugo, se emplearon

los valores D convertidos a valores de k.

Las constantes de velocidad de inactivacion (k) se emplearon para

obtener la energia de activacion mediante la siguiente ecuacion:

Ea=m*R
Dénde:

m= pendiente obtenida de graficar el logaritmo natural de k contra del inverso

de la temperatura absoluta (In k vs 1/T).

R= es la constante de los gases (1.987 cal/g-mol K).

3.2.7 Evaluacién sensorial del jugo de manzana

El objetivo de la evaluacion sensorial fue determinar diferencias entre el
nivel de agrado de los atributos de color, sabor, olor, apariencia y aceptacion

global de las distintas muestras sometidas a tratamiento térmico. Se trabajo con
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21 panelistas semientrenados y los cuales evaluaron el nivel de agrado de las
muestras utilizando una escala hedodnica de nueve puntos. La escala se
establecio de un criterio del 1 al 9 donde el 9 indica que la muestra es

extremadamente agradable y el 1 indica extremadamente desagradable.

El jugo se prepard y se aplicaron los tratamientos correspondientes, las
muestras se sirvieron en vasos transparentes de plastico con aproximadamente
10 mL de jugo y se presentaron a los panelistas, codificados con numeros de
tres digitos tal y como se observa en el cuadro 3. Ademés se les anexd un

cuestionario de evaluacion sensorial.

Cuadro 3. Codificacion de las muestras de acuerdo al tratamiento térmico

Codificacion de la muestra Tratamiento térmico
450 Control (jugo fresco)
208 50 °C por 30 minutos
173 60 °C por 20 minutos
614 70 °C por 25 minutos

Para analizar los resultados del analisis sensorial, se evaluaron
estadisticamente mediante un analisis de varianza (ANOVA) para cada atributo
evaluado, a un nivel de confianza de 5%. Las muestras que presentaron

diferencia significativa se analizaron con la prueba de Tukey (P>0.05).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente al azar y el andlisis de los
resultados obtenidos se evaluaron por medio de un analisis de varianza
(ANOVA) con el paquete de Microsoft Office Excel 2007 y el programa R.Y al
encontrar diferencias significativas se realizé un estudio de medias mediante la
prueba de Tukey. Para el analisis estadistico se utiliz6 una P = 0.05 como nivel

significativo y para cada tratamiento se evaluaron tres repeticiones.

4.2 Caracterizacion del jugo de manzana

Los resultados obtenidos del andlisis fisicoquimico del jugo de manzana
Granny Smith se muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4. Valores promedios de los analisis fisicoquimicos

Determinaciones fisicoquimicas Valor promedio

pH 3.58

Contenido en solidos solubles (°Brix) 11.5

Color

L 49.76

A 4.21

B 22.55

UPE/mL 0.030

43



Un factor caracteristico de las manzanas Granny Smith es su alto
contenido de acidez, encontrando un pH de 3.58, que de acuerdo con Pacheco
(2009), las manzanas poseen un pH de alrededor de 2.8 a 3.3, sin embargo
este puede diferir en relacion a las condiciones del cultivo. EI valor
correspondiente a los °Brix fue de 11.5, lo que significa que las manzanas
utilizadas para los ensayos se encontraba en su punto éptimo de madurez, ya
gue las manzanas Granny Smith se recolectan cuando tienen de 11 a 12 °Brix

(Grupo Fomesa, 2015a).

Con respecto al color, el jugo recién preparado tenia un color verde claro
y a los 3 minutos se fue tornando café, ademas cabe mencionar que el jugo fue
almacenado a 4 °C para posteriormente realizar las determinaciones de la
actividad de la pectinesterasa para cada tratamiento térmico, lo que permitié
que el jugo se obscureciera. Fennema (2015) menciona que las frutas al sufrir
la disrupciéon de sus tejidos durante el procesamiento provoca que la PFO se
active ocasionando el oscurecimiento de jugos, nectares, jaleas y productos

derivados.

Para determinar el color nos basamos en el valor del parametro L junto
con los valores de cromaticidad a y b positivos (Mendez et al., 2006), lo que nos

dio como resultado el color café del jugo.

La actividad de la PE encontrada en este estudio a una temperatura de
30 °C fue de 0.030 UPE/mL, la enzima realiz6 a un pH de 7.5, valor reportado
como un pH éptimo para pectinesterasas en vegetales, este valor es menor en
comparacion a los valores citados por Moreno (2003) de 0.045 UPE/mL para
néctar mango-pifia y 4.59 para néctar de guanaba (Flores, 2004). Sin embargo
es un valor superior al reportado por Ramirez (2002) de 0.001117 UPE/mL en
néctar mango. Esta diferencia puede deberse a la variedad de la fruta, como
bien menciona Fayyaz et al., (1994) las enzimas de distintas variedades difieren
en sus propiedades en relacién a pH, temperatura, NaCl para poder expresar su

actividad 6ptima y como sefala Badui (2006), mientras mas pura sea la enzima,
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expresard una mayor actividad por miligramo de proteina o bien por los
diferentes métodos utilizados al momento de medir la actividad.

4.3 Efecto del tratamiento térmico en la actividad de PE

El jugo de manzana con PE fue expuesto a tres temperaturas (50, 60 y
70 °C) con siete tiempos (0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min), con 3 réplicas para
cada prueba. En el Anexo 1, se observan los resultados de la actividad
enzimatica de la PE, en los cuales se indica que hubo diferencia significativa
(P<0.05), lo que significa que los tratamientos térmicos influencian
estadisticamente los resultados de la actividad de la PE en el jugo de manzana.

A continuacién en el cuadro 5, se muestran los resultados de las medias
de Tukey (P<0.05) de la actividad de la pectinesterasa para cada tratamiento
térmico del jugo de manzana de la variedad Granny Smith.

Cuadro 5. Medias Tukey (P<0.05) para cada tratamiento térmico

Tratamiento Medias Tukey Tratamiento Medias Tukey
(P=0.05) (P=0.05)
T2C50 0.5317a T2C70 0.2605abcd
T3C50 0.4060ab T1C70 0.2332abcd
T1C60 0.3742abc T4C60 0.1514bcd
T4C50 0.3166abcd T2C60 0.1166bcd
T1C50 0.3151abcd T3C70 0.103bcd
T6C50 0.2954abcd T3C60 0.1029bcd
T5C50 0.2939abcd T4C70 0.0227cd
T7C50 0.2711abcd T5C70 0.0105d

*Medias con la misma letra no presentan diferencia significativa

De acuerdo a los resultados anteriores, los tratamientos mas

recomendables para estudiar la actividad de la pectinesterasa serian a partir de
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Actividad de la PE

la temperatura de 50 °C por 5 minutos, 50 °C por 10 minutos, 60 °C por 0
minutos y 50 °C por 0 minutos y 15 minutos respectivamente. Ya que después
de estos tratamientos, la actividad de la pectinesterasa comienza a bajar de
manera inmediata. Valores similares se han encontrado en cuanto a
temperaturas para medir la actividad de PE, asi se tiene un valor de 55 °C para
PE de papas y 65 °C para PE de papaya (Carabali et al., (2009).

Para comprender mejor la actividad enzimatica de la PE, se muestra la
fig. 8. Donde se observa en el eje de las “X” los tratamientos térmicos aplicados

(temperatura y tiempo) y en el eje de las “y” la actividad enzimatica de la

pectinesterasa.
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Tratamientos

Tratamientos térmicos

Figura 8. Tratamientos térmicos a diferentes temperaturas y tiempos

En la fig. 8 se observa como la actividad de PE desciende a medida que
se aumenta la temperatura. Encontrando que una temperatura de 50 °C por 5
minutos (T2C50) presenta una mayor actividad a simple vista, sin embargo,

tiene la desviacidbn mas grande con respecto a los demas tratamientos, por lo
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que el tratamiento que presenta menos variacion es el de 50 °C por 15 minutos
(T4C50) tomandolo como referencia de actividad maxima.

Este valor difiere en lo reportado por Carabali et al., (2009) donde la
temperatura éptima para chayote es de 60 °C y 55 °C para papa, lo que puede
deberse al tipo de fruto.

En los tratamientos con temperatura de 50 °C la actividad permanece
constante y a partir de 60 °C comienza a descender. EI comportamiento
descendente de la actividad se debe a que a medida que la temperatura
aumenta, la actividad también aumenta, sin embargo, llega un momento en el
que la elevada temperatura provoca la desnaturalizacion de la enzima
(Seymour et al., 1991).

Cabe mencionar que al realizar los tratamientos térmicos se encontro
gue la enzima PE presente en el jugo de manzana de la variedad Granny Smith
es reversible ya que en el tratamiento de 60°C por 20 minutos parece

inactivarse, sin embargo a los 70 °C vuelve a retomar su actividad.

De acuerdo con Badui (2006) la actividad enzimética disminuye de
manera irreversible, a valores de pH extremos por la desnaturalizacién proteica,
sin embargo, existe un valor de pH donde la inactivacidbn es reversible,
ocasionado por la ionizacién reversible de grupos funcionales en el centro

activo o en zonas que controlan la conformacion enzimatica.

4.4 Determinacion del valor Dy

Los valores D tienden a disminuir a medida que la temperatura se
incrementa, mientras que los valores de la velocidad de inactivacion tienen una
relacion proporcional a medida que la temperatura aumenta lo cual se puede

apreciar en el cuadro 6.
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Cuadro 6. Valores D y constantes de inactivacion (k) en jugo de manzana.

Temperatura (°C) D (min) K (min™*)
50 166.66 0.006678
60 40.48 0.056884
70 13.35 0.118143

Los valores para la constante de inactivacion difieren mucho de los
resultados reportados por Argaiz y Lépez-Malo (1995) en puré de papaya de
0.063 a 0.318 min~* para un rango de temperaturas de 75 a 85 °C y 0.0648 a
0.2988 min~! para néctar de papaya con las mismas temperaturas. Esta
disparidad se puede deber a la presencia de isoenzimas en el jugo, ya que de
acuerdo a Cameron, et al., (1998) éstas se encuentran en los diferentes tejidos
de las frutas, y presentan distintas propiedades cinéticas, se ha reportado la
existencia de isoenzimas en la piel de naranja. Y pudiere ser también al amplio

rango de temperaturas y tiempo aplicados.

Los valores D son superiores a los encontrados por Ramirez (2002) para
néctar de guanabana con un valor D a 75 °C de 5.14 min, sin embargo, es
inferior al reportado por Assis et al., (2000) en acerola donde se encontré un
valor D a 98 °C de 100 min. Dichas diferencias pueden ser explicadas debido al
pH, a la presencia de solutos, y a la fuente de PE, ya que los PE extraidas de
crudo son mas termorresistentes que las PE purificadas o comerciales (Raviyan
et al., 2005) o bien, como menciona UPNA (2003), el tiempo de
termodestruccién, es decir, el valor D, varia de acuerdo a cada temperatura,

distintos organismos, entornos y condiciones fisiolégicas.

4.5 Determinacion del valor Z en el jugo

El valor Z se obtuvo de graficar el logaritmo de D contra la temperatura,

obteniendo Z como el inverso negativo de la pendiente ilustrada en la fig. 9.
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Figura 9. Logaritmo D contra la Temperatura

En el cuadro 7, se muestra el valor Z (temperatura necesaria para reducir

un ciclo logaritmico el valor D) con un valor de 16.02.

Cuadro 7. Valor Z para la inactivacion de la PE en el jugo de manzana

Temperatura (°C) D (min) Z (°C)
50 344.82
60 40.48 16.02
70 19.49

El valor Z es mayor en comparacion con el valor Z encontrado que
reporta Argaiz y Lépez-malo (1995) para papaya que fue de 14.2. Sin embargo
el valor es inferior al valor Z reportado por Stiickrath et al., (1998) en frambuesa
de la variedad Meeker que fue de 35.1 °C y el reportado por Laratta et al.,

(1995) para el jugo de tomate fue de 13 °C para temperaturas inferiores a 78 °C
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y 29 °C para temperaturas superiores a 78 °C. Esto significa que el valor
calculado esta dentro de los valores reportados. No obstante es un valor alto lo
cual quiere decir que la PE en la manzana Granny Smith junto con la de acerola
y jugo de tomate son muy termorresistentes 0 quiza estas estos valores sean
resultado del grado de maduracion del fruto, la variedad, técnica de
calentamiento y medicion de la temperatura, asi como el método de ensayo y la
preparacion enzimatica (Raviyan et al., 2005).

4.6 Determinacioén de la inactivacién de PE en jugo de manzana

Para calcular la energia de activacion (Ea) necesaria para lograr la
inactivacion de la PE en jugo de manzana Granny Smith se hiz6 a partir de los

valores D y Z del cuadro 7.

La energia de activacion para el jugo de manzana obtenida de la grafica
de Arrhenius (Fig. 10) fue de 31.7681 Kcal/g-mol, la cual es mayor a la Ea
reportada para néctar de mango-pifia de 14.571 Kcal/g-mol (Moreno, 2003), sin
embargo es inferior en comparacién con el valor para néctar de papaya que fue
de 40 Kcal/g-mol (Argaiz, 1994).

Un valor alto para la energia de activacion significa que la velocidad de
reaccion aumenta rapidamente con el aumento de la temperatura (Lemke et al.,
2011).

Muchas pueden ser la causa de tales diferencias, ya sea por la utilizacion
de extracto crudo, presencia de isoenzimas o0 agregados proteicos, lo que
provoca variaciones en la estabilidad térmica (Vivar et al., 2007), por ejemplo
como menciona Nunes et al., (2006) pueden hallarse dos 0 mas isoenzimas en
un mismo fruto que difieren en cuanto propiedades cinéticas, peso molecular y

punto isoeléctrico.
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Figura 10. Dependencia de la temperatura de la constante de inactivacion (k)
de la PE en jugo de manzana.

Las diferencias en los valores de la Ea para distintos frutos pueden ser
por la presencia de isoenzimas de PE en frutas, las isoformas presentan
afinidades con el sustrato, velocidad de reaccion y resistencia a la temperatura
(Sadler, 1992). La cantidad de PE termoestable puede variar por la localizacion
geografica, época de cosecha y el manejo poscosecha y el tipo de fruto (Snir et
al., 1996), la estructura de los tejidos de la fruta y las diferencias experimentales

en cada determinacién de PE (Van Den Broeck et al., 2000).

4.7 Resultados del analisis sensorial

La evaluacion sensorial fue realizada por 21 jueces semientrenados, se
aplicé una prueba heddnica para conocer si hay o no diferencia en el grado de
satisfaccion que presenta el jugo de manzana tratado térmicamente en
comparacion con el jugo fresco. La escala hedonica utilizada fue de 9 puntos

(donde 1= extremadamente desagradable y 9= extremadamente agradable).

Los resultados del andlisis sensorial de la prueba heddnica se muestran

en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Resultados de las medias de Tukey (P<0.05) para cada atributo

Muestras Apariencia | Color Olor Sabor | Aceptacion
global

Control 7.66 a 7.71a 6.80a | 6.57a 7.33a

T1C70 5.66 b 595b | 6.04a | 6.23a 5.80b

T2C50 4.85 bc 5.04b | 6.00a | 6.14a 5.00 b

T3C60 4.14c 3.90c | 585a | 552a 461b

*Medias con la misma letra no presentan diferencia significativa

Como se puede observar hay diferencia significativa (P<0.05) con
respecto a la apariencia, el color y la aceptacion global, entre la muestra control
y las 3 muestras tratadas térmicamente. Sin embargo, la muestra T1C70 y
T2C50 no presentan diferencia significativa (P<0.05) entre ellas, pero son
diferentes a la T3C60 en cuanto a apariencia y color, en aceptacion global las
muestras T1C70, T2C50 y T3C60 no presentan diferencia significativa (P<0.05).
Cabe mencionar también que aunque el jugo de manzana sea sometido a los 3
tratamientos térmicos (T1C70, T2C50 y T3C60) los jueces detectaron que las
muestras son iguales en cuanto a los atributos de olor y color comparadas con

el jugo recién hecho (muestra control).

Lo resultados anteriores del andlisis sensorial puede deberse a que
durante los procesos de pasteurizacion se afecta la calidad final del producto,
provocando cambios en el color, la pérdida de sabores y aromas caracteristicos
(Silva y Silva, 1999).

En el anexo 2 se muestra el ANOVA para cada uno de los atributos
evaluados en el jugo de manzana como son: apariencia, color, olor, sabor y

aceptacion global.

Los jueces encontraron diferencia significativa (P<0.05) en cada una de

las muestras con respecto a la apariencia y el color. EI cambio de color es una
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herramienta que permite evaluar la calidad de los alimentos tratados
térmicamente (Ahmed y Shivare, 2001).

De acuerdo a los resultados obtenidos del ANOVA (anexo 2), los jueces
no encontraron diferencia significativa (P<0.05) en cuanto a olor y sabor, lo cual
quiere decir que todas las muestras presentaban igual o similar olor y sabor a la

muestra control.

Con respecto a la aceptacién global, se vio afectada por los tratamientos
encontrdndose diferencia significativa (P<0.05) entre las muestras evaluadas.
De acuerdo a los comentarios de los jueces, las diferencias entre la muestra
fresca y las procesadas con calor eran debido a la pérdida de la intensidad del

color principalmente (Fig. 11).

173 450 208
614

Figura 11. Muestras tratadas térmicamente
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El jugo de manzana de la variedad Granny Smith tuvo un pH de 3.58 con
11.5 °Brix, valor correspondiente a frutas cosechadas en invierno. Y de acuerdo
a los pardmetros L, a y b el color del jugo se encuentra en la zona de
tonalidades cafe.

La actividad pectinesterasa encontrada fue de 0.030 UPE/mL.

La enzima pectinesterasa de este estudio es reversible y es inactivada
completamente a 70°C por 25 minutos. La inactivacion de la enzima
pectinesterasa presento un valor Z de 16.02 °C. La energia de activacion para
la cinética de inactivacion térmica de la pectinesterasa en el jugo de manzana

de la variedad Granny Smith fue de 31.7681 Kcal/g-mol.

En la evaluacion sensorial los jueces encontraron diferencias
significativas en el color, apariencia y aceptacion global, pero no se encontraron
diferencias significativas en el olor y sabor. Lo cual significa que la aplicacion de
tratamientos térmicos repercuten en la apariencia del jugo de manzana Granny
Smith asi como su aceptacion global por el aspecto visual que se percibe, sin

embargo, no se perciben perdida de olor y sabor en las muestras tratadas.
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CAPITULO VII

ANEXOS

Anexo 1. Analisis de varianza de la actividad de la PE para cada tratamiento

térmico.

Cuadro 1. ANOVA para la actividad de PE en jugo de manzana

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO F Valor-p
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIO
Tratamiento 15 0.8286 0.0552 5.0809 0.0001
Error 28 0.3044 0.0108
Total 43 1.133
Anexo 2. Andlisis de varianza para cada atributo sensorial
Cuadro 1. ANOVA para la apariencia
FUENTEDE | GRADOS DE SUMA DE CUADRADO Fy Valor-p
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIO
Apariencia 3 145.940476 48.6468254 | 23.6614553 | 4.63E-11
Error 80 164.47619 2.05595238
Total 83 310.416667
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Cuadro 2. ANOVA para el color

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO Fy Valor-p
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIO
Color 3 162.988095 54.3293651 | 27.5085393 | 2.52E-12
Error 80 158 1.975
Total 83 320.988095
Cuadro 3. ANOVA para el olor
FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE CUADRADO Fy Valor-p
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIO
Olor 3 11.5595238 3.8531746 | 1.4353289 | 0.23866091
Error 80 214.761905 2.68452381
Total 83 226.321429
Cuadro 4. ANOVA para el sabor
FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE CUADRADO Fy Valor-p
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIO
Sabor 3 12.047619 |  4.01587302 | 1.42937853 | 0.24036001
Error 80 224.761905 2.80952381
Total 83 236.809524
Cuadro 5. ANOVA para la aceptacion global
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO Fy Valor-p
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIO
Color 3 91.0952381 30.3650794 | 13.4316307 | 3.50E-07
Error 80 180.857143 2.26071429
Total 83 271.952381

68




