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« Creo la mas alta y mds grandiosa vision posible para tu vida,

porque te conviertes en lo que crees”

-Oprah Winfrey-
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1 Resumen

Debido al reciente incremento de trabajos cientificos que enfatizan las multiples
bondades de las propiedades funcionales y organolépticas en alimentos
nutracéuticos, la granada (Punica granatum L.) se ha convertido en un producto
atrayente tanto para productores como para el consumidor, ya que actualmente
existe un aumento acelerado de la tendencia al consumo de alimentos naturales o
minimamente procesados. Las propiedades fisicoquimicas son un factor esencial
durante el procesado y conservacion de alimentos la retencién y cambios de ellas,
dependen de la técnica de procesamiento. El objetivo de esta investigacion fue,
aplicar una pasteurizacioén por medio de pulsos eléctricos moderados (6hmico) al
jugo de granada, evaluando el efecto en la composicion de algunos compuestos
fisicoquimicos e indices microbiologicos. Utilizando granadas de la variedad
Wonderful para la obtencién de jugo por medio de un exprimidor casero, al que se
le aplicé un tratamiento 6hmico, en donde el jugo se calentd a diversos gradientes
de tensién de 20, 35, 40 y 50V / cm aplicando voltajes de 100, 175, 200 y 300 volts
respectivamente hasta llegar a una temperatura de 80°C por 1 minuto. Se
determinaron parametros de color, °Brix, pH, acido citrico, acido ascoérbico
(vitamina C), azucares totales, azUcares reductores, fenoles hidrolizables y la
inactivacion microbiana. Encontrando valores para jugo fresco de, sélidos solubles
totales 17.7 °Brix, pH de 2.95 * 0.13, acidez titulable (0.0256 g &cido citrico/mL),
vitamina C (0.088g acido ascorbico/mL), azucares totales (4.756g-100 mL),
azucares reductores (4.7569-100 mL), y fenoles hidrolizables (0.076g-100 mL).
También se evalué la eficacia del proceso, mediante la disminucion de
micoorganismos (levaduras) en el jugo. El tratamiento méas efectivo se observé en
50V/cm en donde se mostré menor alteracién de los compuestos fisicoquimicos en

comparacion del fresco y mayor reducciéon microbiana.

Palabras clave: Granada, Punica granatum, pulsos eléctricos moderados, 6hmico,

pasteurizacion.
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2 Introduccion

La granada pertenece a la familia Punicaceae, nativa del area de Irdn al Himalaya
en el norte de la India, ha sido cultivada y naturalizada en toda la region del
Mediterraneo desde la antigledad. Ahora ampliamente distribuida por el

continente americano.

La granada ha sido una fuente inagotable de investigacién en la quimica con la
basqueda de nuevos compuestos, técnicas de produccién y conservacion,
biotecnologia en busca de variedades méas rentables, a los efectos biolégicos
como anti-microbiana antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena, antidiabética

y se ha considerado como un alimento promotor de la salud

El calentamiento 6hmico, o calentamiento por efecto Joule, es un proceso de bajo
costo que proporciona beneficios similares al procesamiento de temperaturas ultra
altas (UHT). El tratamiento 6hmico es una técnica electrotérmica en la que los
alimentos se calientan debido a la generacién de energia térmica por el paso de la
corriente eléctrica. La cantidad de calor generado depende de la corriente inducida
por el gradiente de voltaje, y la conductividad eléctrica. El calor se distribuye
uniformemente por lo que este proceso puede calentar rapidamente el producto.
La conduccion de corriente eléctrica se activa debido a la presencia de

componentes idnicos tales como sales y acido en la muestra de alimentos.

El proceso de calentamiento convencional desencadena un tratamiento
heterogéneo que conduce al deterioro de la calidad en el alimento, en cambio el
calentamiento 6hmico genera rapidamente una alta temperatura, sin causar
deterioro ni dafar la superficie de calentamiento. En el calentamiento 6hmico se

produce un dafio mecanico insignificante en comparacion con el convencional.



3 Justificacion

Debido al aumento acelerado de la tendencia al consumo de alimentos naturales o
minimamente procesados. Los jugos de frutas juegan un papel muy importante
dentro de las dietas nutricionales, existen dos principales tipos de jugos de fruta en
el mercado: jugos frescos recién exprimidos que brindan un sabor natural, pero
tienen poca vida de anaquel en condiciones de refrigeracion y jugos
pasteurizados, que cuentan con una vida de anaquel mayor, pero existe un
deterioro del sabor debido al tratamiento térmico empleado. Por otra parte, la
aplicacion de dicha técnica genera un alto consumo de energia y costos, es por
eso que este estudio se enfocd a realizar un tratamiento térmico mediante la
aplicacion de pulsos electicos moderados (6hmico) en el jugo de granada
garantizando una pasteurizacion eficaz en menor tiempo, sin alterar sus
componentes fisicoquimicos y una reduccion de costos asi como también el

consumo de energia.



4  Hipotesis
La variacién de voltaje en el procesamiento de térmico por pulsos eléctricos
moderados (6hmico) del jugo de granada evitara el deterioro de los nutrimentos

del jugo de granada y se lograra inhibicion microbiolégica.



5 Objetivos
5.1 Objetivo general

e Pasteurizar jugo de granada mediante pulsos eléctricos moderados.

5.2 Objetivos especificos

e Analizar los compuestos fisico quimicos como color, °Brix, pH, acido citrico,
acido ascérbico (vitamina C), azlcares totales, azUcares reductores,
fenoles hidrolizables (taninos) del jugo de granada sin procesar y
procesado.

e Pasteurizar el jugo de granada a diferentes niveles de voltaje.

e Validar la inactivacion de los compuestos nutrimentales posterior al proceso
térmico.

e Validar la inactivaciéon microbiana del jugo de granada.
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6 Marco tedrico

6.1 Granada

La granada pertenece a la Familia Punicaceae y se corresponde a la especie
Punica granatum L. Es un fruto muy atractivo e interesante ya que posee un
elevado numero de propiedades beneficiosas para la salud ademas de un

excelente sabor (Gémez, S. 2014).

Moreno, P., et al., (2010) describe que en este género las dos especies mas
conocidas son: Punica granatum L., el cual es un granado cultivado para
aprovechamiento de sus frutos; y Punica nana L., un granado enano, de uso

ornamental cuyos frutos no son comestibles.

El fruto (Figura 1) es una baya denominada balausta de forma redonda, que tiene
un color que varia de amarillo a rojo-purpura. Con didametro de 5-12 cm y cubierta
es lisa y textura elastica. Son esféricas, algo aplanadas y con un caliz persistente,
gue puede tener una longitud de 1-6 cm. Las numerosas semillas estan rodeadas
de una pulpa, la parte comestible, de color rosada a rojo-purpura, jugosa y acida.
La pulpa es algo astringente y las semillas son angulares y duras por dentro. La
capa externa de la testa esta cubierta por una capa delgada o pulpa jugosa, roja,

rosa o blanco amarillenta, astringente y acida (Gémez, S., 2014).

Corteza

Porcién comestible:
Arilos + Semillas

Membranas
Carpelares

Avrilo

7 {4

L

Semilla

llustracion 1. Partes del fruto de Granada.



6.1.1 Caracteristicas nutricionales de la granada

La importancia actual de este fruto se debe particularmente a las propiedades que
se han reportado en recientes estudios, que revelan la presencia de componentes
antioxidantes en el tallo, hojas, flores, cascara, jugo y semillas. Estos
componentes le otorgan propiedades antiinflamatorias, antitumorales,
anticancerigenas entre otras, avaladas por estudios in vitro asi como in vivo

destacandola como un fruto con potencial antioxidante (Mejia, et al., 2010).

6.1.2 Variedades

Las variedades de granado en Espafia se catalogan, de acuerdo a la clasificacion
propuesta por Melgarejo (1993) en variedades dulces (0,15-0,48% acido citrico),
agridulces (0,54-0,91 % acido citrico) y variedades agrias (2,34-2,69 % &cido

citrico)
Variedades del fruto segun Taipe, J. (2012).

a) Wonderful — California
b) Mollar de Elche

c) Acco & Shani

d) Emeq

e) Kamel

f) Purple



6.1.3 Caracteristicas de la variedad Wonderful

Wonderful: variedad més cultivada mundialmente cuya cosecha se realiza entre
los meses de septiembre hasta febrero. Es de fruto grande, de un color externo
rojo profundo. Con pequefas semillas medianamente duras, relativamente acidas.
Es la variedad de granado mas cultivada en California e Israel. Presenta un
contenido en solidos solubles de entre 13-18 ° Brix y una acidez de 2-3 g &cido
citrico/L (Vegara, S., 2014).

llustracion 2. Granada variedad Wonderful.

6.2 Informacion nutrimental

La granada es un frutal con agradables propiedades sensoriales y es una
excelente fuente de vitamina C y E. Se consume fresca, es dulce, con agradable y
ligera acidez. La parte comestible corresponde a un 50% del peso total del fruto,
40% corresponde a los arilos y 10% semillas. Los arilos contienen 85% de agua,
10% de azucares totales (fructosa y glucosa) y 1,5% de pectina, acidos organicos
(acido ascérbico, citrico, malico), vitaminas, minerales y compuestos bioactivos o
fitoquimicos, (como se muestra en la tabla 1). Estos ultimos son los responsables
de la excelente actividad bioldgica. Estas bondadosas caracteristicas han
permitido la apertura de un nuevo mercado en la produccion de diversos productos
a partir del frutal como: jugos, néctares, tés, suplementos alimenticios, vinos,

licores, pildoras, cremas faciales y aceites corporales (Raga, J,. et al., 2015).

Tabla 1. Composicion nutrimental de granada variedad California Wonderful, arilos
y jugo (USDA, 2007).



1 taza de arilos
. . valor por (sacos de 1 Granadlz'i _

Nutrientes Unidad 100 g semillas y jugo) (diametro 4") =

_ 282,09

=g 174,0
Proximales
Agua g 77.93 135.6 219.76
Energia kcal 83 144 234
Proteina g 1.67 2.91 4,71
(Lg"‘;'%%)mta' g 1.17 2.04 3.3
ggﬂﬁg‘gﬁ?; g 18.7 32.54 52.73
E)I'?atla dietética g 4 7 113
Azucares, total g 13.67 23.79 38.55
Minerales
Calcio, Ca mg 10 17 28
Hierro, Fe mg 0.3 0,52 0.85
Magnesio, Mg mg 12 21 34
Fosforo, P mg 36 63 102
Potasio, K mg 236 411 666
Sodio, Na mg 3 5 8
Zinc, Zn mg 0.35 0,61 0.99
Vitaminas
;/'St?é?mfoi’);?do mg 10.2 17.7 28.8
Tiamina mg 0.067 0.117 0.189
Riboflavina mg 0.053 0.092 0.149
Niacina mg 0.293 0.51 0.826
Vitamina B-6 mg 0.075 0.13 0.212
Folato, DFE Mg 38 66 107
Vitamina B-12 Mg 0 0 0
Vitamina A, RAE Mg 0 0 0
Vitamina A, Ul U 0 0 0
:Qé%rgpoal‘)'z (alfa- | g 0.6 1.04 1.69
\[;lg';lmlna D (D2 + ug 0 0 0
La vitamina D U 0 0 0
X:fgg:;lrr‘]":‘) r*fa) ug 16.4 28.5 46.2
|7I’pidOS
gﬁg"szgjr;sdc’;é g 0.12 0.209 0.338
Acidos grasos, g 0.093 0.162 0.262




monoinsaturados
total

Total de acidos
grasos g 0.079 0.137 0.223
poliinsaturados

Acidos grasos

trans total 9 0 0 0
Colesterol mg 0 0 0
Los aminoécidos

Otros

Cafeina | mg | 0 0 0

6.2.1 Composicion fitoquimica

Recientes investigaciones evidencian la importancia de las sustancias
antioxidantes como, antocianinas y compuestos fendélicos en especial los taninos
hidrolizables de la granada, esto debido a las propiedades nutracéuticas y
farmacologicas que se le han atribuido en los ultimos afios (Mousavinejad, et al.,
2009).

Algunos fitocomponentes o compuestos funcionales del fruto de la granada
muestran una actividad antioxidante potente y existen resultados experimentales
gue demuestran su capacidad como agentes antimutagénicos naturales jugando
un papel importante en la calidad del zumo y el rendimiento sensorial (Sanchez,
A., et al., 2005).

Sin embargo, la amplia gama de diferentes estructuras de (poli) fendlicos (acidos
fendlicos, flavonoides y taninos hidrolizables) puede hacer que la deteccion
precisa de su perfil sea particularmente dificil (Mena, P., et al., 2012).

6.2.2 Fenoles

Los compuestos fenolicos son todas aquellas sustancias que poseen varias
funciones fenol, unidas a estructuras aromaticas o alifaticas. Son unos de los
principales metabolitos secundarios de las plantas y su presencia en el reino

animal se debe a la ingestion de éstas.
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Son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza, entre los principales

compuestos fendlicos naturales se encuentran:
1. Los derivados del acido galico (taninos: condensados e hidrolizables).

2. Los flavonoides (catequinas, leucoantocianinas, flavanonas, flavanonoles,
flavonas, antocianinas, flavonoles, chalconas, dihidrochalconas, auronas,

isoflavonas).

Tienen propiedades medicinales e industriales debido a su efecto antioxidante y
anti-inflamatorio, son responsables del color, apariencia, astringencia y Amargura
de los jugos de frutas (Yildiz, H., et al., 2009).

La granada contiene gran cantidad de compuestos fendlicos. Alrededor de
0.21.0% de polifendlico soluble, y otros compuestos incluyendo antocianinas,

catequinas, elagitaninos, acidos gélico y elagico (Yildiz,H., et al., 2009).

6.2.3 Taninos

Para Isaza Hipolito (2007,13) la mejor definicion de Taninos, hasta el momento es
de Bate-Smith y Swain (1962) “Compuestos fendlicos solubles en agua, con pesos
moleculares entre 500 y 3000, que ademas de dar las reacciones fendlicas
usuales, tienen propiedades especiales tales como la habilidad de precipitar
alcaloides, gelatina y otras proteinas.”

Los taninos hidrolizables se producen por una derivacion de la via del &cido
shikimico que conduce a la produccién de acido gélico (unidad monomérica
fundamental) (Isaza, H., 2007).
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llustracién 3. Estructuras quimicas de taninos hidrolizables identificados en jugo
de granada Mena, P., et al., (2012).

6.3 Extractos de granada.

Pedro Mena 2012.Los arilos representan la parte comestible de la granada, que
generalmente se consumen en fresco. Pero estos también pueden ser utilizados
para el desarrollo de bebidas, gelatina, pasta, colorantes, saborizantes naturales y

jugo fresco.

Existen diferentes métodos para la obtencion del jugo de granada, Entre los mas
utilizados son: manual, en el cual los arilos se separan de la cascara y albedo para
posteriormente prensarlos a través de una malla; exprimidor, en donde se

comprime la fruta entera, por lo que se extrae jugo tanto de los arilos como del
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albedo; extractor eléctrico, en donde se obtiene jugo de los arilos y una pequefa
parte de semilla (Mousavinejad, et al., 2009).

La variedad de granada y el proceso de extraccion tienen un impacto significativo
en la composicion del jugo, el estado de maduracion, y las condiciones de
almacenamiento. Por lo tanto, estas variables deben ser consideradas dentro de

un proceso industrial (Ulrike, et al., 2013).

6.4 Jugos

Los productos de jugo de frutas representan un segmento muy importante del total
de proceso en la industria fruticola. Los jugos ofrecen muchos beneficios para la
salud que mejoran la calidad de vida, que incluye una forma mas rapida y eficiente
de absorber los nutrientes que normalmente se encuentran en la fibra de frutas y
verduras enteras; pero la mayoria de los jugos comerciales son procesados y
carecen de componentes nutricionales, mientras que las frutas y verduras frescas
0 minimamente procesadas estan cargadas de una gran cantidad de vitaminas,
minerales y fitonutrientes. Es por eso que el beber jugo fresco puede ayudarnos a
adoptar habitos de alimentacion saludables. El siguiente diagrama (ilustracion 4)

muestra el proceso de extraccion para jugos de frutas
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Fruta '
(fresca o descongelada)
_ |
. Lavado |
I |
Clasificacian/ eliminacion ‘
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(picado, troceado, tratamiento
enzimatico)
_ |

Extraccion de jugo

(prensado)
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(filtacion gruesa, pectinasas, centrifugado,
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Pasteurizacion | [ Concentracidn |
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tratamiento termico) . inversal .
r | [ _— |
Envasado y almacenado | Pasteurizacion
Jugo de una sola fuerza ' ‘
Envasado y almacenado |
Jugo concentrado

llustracion 4.Diagrama general de la produccion de jugo (Barrett, D., et al.,
2004).
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6.5 Zumos o jugos

Se entiende por zumo o jugo de fruta a aquel liquido sin fermentar, pero
fermentable, que se obtiene de la parte comestible de frutas en buen estado,
debidamente maduras y frescas o frutas que se han mantenido en buen estado
por procedimientos adecuados. Algunos zumos o jugos podran elaborarse junto
con sus pepitas, semillas y pieles, que normalmente no se incorporan al jugo,
aunque seran aceptables algunas partes o componentes de pepitas, semillas y
pieles que no puedan eliminarse mediante las buenas practicas de fabricacion
(BPF).

Los zumos (jugos) se preparan mediante procedimientos adecuados que
mantienen las caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y nutricionales
esenciales de los zumos (jugos) de la fruta de que proceden. Pueden ser turbios o
claros, sin adicion de azucares de ningun tipo (CODEXSTAN, 2005).

6.5.1 Néctares
El néctar de fruta es el producto sin fermentar, pero fermentable, que se obtiene
afadiendo agua con o sin la adicion de azucares (CODEXSTAN, 2005).

Zumos diluidos con jarabe de azUcar-acido. Acidez de 1%, solidos solubles entre
10y 12% y pH entre 3y 4 (Arthey, D. & Ashurst, P.R. 1966).

6.5.2 Extraccion de jugos
Los métodos de extraccion de los jugos de una determinada fruta dependen de la
estructura y porcién comestible de la misma (Arthey, D. & Ashurst, P.R. 1966).

En general, la extraccion del jugo debe hacerse lo mas rapidamente posible para

minimizar la oxidacion enziméatica naturalmente presente en el jugo.

El interés por los jugos altamente coloridos, ricos en compuestos fendlicos con
beneficios para la salud, esta impulsando el desarrollo de mejores técnicas para
preservar los elementos funcionales y maximizar la extraccion (Barrett D., et al.,
2004).
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6.6 Deterioro de los jugos de frutas
Todos los alimentos son perecederos, es por eso que necesitan de ciertas
condiciones de tratamiento, manipulacion y conservacién; ya que Si no son

tratados adecuadamente, se producen cambios en textura, color, olor y sabor.

En el caso particular de los jugos de frutas, el oxigeno tiene un efecto negativo en
sobre vitaminas, colores y sabores; ademas contribuye al crecimiento de
microorganismos como, bacterias lacticas, mohos y levaduras (Lopez, A., et al.,
2012).

6.7 Procesamiento de bebidas.

La preservacion de alimentos puede definirse como el conjunto de tratamientos
que prolonga la vida util de aquellos, manteniendo sus atributos de calidad
incluyendo color, textura, sabor y especialmente valor nutritivo. Esta definicion
involucra una amplia escala de tiempos de conservacion, hasta periodos muy
prolongados, dados por procesos industriales estrictamente controlados (FAO

Document Repository, 1993).

6.8 Pasteurizacion

La pasteurizacion significa un orden relativamente bajo de tratamiento térmico,
generalmente a una temperatura por debajo del punto de ebulliciébn del agua. En
los dltimos tiempos, el tratamiento térmico ha aplicado temperaturas mucho

mayores que 100 ° C sélo por segundos, y se conoce como ultra pasteurizacion.

El método de pasteurizacion se basa en los principios de la muerte térmica de
microorganismos, segun el cual la muerte de una poblacién de células sigue la
cinética de una reacciéon de primer orden. El tratamiento de pasteurizacion se
puede calcular de forma analoga usando los parametros de valores D y z; la
temperatura de referencia es generalmente 80 ° C y el equivalente acumulativo

letal se expresa en unidades de pasteurizacion (PU).

16



6.9 Tecnologias alternativas para la conservacion de jugos.

Las tendencias recientes muestran el desarrollo de nuevas tecnologias para el
tratamiento térmico de alimentos. Los procesos de electrocalentamiento, tales
como procesamiento a alta presién, microondas, radiofrecuencia o calefaccion
O6hmica, puede ayudar a desarrollar procesos térmicos mas rapidos y eficientes,
incluyendo Inactivacion de microorganismos y  preservacion de nutrientes

presentes en los alimentos (Marra, F., 2014).

El calentamiento O6hmico es una tecnologia alternativa o emergente muy
prometedora para la industria de alimentos con un gran numero de aplicaciones

futuras

6.10 Calentamiento 6hmico

6.10.1 Principio del calentamiento 6hmico

El calentamiento 6hmico se produce cuando una corriente eléctrica pasa a través
de un alimento, provocando la elevacion de la temperatura en su interior; resultado
de la resistencia que ofrece al paso de la corriente eléctrica. Es rapido y tiene

mayor capacidad de penetracion que las microondas.

Existe un gran numero de aplicaciones del calentamiento éhmico que incluyen
escaldado, pasteurizacion, esterilizacion, descongelacion, evaporacion,

deshidratacion, fermentacion y extraccion, entre otras.

Este tipo de tratamiento evita sobrecalentamiento, pues el calor se distribuye
uniformemente. La conduccion de corriente eléctrica se activa debido a la
presencia de componentes ionicos tales como sales y &acido en la muestra de
alimentos asi mismo puede calentar rapidamente el producto lo que permite un
menor deterioro en los constituyentes de una amplia gama de alimentos,
aportando productos con caracteristicas organolépticas y nutricionales adecuadas
(Gil. A, 2010).
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llustracién 5. Celda de aplicacién éhmica utilizada en la validacion experimental
del modelo para pasteurizacion de alimentos soélidos, incluyendo 9 posiciones de
termopares (Marra, F., 2014).

6.11 Efecto del calentamiento en atributos fisicoquimicos
Los tratamientos térmicos aplicados en el procesamiento de los alimentos afectan
la cantidad y la estructura de los compuestos nutracéuticos, ya sea fisicos o

quimicos.

Un claro ejemplo debido al calentamiento es el aumento de los compuestos
fendlicos en el jugo de fruta que afecta negativamente el sabor. Los compuestos
fendlicos tienen valor medicinal e industrial debido a sus actividades antioxidantes
y anti-inflamatorias. Se ha informado de que el jugo de granada tiene potentes
efectos anti-cancerigenos y ateroscleroéticos. El color visual de los jugos de frutas
es un atributo importante. Se ha informado de que muchas reacciones que afectan
al color podrian tener lugar durante el tratamiento térmico, tales como degradacién

de carotenoides (licopeno, xantofilas, etc.), antocianinas y clorofilas.

La caracterizacion reoldgica tiene un papel importante para explicar los cambios
que se producen en las estructuras de los alimentos. También es muy util en el

control de calidad, la evaluaciéon sensorial.
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6.12 Inactivacion de actividad microbiana por calor
Para la industria alimentaria es necesario asegurar que sus productos cuenten con
caracteristicas de inocuidad confiables es por eso que se realizan tratamientos

que testifiquen dicha calidad.

Los principales mecanismos de inactivacion microbiana por calentamiento 6hmico
son de naturaleza térmica, sin embargo investigaciones recientes sugieren que el
calentamiento 6hmico puede generar dafio celular leve debido a la presencia de
los campos magnéticos de bajas frecuencias lo cual ocasiona que la pared celular
pueda formar poros debido a las cargas eléctricas sobre la pared celular
(electroporacion), esto permeabiliza la membrana celular quien es la responsable

de la inactivacién microbiana debida a este efecto (Pineda,D., 2016).

La letalidad del proceso térmico depende de diferentes factores: 1) tipo y niumero
de microorganismos presentes, 2) su estado fisiolégico, 3) propiedades fisico-

qguimicas del alimento y 4) del tiempo de exposicién a una temperatura letal

En el caso de las levaduras, su importancia radica en la capacidad fermentativa
que ellas tienen y que las hace muy inconvenientes de estar presentes en

alimentos como conservas de frutas, jugos o0 mermeladas.

Los hongos y las levaduras son bastante mas resistentes a los tratamientos
térmicos que lo que son las bacterias, sin embargo, son sensibles a la falta de
oxigeno, lo que los hace muy susceptibles de ser controlados por el uso de un
envasado al vacio. A continuacion se muestran los limites maximos permisibles de
microorganismos presentes en jugos a base de frutas frescas.

Tabla 2. Limites microbiolégicos de la ICMSF (International Comission on
Microbiological Specifications for Foods).

NOMBRE DEL PRODUCTO DETERMINACIONES LIMITE
MAXIMO
PERMISIBLE
Zumos, néctares, bebidas a base de frutas y |Meséfilos aerobios UFC/g 100,000
verduras no pasteurizadas Coliformes totales NMP/g 100
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Capitulo 111

7 Materiales y métodos

Etapa I.
Las pruebas experimentales y andlisis se realizaron en el laboratorio de
Bromatologia y fermentaciones, del Departamento de Ciencia y Tecnologia de

Alimentos en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Saltillo.

Materia prima: Frutos de granada de la variedad Wonderful procedentes del

Supermercado “HEB” en la ciudad de Saltillo Coahuila.

7.1.1 Obtencion y conservacion de jugo de granada
Las granadas se cortaron a la mitad y se prensaron con la ayuda de un exprimidor
manual de metal. El jugo obtenido fue filtrado a través de gasa y se recopilé en un

contenedor de vidrio con capacidad de 1 litro.

7.1.2 Conservacion
Se envasaron muestras en tubos conicos que se mantuvieron a temperatura de
refrigeracion, y el resto se mantuvo en frascos de vidrio a temperatura de

congelacion de -17.5°C en un congelador Torrey (Modelo Chtc-15).

7.2 Caracterizacion fisico quimica del jugo de granada

7.2.1 pH
El pH fue medido con un potencidbmetro de mesa (HANNA instruments pH123)

directamente en el jugo a temperatura ambiente (20°C).

7.2.2 Solidos solubles
Los solidos solubles disueltos en los jugos se analizaron con un refractometro
digital de bolsillo (ATAGO POCKET PAL-1) a 20°C. Los valores se expresaron

como °Brix.
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7.2.3 Color

Para esta prueba se utilizé un colorimetro (Konica-Minolta, modelo CR400)
obteniendo los valores L* a* b*. Se colocaron 5 ml de jugo en una caja Petri de
60x15 mm, el colorimetro se colocd por encima y se prosiguié a tomar lectura. En
donde: L * indica la luminosidad, a* una cromaticidad en un area verde (-) a rojo

(+) y el eje b * cromaticidad en un azul (-) al eje amarillo (+).

7.2.4 Acido citrico
Se tom6 1ml de cada muestra, a la cual se le agregaron 10 ml de agua destilada y
2 gotas de fenolftaleina y se homogeniz6. Finalmente se titul6 con NaOH 0.1 N.

Se calculd el % de acido citrico mediante la siguiente formula (Eq.1).

% ac. citrico = mINaOH * normalidad de NaOH * meq de ac. citrico (0.064) * 100
alicuota valorada

7.2.5 Acido ascoérbico

Se colocé 1ml de muestra en un vaso de precipitado con 10 ml de HCl al 2% y se
agregaron 100 ml de H20 destilada. Se utilizaron 10 ml para ser titulado con
Reactivo de Thielman (elaborado con 2,6 diclorofenol-indofenol de la marca

“Ventus”. Finalmente se calculd el % de acido ascoérbico (Eq.2).

% ac.ascorbico = mlgastados de R. de thielman * meq de ac. ascorbico(0.088) * 100

alicuota valorada

7.2.6 Azucares totales
Se prepar6 una curva de calibracion mediante sacarosa al 0.5%. El analisis de las
muestras se realizo por triplicado. Se tomé un 1ml de muestra, colocandolas en

tubos conicos, en donde se efectudé una diluciéon de 1:100. Se tom6 1ml de la
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dilucion y se colocé en tubos de ensayo en un bafio de agua fria. Se afadié por
las paredes del tubo 1 ml de la solucion fenol sulfarico (Fermont). Se homogenizo
en vortex y, posteriormente se pas6é a un bafio maria de agua caliente (60°C)
donde repos6 por 5 minutos. Después del tiempo se atemper6 la muestra y se
procedio a leer absorbancia en espectrofotometro (Thermo Electron Corporation,
GENESIS YS UV) a 480 nm.

7.2.7 Azucares reductores

La cuantificacion de azlcares reductores se determind mediante
espectrofotometria en espectrofotometro (Thermo Electron Corporation, GENESIS
YS UV) a 540 nm. El andlisis se hizo por triplicado, colocando en cada tubo de
ensaye 1 ml de la muestra diluida (1:100). Se le agregaron 1000 pl de reactivo
DNS, esto en un bafio maria de agua caliente por 5 min. Pasado el tiempo se
coloco en un bafio de agua fria por 5 minutos. Finalmente se afadieron 5 ml de
agua destilada, se homogenizo en vortex y se procedié a leer absorbancia en
espectrofotometro. Los resultados se reportaron en g/100ml a partir de la curva de
calibracion (Fructosa 0.5% como estandar) y la ecuacion para obtener los valores
en cada repeticion.

7.2.8 Fenoles hidrolizables
La concentracion de fenoles totales en jugo de granada fue medida por
espectrofotometria, basandose en una reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion.

El agente oxidante utilizado fue el reactivo de Folin-Ciocalteu (SIGMA).

Preparacion de la curva de calibracion. Se utilizé una solucién estandar de acido
galico (0.1 mg/mL) de la cual se tomaron volumenes de 0 pyL a 400 pL en
intervalos de 80 pL, 40 pL del reactivo Folin-Ciocalteu y 40 yL de Carbonato de

sodio, se completo el volumen de cada uno a 2.5 mL con agua destilada.

Determinacion de fenoles en muestra de jugo. Se tomé 1ml de jugo previamente
diluido en 1:20 en agua destilada, de ésta solucién se tom6 1 mL para después

completarse a 500 pL con agua destilada.
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7.2.9 Conductividad Eléctrica
Se midio la conductividad eléctrica especifica con el equipo de Hanna (HI 98331)

del jugo (S/cm) a una temperatura de 26°C.

Etapa Il.

7.3 Aplicacion del tratamiento de pasteurizacion por calentamiento 6hmico

Las muestras de jugo de granada fueron pasteurizadas por pulsos eléctricos
moderados, utilizando un equipo de calentamiento éhmico y una celda 6hmica
disefiada a nivel laboratorio empleando un campo eléctrico de 20, 35, 40 y 50
V/cm aplicando un voltaje de 100, 175, 220 y 300 Volts respectivamente, El equipo
consistié en un autotransformador variable de voltaje de 10 Amperes, conectado a
corriente alterna de 220 V. Se utilizaron electrodos de acero inoxidable, el jugo se

pasteurizo en lotes de 180 ml.
Para efectuar el choque térmico, la celda se coloc6 en un bafio de agua fria (5°C)

El pH inicial de las muestras de jugo de granada fue de 3.13 + 0.06. Se utilizé jugo
sin procesar como muestra de referencia. El jugo procesado fue etiquetado y
almacenado a temperatura de refrigeracion 4°C para su posterior analisis.

A continuacion se muestra la celda de aplicacion para el desarrollo de esta

investigacion.
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llustracién 6. Celda de aplicacion a nivel laboratorio utilizada para el proceso de
pasteurizacion 6hmica del jugo de granada.

Etapa Il

7.4 Andlisis microbiolégico

Para el analisis de levaduras en jugo fresco y muestras pasteurizadas, se realiz6
un recuento en placa. En la campana de flujo laminar (Scientific/Scorpion) se
sembro por triplicado utilizando la técnica de vertido en placa, se tom6 1ml de
cada uno de los tratamientos, asi como del control, se agreg6 agar Papa Dextrosa
(PDA), se homogeniz6 con movimientos circulares; una vez solidificado el agar las
cajas se voltearon y sellaron con papel film y se incubé a 30° C por 48 horas.

Después se hizo conteo en placa.
Analisis de datos

Los resultados se reportan como el promedio de tres repeticiones. En los casos
necesarios, los datos se evaluaron estadisticamente con el software Minitab 16

mediante comparacion de medias por la prueba de Tukey (P<0.05).
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Capitulo IV

8 Resultados y discusiones

8.1 Etapa Caracterizacion fisico-quimica

A continuacion se muestran los resultados de la caracterizacion del jugo de
granada fresco en la Tabla 3. Las condiciones del pH del jugo permiten catalogarlo
como jugo acido. El jugo de granada presenta una considerable cantidad de
solidos solubles (17.7°B) entre los que destacan el contenido de azucares totales,

entre otros compuestos de interés.

Tabla 3. Contenido nutracéutico del jugo fresco de granada variedad Wonderful.

Parametro Media
pH 2.95+0.13
Acido Citrico % 2.56
Acido Ascérbico % 0.088
Solidos Solubles °B 17.7
AzUcares totales % 4.756+0.25
Azlcares reductores % 2.245%0.05
Fenoles hidrolizables % 0.0769

*Los resultados del analisis son representados como el promedio de tres repeticiones de

la muestra.

En cuanto a los resultados de la caracterizacion fisico quimica de jugo de granada
se determinaron antes y después del tratamiento térmico que se muestran en la

siguiente tabla (tabla 4).
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Tabla 4. Analisis fisicoquimicos de jugos de granada variedad Wonderful
obtenidos de jugo fresco y pasteurizado a diferentes voltajes

MUESTRA pH SOLIDOS SOLUBLES ACIDEZ VITAMINA C
TOTALES TITULABLE

(°Brix) (g AC/10ml) (g AA/20ml)
Fresco 2.95+0.13 17.7+ 0.00? 0.0256?2 0.0882
20V/icm 3.03+0.03 17.3+ 0.20° 0.02562 0.0882
35V/icm 3+0.05 17.7+ 0.06° 0.0192° 0.0882
40V/cm 3+0.01 17.6+ 0.06° 0.02562 0.0882
50V/cm 3+0.01 17.6+ 0.00% 0.0277? 0.0882

*Los valores son representados como la media * desviacion estandar. Valores con
diferencia de letra indican diferencia significativa (p<0.05). AC= &cido citrico, AA= 4cido

ascorbico.

8.1.1 pH

Los valores de pH se obtuvieron para muestras de jugo pasteurizado por
calentamiento 6hmico y granada fresca. En jugo fresco el pH fue 2.95, el cual es
similar con lo reportado por Diaz (2014), que obtuvo en las variedades wonderful,
acida y dulce un rango 2.8-3.8, esto influenciado por el tipo de granada y el
método de extraccion del jugo. El valor de pH corresponde al gusto &cido de la
fruta. En cuanto a este parametro, concuerda con Mena y col. (2011) en donde

obtuvieron un rango de pH entre 3.0-4.0.

8.1.2 Sodlidos solubles

En cuanto al resultado de solidos solubles en jugo fresco fue de 17.7° Brix los
cuales coinciden con lo reportado por Beaulieu, et al., (2015), en donde menciona
que la variedad Wonderful contenia el valor mas alto de solidos solubles en un
rango de 17.7-18.1 °Brix. En comparacion con el fresco y demas tratamientos se
encontré diferencia significativa en el proceso de 20V con 17.3 °Brix, pero aun
permanece dentro del rango ya que incluso se ha reportado un menor contenido
de solidos por Dhumal, et al., (2012) 13.6-14.8 °Brix. Esto puede deberse a la

mayor exposicion al calor, pues en este tratamiento el tiempo transcurrido para
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llegar a la temperatura de 80°C fue de 4:20 min, dando asi la posibilidad a los
compuestos para degradarse o perderse por accion del calor. La escasa variacion
de los solidos solubles, confirma la naturaleza no climatérica de este fruto
(Mercado, E., et al., 2011).

8.1.3 Acido citrico

Acorde a este analisis resultdé que para jugo fresco se encontré un 2.5 % de acido
citrico que coinciden con la clasificacion propuesta Melgarejo (2000) la variedad
Wonderful pertenece a un fruto agrio (2,34-2,69 % &cido citrico). En cuanto a las
muestras tratadas térmicamente, en 35V/cm hubo una diferencia significativa
reduciendo el valor de acido citrico a 1.92, sin embargo se encuentra dentro del
rango reportado por Melgarejo,P., y colaboradores (2000) en donde se raliazé un
estudio de la composicion de &acidos organicos y azlUcares en donde las
variedades dulces san Felipe de blanca con el mayor contenido de acido citrico
(0,32%) y mollar de Elche el mas bajo de alrededor de 0,09%.

8.1.4 Acido ascdrbico

En cuanto al contenido de acido ascorbico no se encontrg diferencia significativa
en esta investigacion fue de (0,088g AA-100 mL) es semejante al reportado por
Raga, J., et al.,, (2015) en donde se encontraron (0,010g AA-100 mL-1) en
granada, que es semejante al reportado por Ozgen en (2008) en la variedad
“Tatli”, el cual presenté un contenido de acido ascorbico de 0,016 g AA-100 mL-1.
De a cuerdo a las variedades analizadas son los resultados de sus componentes,
el valor promedio de vitamina C encontrado en variedades evaluadas fue 0.1045¢g
AA-100 mL-1, inferior al obtenido para el cultivar “Tabrizi” (0.1745g AA-100mL)
(Raga, J., et al., 2015).

8.1.5 Color

En seguida se muestran los resultados referentes a las determinaciones de color
en muestras de jugo fresco y pasteurizado. En donde se encontraron cambios
fisicos en el jugo para a* y b* conforme al voltaje aplicado, como se muestra en la

ilustracion 6.
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llustracion 7. Gréfica de cromaticidad de color (coordenadas a* y b*).

Las coordenadas iniciales de color CIELAB*antes del tratamiento térmico fueron:
L*= 30.81 £ 4.22, a *= 53.78 + 2.12, b *= 9.08 = 8.77 siendo un indicativo de un
color rojo. Las pérdidas producidas por el tratamiento térmico se ven indicadas en
la coordenada a* disminuyendo la saturacién de color rojo tendiendo a un violeta-
morado, segun el grafico de los parametros de color del sistema tridimensional o
espacio de color CIELAB. En cuanto al valor en b* en el tratamiento de 20V/cm
disminuye hasta llegar a valores negativos en comparacion al obtenido en jugo
fresco. De acuerdo con lo encontrado por Dhumal, S., y colaboradores (2012) el
color rojo brillante del jugo de granada es debido al contenido de antocianinas y su
estabilidad a través del procesamiento y almacenamiento. Garzén,G., (2008)
menciona que el contenido de acido ascorbico en jugos de fresa esta relacionado

con la pérdida de antocianinas, posible reaccion del acido y los pigmentos.

Posteriormente se analizaron compuestos que juegan un papel fundamental en la

composicion nutracéutica de la granada, siendo de mayor interés los fenoles
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hidrolizables totales, o también conocidos como taninos, como se muestra en la
tabla 5.

Tabla 5. Compuestos fisicoquimicos de jugos de granada variedad Wonderful

obtenidos de jugo fresco y pasteurizado a diferentes campos eléctricos.

MUESTRA AZUCARES AZUCARES FENOLES
TOTALES REDUCTORES HIDROLIZABLES

g GL/100ml g FT/100m! TOTALES

g AG/100ml
Fresco 4.7561+ 0.242 2.2451+ 0.05P 0.0768+ 0.0004°
20 V/ecm 4.9160+0.012 2.0162+ 0.04¢ 0.0792+ 0.00172b
35 V/cm 4.8294+0.042 2.1688+0.00b° 0.0812+ 0.00352
40 Vicm 4.9227+ 0.082 2.3978+ 0.072 0.0823+ 0.00172
50 V/cm 5.0492+0.032 2.0598+ 0.05%¢ 0.0817+ 0.0010°

* Los valores son representados como la media + desviacién estandar. Valores con
diferencia de letra indican diferencia significativa (p<0.05). GL= glucosa, FT= fructosa,

AG= acido galico.

8.1.6 Azucares totales

Los azucares totales no mostraron diferencia significativa en cuanto al jugo fresco
con valores de 4.7561+ 0.24 g GL/100ml por debajo a lo reportado (Cruz, et al.,
2011) 10.3 % en semilla.

8.1.7 Azucares reductores

Para la obtenciébn de estos resultados se prepar6 una curva de calibracion
mediante fructosa al 0.5% los resultados se muestran en el anexo 1, con respecto
a las muestras se realizé una dilucion de 1:100 el resultado de azucares
reductores en jugo de granada fresco presentd una concentracion de 2.2451+ 0.05
g fructosa (FT) 100 mL. Los tratados con pulsos eléctricos moderados (6hmico)
presentaron diferencias significativas con respecto al fresco en tres tratamientos
20, 40, 50V/cm obteniendo valores de 2.0162+ 0.04, 2.3978+ 0.07, 2.0598+ 0.05 g

FT-100 mL respectivamente. Existen resultados que reportaron un contenido de
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azucares reductores entre 13,89 g FT-100 mL y 29,83g FT-100 mL para
diferentes variedades de granada (Raga, J., et al., 2015). Mientras que Cruz, et al.,
(2011) mencionan que la semilla de la granda posee un 4.67% de azucares

reductores, quedando este valor mas proximo a lo encontrado en este estudio.

8.1.8 Fenoles hidrolizables

En cuanto a los fenoles hidrolizables se encontré diferencia significativa en los
tratamientos 20,35 y 40V/ cm y el tratamiento de 50 V/cm se mantuvo similar a lo
encontrado en jugo fresco 0.076 29,83g AG-100 mL, siendo un valor muy cercano
a lo reportado por Diaz, A., (2014) para el jugo de granada variedad Wonderful
extraido manualmente de, 0.1602 g AG-100 mL, pero menor al jugo extraido por

exprimidor con un contenido de 0.6783 g AG-100 mL.

Etapa II.

8.2 Aplicacion del tratamiento de pasteurizacion por calentamiento 6hmico

Los resultados obtenidos para la pasteurizacion por tratamiento 6hmico, se
muestran en la tabla 6, se pueden observar los voltajes aplicados para los
diferentes tratamientos, la temperatura inicial, el tiempo que tard6 la muestra para
llegar a la temperatura de 80°C y el tiempo que duro en bajar la temperatura a
20°C.

Tabla 6. Analisis de la cinética del proceso de pasteurizacion.

Tiempo de Tiempo de
- Temperatura|calentamiento | enfriamiento
Tratamiento mioial 80°C 30°C
Past 20V/cm 20°C 260 s 06.30 min
Past 35V/cm 20°C 53s 05.56 min
Past 40V/cm 20°C 36s 05.41 min
Past 50V/cm 20°C 25s 07.09 min

La aplicacion de este tipo de calentamiento es mas sencillo y eficaz, ya que
alcanza temperaturas altas en poco tiempo, esto hace que sea mas rapido el
aplicar este tipo de tecnologias en la industria alimentaria. La variacion de voltaje

representa la velocidad para aumentar la temperatura, en el tratamiento a 20V/cm
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se ve claramente reflejado lo antes mencionado, pues la muestra necesit6é de 4.20
minutos para alcanzar la temperatura de pasteurizacion (80°C). En cambio, el
tratamiento a 50V/cm fue la mas réapida para llegar a dicha temperatura. El
conservar la temperatura por 1 minuto, fue complicado debido a que, si el voltaje
es mantenido por ese periodo de tiempo, la temperatura se eleva
significativamente y logra temperaturas méas altas. Lo mismo sucede si el voltaje
es reducido de golpe, la temperatura desciende rapidamente, para esto fue
necesario dejar fluir una corriente ligera (20-60V aproximadamente) para mantener

la temperatura estable por el periodo de tiempo.

Etapa Ill

8.3 Analisis microbiolégico

Segun la Food and Drug administration (FDA), para que un zumo Sea Seguro
microbiolégicamente, es necesario la reduccion de 5 unidades logaritmicas de los
microorganismos patdgenos pertinentes, es decir, de aquellos microorganismos

resistentes reconocidos por las autoridades dependiendo de cada tipo de alimento.

Tabla 7. Analisis microbiol6gico de jugo de granada.

No.
Muestra Colonias UFC

jugo fresco 185
inuoculado 242 2.384
Past 20V/cm 20 1.301
Past 35V/cm 12 1.079
Past 40V/cm 12 1.079
Past 50V/cm 10 1.000

Naturalmente, los microorganismos encontrados en los zumos de granada sin
pasteurizar son generalmente mohos y levaduras ya que pueden sobrevivir y

tienen capacidad de crecimiento en condiciones de pH bajos.
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Capitulo V

9 Conclusiones

La aplicacion de tratamientos alternativos para la pasteurizacién, como los pulsos
eléctricos moderados (6hmico), representa una técnica no térmica de
conservacion de alimentos, dispuesta a reemplazar el procesamiento térmico

convencional.

La variacion de voltaje a 50 V/cm en el procesamiento de térmico por pulsos
eléctricos moderados (6hmico) del jugo de granada evita el deterioro de los
nutrimentos del jugo de granada

Se demostr6 la eficacia del tratamiento de pasteurizacion, logrando disminuir la

actividad microbiana, evidenciando asi la correcta aplicacion del tratamiento.

La aplicacién de pulsos eléctricos moderados en la celda experimental utilizada,

logra el efecto de pasteurizacion del jugo de granada.

Se sabe que las caracteristicas fisicas y quimicas de los productos alimenticios
influyen fuertemente en la efectividad de la inactivacion microbiana, por lo que el
reto experimentado se debié a mantener esas caracteristicas en el jugo de
granada. Por lo que se concluye para esta investigacion que el mejor tratamiento
para la inactivacién fisico quimica y microbiana es la aplicacion de voltajes altos
por periodos cortos de tiempo, como lo demostr6 el tratamiento a 50V/cm
aplicando 300 Volts, en donde se presentaron la menor cantidad de variantes

nutrimentales en comparacion con el jugo fresco.
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11 Anexos

11.1 Curva de calibracion para azucares totales

Resultados para curva de calibracion de azucares totales.

Azucares. totales

0.5g de sac- 100ml =0.5%

mi
sacarosa |ml h20n g/100ml abs480nm
0 1 0 0
0.2 0.8 0.1 0.479
0.4 0.6 0.2 0.83
0.6 0.4 0.3 0.838
0.8 0.2 0.4 1.991
1 0 0.5 2.594
Azlcares Totales
3
2.5 y =5.004x - 0.129.
£ 2 ’
[
Q 13 —e— abs480nm
P 1
[%2]
-C% 05 ........ L|nea|
0 (abs480nm)
05 0 0.2 0.4 0.6

g/100ml sacarosa
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11.2 Curva de calibracion para azucares reductores

Resultados para curva de calibracion de azucares reductores.

Azlcares.
Reductores 0.5g de fructosa/100mI|=0.5%
ml fructosa | ml H20 g/100m| abs540nm
0 1 0 0
0.2 0.8 0.1 0.422
0.4 0.6 0.2 0.732
0.6 0.4 0.3 0.967
0.8 0.4 0.4 1.17
1 0 0.5 1.644
azucares reductores
2
€15 y = 3.0569x + 0.0583
c - R2=10.9842 ...
S 4
Lo
205
c Y2 | e
0

0

0.2
[a4c. galico]

0.4

—e— abs540nm

0.6

(abs540nm)
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