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RESUMEN

El presente trabajo de tesis se derivo del proyecto financiado por el CONACYT (215144)
que fue aprobado en la convocatoria Proyecto de Desarrollo Cientifico para Atender
Problemas Nacionales 2013, en el cual un objetivo fue desarrollar una bebida funcional
mixta (BFM) adicionada con extracto etandélico acuoso obtenido a partir de polvo de cdscara
de Punica granatum (EEPPG), para conferirle actividad antioxidante (AA) y contra el virus
sincitial respiratorio humano (VSRh). Algunos resultados generados hasta el momento
sustentan que el EEPPG posee AA, asi como, actividad contra el VSRh en la etapa de
unién del virus a la célula cuando se evalud en la linea celular HEp-2. Ambas propiedades
biol6gicas se conservan cuando dicho extracto se afiade a una bebida mixta de guayaba-
naranja en una concentracion definida (solicitud de patente MX/a/2017/007342). Debido a
gue la BFM es un alimento, un aspecto importante es estudiar la calidad e inocuidad de
esta durante su almacenamiento.

Por lo tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo “Evaluar la estabilidad de una bebida
funcional adicionada con extracto de la ciscara de Punica granatum”, almacenada a 4 °C
durante 6 meses, mediante analisis fisicoquimicos (pH, °Brix, acidez titulable, sélidos y
cenizas totales) y microbiolégicos (mohos y levaduras, meséfilos aerobios y coliformes
totales), con base a lo establecido en normas nacionales e internacionales para bebidas no
alcohdlicas y/o mixtas. También, se llevd a cabo una prueba sensorial de nivel de agrado
utilizando una escala hedoénica de 9 puntos. Desde el punto de vista de un alimento
funcional, se monitoreo6 el contenido de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu,
la AA (método del radical DPPH") y la actividad contra el virus sincitial respiratorio humano
en la etapa de unién, empleando la linea celular HEp-2 y el ensayo de TCIDsq.

Los resultados mostraron una variacion de los datos registrados a lo largo del
almacenamiento, lo que es un comportamiento comun en el andlisis de alimentos, no
obstante, los valores de los pardmetros fisicoquimicos se mantuvieron dentro de los limites
establecidos en las normas nacionales e internacionales, por lo tanto, la BFM cumpli6é con
la calidad requerida para una bebida mixta durante el periodo de evaluacion. Unicamente
a* y h® mostraron diferencia significativa durante el almacenamiento, lo que no sucedi6 con
el resto de los parametros del color instrumental de la BFM: L*, b*, C*, cambio de color total
(AE) e indice de oscurecimiento (BI, por sus siglas en inglés), lo que implica que el color no
se modificé a 4 °C por 6 meses. Por otro lado, hasta el final de su almacenamiento la BFM
se mantuvo inocua (<10 UFC/mL) con respecto a las pruebas microbiolégicas que se
realizaron. El andlisis estadistico de los resultados de la evaluacién sensorial mostré que
no hubo diferencia significativa en los atributos de apariencia general, color, olor y sabor, lo
gue puso de manifiesto que la BFM se mantuvo sensorialmente estable durante los 6 meses
a4 °C. ElI CPTy la AA registraron una disminucion del 47.0 y 45.6 % entre el tiempo ceroy
los 6 meses de su almacenamiento, por lo tanto, se puede decir que la BFM mantuvo su
calidad con respecto a dichos parametros porque no disminuyeron mas del 50 %. Por
ultimo, se corrobor6 que la BFM presenta actividad contra el VSRh y que la presencia de la
bebida reduce significativamente el tamafio de los sincitios, lo que posiblemente sea un
mecanismo del efecto antiviral en la etapa de union a la célula. Sin embargo, los resultados
de dicha actividad biolégica durante el almacenamiento de la BFM no fueron claros, por lo
gue es necesario realizar nuevamente estos ensayos para esclarecer dicho
comportamiento, asi como, su reproducibilidad.

En conclusién, la BFM almacenada a 4 °C durante 6 meses conservd su calidad e
inocuidad con respecto a todos los parametros evaluados en el presente trabajo de tesis,
con excepcion de la actividad contra el VSRh los resultados no permitieron generar una
conclusion sélida sobre la conservacion o pérdida de esta en la BFM, por lo que se
recomienda evaluarla nuevamente en investigaciones posteriores.
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ABSTRACT

This thesis work was derived from the research proyect financed by CONACyYT (215144)
approved in the convocation Proyecto de Desarrollo Cientifico para Atender Problemas
Nacionales 2013. One aim of the research work was to make a mixed functional beverage
(MFB) using an aqueous ethanolic extract from Punica granatum peel powder (AEEPGP),
with the purpose of confer biological properties on the MFB such as antioxidant activity (AA)
and activity against human respiratory syncytial virus (hRSV). Some results obtained in the
project 215144 showed that AEEPGP has activity antioxidant, as well as anti-hRSV at the
cell-virus binding stage HEp-2 cell line. Both biological properties were retained when this
extract, at a defined concentration, was added in a guava-orange mixed beverage (patent
application MX/a/2017/007342). In this way, it is very important to study its safety and quality
of MFB during the storing period.

Thus, the aim of this thesis work was "To evaluate the stability of a mixed functional
beverage added with extract of the peel of Punica granatum, during its storage in
refrigeration”, was analyzed several parameters physicochemical (pH, °Brix, titratable
acidity, total solids, and ash) and microbiological safety (molds and yeasts, aerobic
mesophiles, and total coliforms), based on national and international standards for non-
alcoholic and/or mixed beverages. Also, a sensory evaluation of the degree of liking was
carried out with a 9-point hedonic scale. The functional properties of the MFB were also
determined, the total polyphenol content (TPC) was monitored by the Folin-Ciocalteu
method, the AA (DPPH-' radical method) and the activity against the hRSV in the binding
stage at the cell, using HEp-2 cell line and the TCIDso assay.

The results of this thesis work showed a variation of the data obtained throughout
storage, it is a trend normally observed in food analysis, despite this the physicochemical
parameters data remained within the limits allowed in national and international standards,
therefore, the MFB had quality required for a mixed beverage during the evaluation period.
On other hand, a* and h° parameters showed statistically significant difference but not the
rest of the instrumental color parameters: L*, b*, C*, total color change (AE) and browning
index (BI). Therefore, the color of MFB did not change at 4 °C during 6 months of storage,
The MFB remained innocuous (<10 CFU/mL) until the end of the evaluation. The attributes
of overall appearance, color, odor, and flavor, not showed significant difference which
revealed that the MFB remained sensory stable during 6 months at 4 °C. The TPC and AA
decreased 47.0 and 45.6 %, respectively, between time zero and 6 months of storage, thus
the MFB maintained its quality with respect to those parameters because they did not
decrease more than 50 %. Finally, was confirmed that MFB has activity against hRSV in the
cell-binding stage and that the beverage significantly reduces the size of the syncytia in the
Hep-2 cell, a possible molecular mechanism of the antiviral effect. The results of the activity
against the hRSV during storage of MFB were not clear, therefore it is necessary to carry
out these analyzes again to clarify this biological property of the MFB, as well as its
reproducibility.

In conclusion, the MFB stored at 4 °C for 6 months is safety and quality with respect to
all parameters evaluated in this thesis work, but not for the activity against hRSV because
the results so far did not support the conservation or loss of this activity in the MFB which
should be studied in future research.
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1. INTRODUCCION

Los alimentos funcionales en México alcanzaron ventas de US$6,716 millones en el
2017 (Enfasis alimentacion on line, 2018), y a nivel internacional las bebidas funcionales
tienen alta demanda en el mercado debido a sus caracteristicas de calidad, practicidad, uso
de materias primas frescas o poco procesadas y que suelen tener evidencia cientifica del
beneficio en la salud del consumidor. Las categorias de estas bebidas son: 1) a base de
lacteos, 2) de vegetales y frutas, 3) deportiva y energética (Corbo et al., 2014). Para el
desarrollo de bebidas funcionales del tipo 2 se utilizan frutas y/o verduras como fuentes de
compuestos bioactivos para conferirles las actividades biolégicas a dichos productos. Por
ejemplo, al fruto de P. granatum se le han conferido propiedades: antioxidante,
anticarcinogénica, antiinflamatoria, antidiabética y cardioprotectora, asociadas a su
contenido de biocompuestos (Yilmaz-Akyuz et al., 2019). Es importante resaltar que los
residuos agroindustriales también son una fuente de biocompuestos de gran importancia
para el desarrollo de alimentos funcionales debido a las mas de 20 ton/afio que se generan
de residuos sélidos (Centro Mario Molina, 2016). Se ha demostrado que, aunque los
compuestos bioactivos de manera individual poseen propiedades biolégicas en conjunto
suelen dar mejores resultados (Puiggros et al., 2017), lo que se conoce como interaccion

sinérgica positiva entre este tipo de compuestos (Freeman et al., 2010).

Por otro lado, para los alimentos en general es importante estudiar su estabilidad en
condiciones de almacenamiento definidas para poder establecer el tiempo que permanecen
seguros, conservan sus caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas, sensoriales y
funcionales deseadas, tomando como base los parametros de calidad y valores aceptables
de estos que establecen las leyes gubernamentales, los competidores y/o los consumidores

(Phimolsiripol y Suppakul, 2016). Adicionalmente, los resultados permiten identificar el o los



parametros criticos de calidad del producto en las condiciones de almacenamiento
determinadas. Una prueba de estabilidad de un producto durante su almacenamiento es la
del “tipo estatica” en la cual las condiciones ambientales deben ser lo mas cercanas o
iguales a las reales, por lo que se suele requerir mas tiempo para que se observen cambios
en la propiedades del alimento lo que incrementa el costo del estudio de estabilidad
(Phimolsiripol y Suppakul, 2016). Una vez que se definen el tipo de prueba y las condiciones
de almacenamiento, se lleva a cabo un monitoreo a lo largo del periodo de tiempo con el
registro de seis hasta ocho puntos de muestreo y con cambios en la calidad del producto
entre el 30 y 50 % con respecto al tiempo cero, para que el deterioro de este sea
representativo del periodo de almacenamiento (Phimolsiripol y Suppakul, 2016). Respecto
a la concentracion de biocompuestos se puede tomar como parametro critico de calidad
cuando la degradacion de estos sea mayor al 50 %, lo que puede resultar en una pérdida

significativa en las propiedades funcionales del alimento (Khasanov y Matveeva, 2020).

El presente trabajo de tesis tiene como precedente resultados que se obtuvieron en el
proyecto financiado por el CONACyYT (215144) que fue aprobado en la convocatoria
Proyecto de Desarrollo Cientifico para Atender Problemas Nacionales 2013, en el cual un
objetivo fue desarrollar una bebida funcional mixta (BFM) adicionada con extracto etandlico
acuoso obtenido a partir de polvo de cascara de Punica granatum (EEPPG), para conferirle
actividad antioxidante (AA) y contra el virus sincitial respiratorio humano (VSRh) que es un
agente causal de las infecciones respiratorias agudas en México principalmente en
menores de cinco afos (Moreno-Espinoza, 2020). Se demostrd que el extracto etandlico
acuoso de cascara de granada tiene actividades antioxidante y antiviral en la etapa de unién
del VSRh a las células HEp-2 (Asprén-Moncada et al., 2014), asi como, que una bebida

mixta presenta también estas propiedades biol6gicas cuando se le adiciona dicho extracto



(Lépez-Hernandez, 2017). Es importante mencionar que a la fecha la bebida funcional mixta

cuenta con una solicitud de patente MX/a/2017/007342 (Gonzalez Mondragon et al., 2017).

Con base a lo anterior, en el presente trabajo de tesis se evalué la estabilidad de la
bebida funcional mixta almacenada a 4 °C durante 6 meses, debido a que es muy
importante tener esta informacién porque es un alimento. Se realizaron analisis
fisicoguimicos y microbiolégicos con base a lo establecido en normas nacionales e
internacionales para bebidas no alcohdlicas y/o mixtas; también se llevé a cabo una prueba
sensorial de nivel de agrado mediante una escala heddnica de 9 puntos. Adicionalmente,
se monitored el contenido de polifenoles totales, asi como las actividades antioxidante y

contra el virus sincitial respiratorio humano en la etapa de union.



2. MARCO TEORICO

2.1 Residuos agroindustriales

La agroindustria alimentaria es la actividad econdmica en la cual materias primas que
provienen de la agricultura o la ganaderia son transformadas, o no, a un producto final
mediante distintas operaciones que se llevan a cabo de forma secuencial (tratamiento post-
cosecha, procesamiento y empacado), con la finalidad de incrementar su estabilidad
durante el almacenamiento y distribucion principalmente de las materias primas
perecederas, suscitando de este modo su disponibilidad en diferentes épocas del afio
(Fideicomiso de riesgo compartido [FIRCO], 2017).

Es comun que durante el procesado de la materia prima se retire algun producto en una
0 varias etapas de este, con un menor o mayor grado de transformacion de su estado inicial
y, por lo tanto, ya no forma parte del producto final. Un residuo agroindustrial es entonces
el producto que se retira de alguna etapa del proceso de produccién y requiere un
tratamiento adicional para su uso posterior, en el caso contrario (se usa tal cual se retira del
proceso) se denomina subproducto.

“Por ejemplo: en la industria cervecera, tras la filtracion del mosto, se
genera el llamado bagazo (es decir, las maltas agotadas tras el proceso de
maceracion del mosto, que contienen un contenido importante de fibra, asi
como de proteinas y otros componentes). Un destino muy habitual de los
bagazos es la alimentacion animal. Si esto es asi, el bagazo seria un
subproducto. Si no es asi, y el bagazo no tuviera una utilizaciéon inmediata
después de su generacion, se trataria de un residuo.” (Arozaneda, 2015).

La industria agropecuaria genera anualmente residuos solidos (28 millones de
toneladas) y liquidos o efluentes (93 millones de metros cubicos); por ejemplo, la

elaboracion de conservas, vino y sidra suelen generar cascara, semillas, corazones,



hollejos de uva, asi como, céscara, pulpa y corazones de manzana, respectivamente, y en
todos los casos aguas residuales (Centro Mario Molina, 2016). Su deposicién contribuye al
impacto negativo del medio ambiente de manera importante. Sin embargo, la importancia
que tiene este tipo de residuos radica en su alto contenido de biocompuestos (fibra,
polifenoles, acidos grasos, etc.) que puede llegar a superar la concentracion presente en la
pulpa (Berdeja et al., 2018), y se conservan durante el procesamiento al que son sometidas
las frutas o verduras por su fuerte interaccion con la fibra (Arias et al., 2018) o la pared
celular como es el caso del &cido ferulico.

Por lo tanto, dichos residuos pueden usarse como materia prima para generar un
producto de interés comercial y/o social de mayor valor agregado (Mejias-Brizuela et al.,
2016), contribuyendo de este modo a la disminucion de la contaminacion ambiental
originada por estos y garantizando el suministro de materia prima de bajo o nulo costo (con
base a los millones de ton/afio que se generan de residuos). El uso de las cascaras de:
platano, jicama, tuna, mango, pifia, manzana, zanahoria, el albedo de toronja y hojas secas
de maguey, se evaluaron como posible fuente de fibra para productos carnicos (Chavez-

Zepeda et al., 2009).

2.1.1 Punicagranatum

El fruto de granada se consume en fresco y se utiliza como materia prima en la industria
alimentaria (jugos, jaleas y nutracéuticos) y cosmética. En el afio 2019 el estado de Oaxaca,
México, ocupd el tercer lugar de produccion de granada (1,298 ton) cuyo valor es 16
millones de pesos (Bastida Cafiada, 2020); la produccién de este fruto a nivel nacional se
ha duplicado en la dltima década y Oaxaca siempre se ha posicionado dentro de los
principales productores (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera [SIAP], 2021).
Considerando que la cascara del fruto de P. granatum (Figura 2.1) representa del 38-50 %
del peso total del fruto (Aguilar et al., 2008, como se citd en Gémez-Castillo, 2018; Berdeja
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et al., 2018), se generaron 493-649 ton de dicho residuo. Lo anterior motivé al grupo de
trabajo para el aprovechamiento de la cascara (pericarpio) y carpelo de la granada para el

desarrollo de un alimento.

Figura 2.1. Partes del fruto de Punica grantum.

2.2 Extraccion de biocompuestos

El principio de la extraccién sélido-liquido es la separacion de uno o0 mas solutos de
interés presente en una fase sdlida mediante el contacto con una fase liquida o disolvente
(Figura 2.2) en la cual el soluto se distribuye hasta alcanzar el equilibrio (McCabe, 2007).
Los factores que participan en este tipo de extraccion son: tamafio de particula, tipo de
disolvente, proporcion solido/disolvente, tiempo, temperatura, agitacion y velocidad de

agitacion (Geankoplis, 2009).

Disolvente Disolvente con soluto

Material de
extraccion

Material de
extraccion lixiviado

Soluto

Figura 2.2. Extraccion solido-liquido (Modificado de Gunt
Hamburg Company, 2017).



Para la recuperacién de los biocompuestos a partir de material vegetal se utilizan
métodos de extraccion convencionales (soxhlet, hidrodestilacion, maceracion y lixiviacion)
y no convencionales como la extraccién asistida por ultrasonido cuyas ventajas son que se
reducen el uso de disolventes y tiempo del proceso, se incrementa el rendimiento y la

calidad de los extractos (Azmir et al., 2013).

2.2.1  Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

La EAU se basa en el fendbmeno de cavitacion donde las ondas de ultrasonido con una
frecuencia entre 20-100 kHz, atraviesan el medio liquido creando ciclos fluctuantes de
presion alta (compresion) y baja (expansion), dando lugar a la formacién, crecimiento y

colapso de burbujas (Figura 2.3).

Compresidn

7 S V4
Rarefaccion

N

Desarrollo de burbujas Burbujas de tamano inestable Colapso

Figura 2.3. Esquema del fendbmeno de cavitacion por
ultrasonido (Modificado de
EcosphereTechnologies, Inc., 2017)

Se produce una gran cantidad de energia calorifica por la energia cinética del
movimiento de las moléculas, lo que provoca una presién localizada capaz de romper los
tejidos vegetales y de este modo se acelera la liberacién de los compuestos intracelulares

hacia el disolvente (Knorr et al., 2002).



2.3 Polifenoles

Son compuestos que poseen como estructura base un anillo aromatico con uno 0 mas
hidroxilo y grupos sustituyentes como ésteres, metil ésteres, glicosidos, etc. (Balasundram
et al., 2006). En las plantas (fitoquimicos) son metabolitos secundarios que se producen
principalmente por la ruta del acido shiquimico (Figura 2.4) donde se sintetizan los acidos
cinamicos y sus derivados (fenoles, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y derivados del
fenilpropano) a partir de compuestos que provienen de las rutas de la glucdlisis

(fosfoenolpiruvato) y de las pentosas fosfato (D-eritrosa-4-fosfato) (Quifiones et al., 2012).
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Figura 2.4. Ruta metabdlica del &cido shiquimico (Dewick, 2002).

Los polifenoles se producen como mecanismos de defensa en situaciones de estrés

hidrico, por radiacion ultravioleta, ataque de microorganismos o herbivoros (Quifiones et
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al., 2012), ademas, confieren color para atraer a insectos polinizadores (Cutrim y Sloboda-
Cortez, 2018; Williamson, 2017). Con base a su estructura quimica se clasifican en: acidos
fendlicos, estilbenos, lignanos y flavonoides, dentro de este grupo se encuentran las
antocianinas, chalconas, flavanoles, flavanonas, flavonoles, taninos condensados y otros

flavonides (Bohn, 2014).

2.3.1 Contenido de polifenoles totales

La cuantificacion de los polifenoles presentes en los alimentos y/o residuos de estos, es
importante debido a que depende de su concentracion el efecto en la patologia a la que
estan dirigidos. En este sentido, existen diversos métodos espectrofotométricos para
determinar el contenido de polifenoles totales y el de Folin-Ciocalteu (mezcla de tungstato
y molibdato de sodio en medio basico) es el mas recurrente por su simplicidad vy
confiabilidad. El fundamento es que los fenoles son facilmente oxidables en medio bésico
y reaccionan con el molibdato formando 6xido de molibdeno (MoOs), entonces la solucion
pasa de coloraciéon amarilla a azul (Figura 2.5) cuyo maximo de absorbancia es a 765 nm
(Agbor et al., 2014) y es proporcional a la concentracion de los compuestos polifendlicos

presentes. El CPT se expresa en mg de equivalentes de acido galico (EAG).

Reactivo de Folin-Ciocalteu

(W6+’ MOGJ’)

Reactivo de
Folin-Ciocalteu

Reducido (W5, Mo*)

:
2

Figura 2.5. Fundamento de la reaccion de los polifenoles
en presencia del reactivo e Folin-Ciocalteu.



2.3.2 Polifenoles en Punica granatum

La céscara de P. granatum contiene compuestos polifendlicos donde predominan los
taninos hidrolizables como la punicalina, pedunculagina y punicalagina, ademas, el 30 %
aprox. de las antocianidinas presentes en la granada se concentran en esta parte del fruto
(Berdeja et al., 2018; Carbonell-Barrachina y Cano-Lamadrid, 2017). Gémez-Castillo (2018)
en extractos de cascara de granada que se obtuvieron a partir de frutos de P. granatum
cultivados en Oaxaca, México, reporta la presencia de compuestos polifendlicos del grupo
de los acidos fendlicos, flavonoides, lignanos y taninos. Utiliz6 un UPLCQToF e identifico
47 compuestos reportados en cascara de granada por otros autores, ademas de un
hexoxido de floretina que Unicamente ha sido reportado en el jugo de granada (Mena et al.,
2012); y tentativamente otro compuesto que no ha sido reportado en este fruto hasta el
momento (Foo y Karchesy, 1989). El autor mencion6 que la cascara de P. granatum
cultivada en Oaxaca tuvo un mayor nimero de compuestos polifendlicos en comparacion
con el fruto del estado de Guanajuato. Por otro lado, se sabe que la concentracion y tipo de
compuestos polifendlicos presentes en el material vegetal esta determinado por el climay

suelo del origen de estos (Romeo et al., 2015).

2.3.3 Actividades hiolégicas de los polifenoles

Diversos estudios respaldan el hecho de que los polifenoles poseen actividades
biolégicas tales como actividad estrogénica (isoflavonas, los lignanos y el estilbeno como
el resveratrol); protectora sobre las proteinas LDL, accién quelante, accién termogénica y
accion anticancerigena, dichas actividades contribuyen a la prevencion o tratamiento de
enfermedades como la arteriosclerosis, cancer, algunas enfermedades neurodegenerativas
y respiratorias (Salido y Fernandez, 2005; Tomas-Barberan, 2003). En el presente trabajo
las actividades de interés son las propiedades antioxidante y antiviral que se detallan a
continuacion.
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2.3.3.1 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es una de las principales propiedades biolégicas que se les
confieren a los polifenoles, revierten situaciones de estrés oxidativo (desbalance entre
antioxidantes y las especies oxidantes). Estas Ultimas se producen como respuesta a
estimulos exdgenos (fumar, irradiacion UV, contaminacion ambiental, etc.) y enddégenos
(respiracién y 6xidos de nitr6geno). Es importante contrarrestar el estrés oxidativo porque
juega un papel fundamental en procesos como el envejecimiento prematuro, cancer,
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Bayliak et al., 2017). La célula
disminuye el efecto dafiino de estos oxidantes por medio de las enzimas superéxido
dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa.

Por otro lado, se tiene reportes de una correlacion positiva fuerte entre el contenido de
polifenoles totales de alimentos naturales o procesados y la actividad antioxidante, aunque
no solo depende de estos sino también de otros factores que aun no estan bien definidos
(Mesa-Vanegas et al., 2021; Padilla et al., 2008; Ramirez et al., 2016; Vega et al., 2017).
En el zumo de granada las punicalaginas presentan una mayor actividad antioxidante (50
% aprox.) seguida de otros taninos hidrolizables (33 %) y el 3 % al acido elagico (Garcia-

Viguera y Pérez Vicente, 2004).

2.3.3.2 Actividad antiviral contra el virus sincitial respiratorio humano

El virus sincitial respiratorio humano (VSRh) pertenece a la familia Paramyxoviridae
género Pneumovirus, orden de los mononegavirales (que tienen un genoma de ARN no
segmentado, de sentido negativo). Es un virus que tiene una envoltura exterior (virus
envuelto) de 130-300 nm de diametro, posee once proteinas de las cuales siete son
estructurales (G, F, SH, M, P, Ny L) y el resto no estructurales (NS1, NS2, M1, M2) (Figura

2.6).
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Figura 2.6. Estructura del virus sincitial respiratorio. Tomado de Bawage
et al. (2013).

El ciclo replicativo del VSRh inicia con la entrada de este al tracto respiratorio con las
subsecuentes etapas descritas a continuacion de manera puntual (Figura 2.7): 1) Union del
virus a la superficie de la célula del epitelio mediante la proteina G, enseguida entra el virus
por fusibn mediante la proteina F e inserta su envoltura viral en la membrana de la célula
huésped, en condiciones de pH neutro. 2) Transcripcion y replicacién viral de un nuevo
genoma de ARN (-); las copias genémicas del ARN viral sintetizadas se ensamblan
progresivamente en viriones. 3) Ensamblaje y gemacion viral (salida); a través de varios
mecanismos se ensamblan complejos de glicoproteinas y las proteinas de la nucleocapside
fuertemente unidas al genoma del ARN, el viribn maduro se separa de la membrana apical
y sale de la célula. La diseminacion subsiguiente de célula a célula a través de la fusion de
las membranas plasmaticas vecinas da como resultado la formacion de grandes sincitios y
lesiones epiteliales en el tracto respiratorio superior. Esto facilita la propagacion del virus a
las vias respiratorias inferiores, causando eventualmente los sintomas caracteristicos (Hu

et al., 2020).
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Figura 2.7. Ciclo replicativo del virus sincitial respiratorio. Modificado
de Hu et al. (2020).

El VSRh es uno de los principales patdégenos que causa infecciones del tracto
respiratorio en nifios pequefios, adultos de la tercera edad y en pacientes
inmunocomprometidos, desde infecciones leves hasta bronquiolitis y bronconeumonia,
aumentando el factor de riesgo para el desarrollo de asma infantil (Garcia et al., 2018). Se
transmite por contacto con secreciones respiratorias, se multiplica en las células epiteliales
del tracto respiratorio superior y después de 1 a 3 dias se propaga hacia el aparato
respiratorio inferior (Corzo-Lépez y Valdés-Ramirez, 2013).

En la inmunoprofilaxis contra este virus se utiliza el palivizumab cuya aplicacion esta
supeditada a cierto rango de edades con ciertas caracteristicas como prematurez; en
México se ha recomendado este biofarmaco desde el 2009 debido a la morbilidad y
mortalidad asociada al VSRh en nuestro pais (Garcia et al., 2018). Por otro lado, Diaz y
Avendaiio (2017) mencionan que los esfuerzos para el desarrollo de vacunas han dado
resultados nulos debido al desconocimiento que impera todavia respecto a los mecanismos
responsables de la adquisicién de inmunidad contra el VRSh.

Con base a lo anterior, es importante la propuesta de la BFM como auxiliar en la

prevencion de infecciones asociadas a este virus resaltando aspectos tales como la mayor
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preferencia de los consumidores por una bebida en lugar de tener que administrarse un
medicamento, se da un valor agregado a un residuo agroindustrial, su formulacion es a
base de zumos naturales de mayor demanda en bebidas y su precio aproximado seria de
$23.00/L, con base a las proyecciones de un estudio de mercado realizado por
colaboradores de este grupo de trabajo (Naar, 2017).

Respecto a la linea celular HEp-2 (de epitelio humano de carcinoma de laringe), es
idénea para estudiar al VSRh, porque simula a las células de las vias respiratorias. El efecto
citopatico que se observa es la formacién de sincitios o unidades formadoras de placa (UFP)
por la fusion de las membranas celulares asociadas a la infeccion por el VSRh. Los sincitios

se observan como células gigantes multinucleadas (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Formacion de sincitios del VSRh. Modificado de Instituto Suizo
de bioinformatica [SIB], (s.f.)

Existen investigaciones referentes al uso de extractos de P. granatum con actividad
contra virus diferentes al VSRh, ademds, no se ha incorporado a ningun alimento. Por
ejemplo, la patente W0O2009/032887 Al (Clymer & Rennie, 2009), divulga de forma explicita
un meétodo de tratamiento y prevencion de una infeccidbn de las vias respiratorias
administrando al sujeto de ensayo una composicion de 450 a 500,000 Ul de colecalciferol.
Se ejemplifica la combinacién de dicho compuesto con extracto de granada y excipientes,

pero estan ausente los zumos de naranja y de guayaba. Sin embargo, no indica la parte
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que utilizaron del fruto de la granada, ni la preparacion del extracto. En resumen, la patente
utiliza al colecalciferol como principio activo para proporcionar alivio de los sintomas de
infecciones del tracto respiratorio, el cual no se puede sustituir por algun otro agente de los
gue refiere como “componentes adicionales” y no divulga ni sugiere utilizar un extracto de
granada como sustancia antiviral contra el virus sincitial respiratorio humano, tampoco el
uso del jugo de Citrus sinensis y Psidium guajava. De igual modo, Pefia Nufiez (2008)
expuso la actividad antiviral de un extracto hidroalcohdlico liofilizado del fruto completo de
Punica granatum L. contra el virus de la influenza. Morffi Figueroa et al. (2006) reporto
también la actividad antiviral de un extracto hidroalcohdlico del fruto completo de Punica

granatum L. (BLBu), y utilizaron ratones de la linea Balb/c como modelo experimental de

gripe.

2.4 Bebidas funcionales

Los alimentos funcionales surgieron en Japén a mediados de la década de los afios 80s,
su definicibn presenta algunas ambigliedades por la falta de un acuerdo a nivel
internacional para este tipo de productos lo que es complicado debido a que en la mayoria
de los paises no existen un departamento ni una legislacion especifica para los alimentos
funcionales, por ejemplo, en México los regula la Secretaria de Salud (SSA) y se maneja el
término de alimentos fortificados/funcionales (se les agregaron biocompuestos) y
naturalmente saludables.

Un alimento funcional se suele definir como un alimento natural o procesado que posee
determinado tipo de biocompuestos a una concentracion definida, ademas de nutrir tiene
un efecto preventivo o correctivo dirigido hacia una patologia en especifico del consumidor
(Valenzuela et al., 2014). En los alimentos funcionales procesados se pueden eliminar
componentes dafinos para la salud, fortificarlos afiadiendo componentes que de manera

natural no contiene y se enriquecen cuando se agregan componentes que contiene de
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manera natural pero que pueden disminuir durante el procesado industrial; otra
caracteristica es que no tienen presentacion de pastillas o pildoras. Comercialmente se les
nombra también como super alimentos (superfood) y les confieren propiedades
beneficiosas para la salud que no siempre estan basadas en estudios cientificos; un super
alimento es la chia de la que mencionan que cuentan con una gran cantidad de compuestos
gue le dan la propiedad de prevenir varias enfermedades.

La importancia de estos alimentos se debe a que en la actualidad los consumidores
demandan productos de calidad que proporcionen placer al consumirlos (texturas y sabor
(heddnico)), saludables debido a que quieren llevar una vida sana, el incremento de una
poblacion que envejece, demanda productos de conveniencia (practicidad) porque son
consumidores ocupados y exigentes en su alimentacion (alimentos frescos o poco
procesados), aumento de la evidencia del beneficio de los alimentos funcionales en la salud,
alimentos sin conservadores y/o aditivos con doble funcion (tecnolégico y en la salud). Un
beneficio econémico asociado al consumo de los alimentos funcionales es la reduccién del
gasto en la prevencién o tratamiento de enfermedades debido a que este tipo de alimentos
suelen ser més baratos que un medicamento (Ferreira y Luengo, 2007).

En México del 2012 al 2017 las ventas de alimentos funcionales se incrementaron del
26.3 al 38 %, representando una derrama de US$6,716 millones en el 2017 (Enfasis
alimentacién on line, 2018). Respecto a las bebidas funcionales tienen una gran demanda
porque suelen estar listas para su consumo lo cual es una caracteristica que buscan los
consumidores en un alimento como ya se menciond; en el 2014 represent6 el 59 % de las
ventas en el mercado de los alimentos funcionales en los Estados unidos. Las tres
principales categorias de bebidas funcionales son: 1) a base de lacteos, 2) de vegetales y
frutas, 3) deportiva y energética (Corbo et al., 2014). En la formulaciébn de bebidas
funcionales se pueden incluir frutas y verduras como fuentes de compuestos bioactivos,

como los de la granada que han sido estudiados por sus actividades antioxidante,
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anticancerigena, antiinflamatoria, antidiabética y cardioprotectora (Yilmaz-Akyuz et al.,
2019).

Empresas y grupos de investigacién trabajan de manera conjunta para identificar y
evaluar compuestos bioactivos con actividades biol6gicas en el organismo del consumidor,
lo que implica la caracterizacion de matrices alimentarias, extraccién de sus compuestos
bioactivos, evaluacion in vitro e in vivo de su bioactividad utilizando lineas celulares y
modelos animales vy, finalmente, la validacion de los resultados mediante estudios en
humanos (Puiggros et al., 2017). Ademas, se ha demostrado que, aunque los compuestos
bioactivos ejercen actividades beneficiosas por si mismos, su combinacién puede
incrementarlas (Puiggros et al., 2017).

Ogundele et al. (2016) expusieron un efecto sinérgico positivo en la actividad
antioxidante de bebidas funcionales disefiadas con mezcla de dos o mas jugos de frutas
(naranja, pifia, limén o zanahoria) y un extracto de Hibisco sabdariffa (rosa o flor de
jamaica). Unas bebidas funcionales a base de limon y bayas de acai, maqui y espino negro
presentaron un elevado contenido de polifenoles totales y una actividad antioxidante por
arriba del 80 % (Gironés-Vilaplana et al., 2013). Como ya se menciond, los residuos
agroindustriales son una fuente de biocompuestos de gran importancia para el desarrollo
de bebidas funcionales en este caso. Amofa-Diatuo et al. (2016) utilizaron residuos de la

coliflor para obtener extractos que son adicionados a una bebida de zumo de manzana.

25 Proceso de elaboracion de una bebida no alcoholica

Las bebidas no alcohdlicas se definen como aquellas que ademas de agua potable
pueden contener como maximo un 2 % de alcohol etilico, edulcorantes, saborizantes,
diéxido de carbono, jugos, pulpas de frutas, verduras o legumbres y otros aditivos
autorizados por la SSA (NMX-F-439-1983); dependiendo de su composicion, se clasifican

en 5 grupos de acuerdo con lo establecido en el CODEX STAN 192-1995 (Figura 2.9).
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Bebidas no alcohdlicas

Aguas Zumos (jugos)
de frutas y

Néctares de Bebidas a base de aguas Café, sucedaneos
frutas y aromatizadas, incluidas del café. té
: hortalizas las bebidas para infusi hie
- Minerales naturales y hortalizas deportistas, bebidas lnfu??‘:: z: |;||1ildear:as
de manantial, - Néctares de frutas. electroliticas, y bebidas .
) ’ calientes, a base de
- Zumos (jugos) de frutas con particulas anadidas
- Aguas de mesa y - Néctares de p . cereales y granos,
gaseosas. - Zumos (jugos) de hortalizas. excluido el cacao.
hortalizas.
- Concentrados para -Abase de agua

néctares de frutas. aromatizadas con gas.

- Concentrados para A base_de agua
néctares de aromatizadas sin gas,

hortalizas. incluidos ]0_5 ponches de
fruta y las limonadas y
bebidas similares.

- Concentrados (liguidos o
solidos) para bebidas a
base de agua aromatizadas.

Figura 2.9. Clasificacidn de las bebidas no alcohdlicas. Elaboracién propia con los
conceptos del CODEX STAN 192-1995.

El presente trabajo de tesis concierne a las bebidas no alcohdlicas a base de pulpas de
fruta y al respecto en el PROY-NOM-173-SE-2020 se exponen las siguientes definiciones:

Jugo. Es el producto liquido sin fermentar, pero fermentable, obtenido al exprimir
vegetales o frutas u hortalizas o verduras en buen estado, debidamente maduras y frescas
0 que se han mantenido en buen estado por procedimientos adecuados, clarificado o no, y
sometido al tratamiento adecuado que asegura su conservacién en el envase.

Jugos mixtos. Es aquel jugo que puede elaborarse a partir de la mezcla de dos o mas
jugos y jugos de concentrados de diferentes tipos de vegetales o frutas u hortalizas o
verduras.

Bebidas no alcohdlicas con contenido de vegetal o fruta. Liquidos naturales o
transformados que proporcionan al organismo elementos para su nutricién y con menos de
2.0 % (v/v) de alcohol etilico y un porcentaje mayor o igual al 10 % en su composicion final

de vegetales o frutas o la combinacién de estos.
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En la figura 2.10 se esquematizan las etapas que integran los procesos para la

elaboracion de zumos y néctares, asi como, de bebidas refrescantes no alcohdlicas a nivel
(b)

—

Figura 2.10. Diagramas de flujo del proceso de elaboracién de zumos y néctares (a)

y de bebidas refrescantes no alcohdlicas (b). Elaboracién propia con datos
de Dominguez Deras (2017).

industrial.

(a)
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2.5.1 Recepcioén y pesado de materia prima

Esta etapa consiste en la adquisicion de la materia prima con base a los parametros de
madurez especificados, posterior al ingreso a la planta se realiza el pesado y después se
descarga en contenedores para su movilizacion por bandas transportadoras (Malvais
Delgado, 2017). Con respecto a la madurez de las materias primas, se considera un
parametro critico en la elaboracion de bebidas a base de frutas ya que de este depende en
gran medida la calidad del producto final y es también un factor muy importante a la hora
de estandarizar procesos. Se puede definir de la siguiente manera.

Madurez fisiolégica o punto sazén. Se alcanza cuando se completa el desarrollo, en este
periodo de maduracién las frutas son susceptibles, en condiciones apropiadas, de seguir
transformandose y alcanzar la madurez de consumo. En este periodo las frutas pueden ser
cosechadas, pero si el corte se efectua antes, la maduracién se vuelve muy irregular.

Madurez de consumo. Estado fisiolégico en el cual la fruta presenta las caracteristicas
fisicas, quimicas y sensoriales apropiadas para ser consumida.

Por otro lado, algunos procesos se basan en el color para determinar la madurez de su
materia prima en donde utilizan escalas visuales que indican el desarrollo o porcentaje de
cubrimiento con el color deseado de la superficie del fruto 0 mediante la medicién objetiva
haciendo uso de colorimetros (NMX-FF-006-1982; Organizacion de la Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion [FAO], 2003). De igual modo, se suele utilizar el indice

de madurez que se calcula a partir de los °Brix y la acidez titulable.

25.2 Lavado y seleccion de la materia prima

La materia prima se moviliza a la linea de lavado a través de bandas transportadoras,
donde se elimina la suciedad que haya adquirido en las etapas de recoleccion y/o
transporte. La materia extrafia presente se separa y la limpieza se realiza con agua a

presion (Dominguez Deras, 2017). La NOM-251-SSA1-2009 y la Comision Federal para la
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Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS, s.f.) describe el proceso de limpieza y
desinfeccion como sigue: remover piedras y tierra de los frutos, tallar la superficie con agua,
jabén y estropajo, enjuagar al chorro de agua; sumergirlos durante 10 min en una solucion
desinfectante (10 gotas de cloro de uso doméstico, yodo o plata coloidal/L agua), enjuagar
con agua purificada y escurrir. A continuacion, la materia prima mediante bandas
transportadoras se lleva al proceso de selecciéon manual, en donde los frutos que presentan
dafios fisicos son retirados y el resto pasa a una maquina seleccionadora por tamafo
(Malvais Delgado, 2017). Una fruta sana es aquella que esta libre de enfermedades,
heridas, pudriciones, dafios producidos por insectos u otras plagas, libre de insectos vivos
0 muertos o sus larvas (NMX-FF-006-1982). Cuando las frutas presentan pérdida de la
integridad de sus tejidos, las heridas pueden ser la via de penetracién de hongos y/o
bacterias que promueven la pudricion (FAO, 2003), de ahi la importancia de seleccionar

frutos completamente sanos.

2.5.3 Extraccion y tamizado
El proceso de extraccion de las frutas dependera de las caracteristicas morfoldgicas de
éstas. Por ejemplo, durante el procesamiento de aquellas que poseen hueso primeramente
se utilizan deshuesadoras y seguido se someten a un proceso de tamizado para eliminar la
piel; en el proceso de frutos citricos primero se elimina la corteza, se extrae el zumo y
posteriormente se tamiza el producto para eliminar restos de pulpa, piel y corteza
(Dominguez Deras, 2017). Las indicaciones descritas en el PROY-NOM-173-SE-2020 son
que:
“El jugo debe prepararse mediante procedimientos que mantengan las
caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y nutricionales esenciales de
vegetales o frutas u hortalizas o verduras del que procede. Se pueden elaborar

junto a sus pepitas, semillas y pieles que normalmente no se incorporan al jugo,
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aunque pueden ser aceptables algunas partes o componentes de pepitas,
semillas y pieles que no puedan eliminarse mediante los procesos fisicos
industriales convencionales. Este producto puede elaborarse a partir de jugo
de vegetales o frutas u hortalizas o verduras congelados o de jugo de vegetales

o frutas u hortalizas o verduras concentrados reconstituidos (o en conjunto)”.

2.5.4  Pasteurizacion

Para lograr una estabilidad biol6gica de los alimentos mediante la destruccién o
inactivacion de microorganismos patégenos y/o sus esporas, se les puede aplicar un
tratamiento térmico en el cual el producto se expone a una fuente de calor por un tiempo
apropiado, después se realiza un enfriamiento con agua que debe contener cloro a una
concentracion final de 0.5 mg/kg como minimo, con lo que se pretende que el producto
alcance una temperatura interna aprox. de 40 °C; dicho tratamiento puede realizarse antes
o después de que se vierta el producto en envases sanitarios de cierre hermético (NOM-
130-SSA1-1995). La pasteurizacién es un tratamiento térmico que se realiza por debajo de
los 100 °C generalmente, y se aplica para la destruccidon de microorganismos patégenos e
inactivacion de enzimas de algunos alimentos liquidos. Los microorganismos patégenos se
eliminan de los néctares y zumos mediante un tratamiento térmico a 120 °C por un periodo
de 2 s, luego se enfrian usando agua glicolada a -4 °C (Malvais Delgado, 2017), es decir,

agua con anticongelante glicol para que esta baje su punto de congelacion.

2.5.5 Envasado

El envase es un recipiente que contiene a un producto y que permite la conservacion de
sus propiedades fisicas, quimicas, sanitarias y sensoriales. La normatividad mexicana
reglamenta que el envasado de los alimentos sea en recipientes de tipo sanitario de

materiales inocuos y resistentes a las distintas etapas del proceso, asi como, a las
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condiciones habituales del almacenaje, de tal manera que no reaccionen con el producto y
que no produzcan sustancias toxicas ni alteren sus caracteristicas fisicas, quimicas y
organolépticas. De manera especifica, se recomiendan recipientes de cierre hermético para
proteger el contenido contra la entrada de microorganismos a fin de garantizar su
estabilidad bioldgica.

Para elegir un envase es importante tomar en cuenta aspectos como el material del que
esta hecho, el volumen y el proceso de llenado; son factores que conforman el ambiente en
el que esta inmerso el alimento (Evans, 2011), pueden repercutir en la calidad del producto
durante su almacenamiento o conferirle proteccién contra agentes externos. El uso de vidrio
como material de envasado para los alimentos estd justificada debido a que este material
es impermeable a los gases, vapores y liquidos, es quimicamente inerte respecto de los
liquidos y los productos alimenticios, es un material higiénico, facil de lavar y esterilizar, es
inodoro, no transmite los gustos ni los altera, resiste presiones elevadas internas propias
de ciertos liquidos y posee una resistencia mecéanica suficiente para soportar los golpes en
las cadenas de empacado (Dominguez Deras, 2017).

Se permite el uso de envases retornables siempre y cuando su almacenamiento sea en
condiciones higiénicas, protegidos de polvo y de materia extrafa; que previo a su uso se
sometan a una desinfeccién interna y lavado externo con soluciones desinfectantes, se
enjuaguen con agua de consumo humano, se escurran de tal manera que no queden
residuos de los desinfectantes que se usaron a fin de garantizar la inocuidad del producto
terminado. Los tapones o tapas son nuevos, de material no téxico y almacenados en
condiciones higiénicas libres de polvo y de materia extrafia; en el caso de que se lleguen a
contaminar se deben lavar y desinfectar con soluciones que no modifiquen,
reaccionen o alteren sus caracteristicas originales (NOM-218-SSA1-2011; NOM-130-

SSA1-1995; NOM-086-SSA1-1994; NMX-F-118-1984).

23



Durante el llenado es importante considerar el espacio libre que se deja en un envase
herméticamente cerrado para que su contenido pueda dilatarse durante el tratamiento
térmico y que al enfriarse alcance el vacio adecuado, también se evita la contaminacion de
la superficie de cierre con producto; esta accion se realiza tomando en cuenta la capacidad
del envase y pueden excluirse los envases llenados asépticamente los cuales pueden o no
tener espacio libre (NOM-130-SSA1-1995). Por otro lado, la masa de capacidad de llenado
de un envase se calcula con la cantidad de agua destilada a 20 °C en el envase abierto
hasta una distancia de 5 mm abajo del borde inferior del doble cierre, si aplica; en el caso
de envases con otro tipo de cierre el contenido del agua debe considerarse hasta el borde
superior del envase (NMX-F-314-1977).

El llenado a los recipientes individuales se realiza automéaticamente con una maquina
llenadora y se cierran mediante tapones, capsulas o tapas dependiendo de sus
caracteristicas igualmente mediante una maquina de cerrado los envases. Una vez
finalizado este proceso, se lleva a cobo una inspeccién para asegurar que el nivel de llenado
es el correcto. En el caso de las bebidas con gas se atemperan para evitar condensaciones
debido a que el envasado se realiza a temperatura inferior a la del ambiente, y cuando se
trata de bebidas sin gas también se atemperan tras su tratamiento térmico, para evitar el
deterioro sensorial del producto por altas temperaturas. En el caso de los zumos y néctares,
después de la etapa de pasteurizacion se puede almacenar temporalmente en un tanque

(producto a granel) y los envases se esterilizan para evitar la contaminacion del producto.

2.5.6 Codificado, etiquetado y empaquetado

Durante la etapa de etiquetado, los productos se codifican con el niumero de lote y la
fecha de consumo preferente, colocando dicha informacion sobre el envase, tapa o en la
etiqueta, con lo que se asegura su identificacién antes de pasar a las maquinas donde se

agruparan en cajas, palets u otras presentaciones para su posterior almacenamiento y
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distribucién (Malvais Delgado, 2017). La etiqueta es todo rétulo, imagen u otra forma
descriptiva o gréfica impreso, marcado, grabado y adherido al empaque o envase del
producto (NOM-130-SSA1-1995), su importancia radica en brindar proteccién al alimento
porque los productos conservados en envases 0OScCUros u opacos mantienen su color

caracteristico durante mas tiempo que los expuestos a la luz (Evans, 2011).

2.5.7 Almacenamiento, transporte y distribucion

Después del envasado y etiquetado las bebidas se almacenan en la fabrica hasta su
distribucién evitando que sea por tiempo prolongado. En el almacén la temperatura se
mantiene fresca para la mayor conservacion del producto y debe estar correctamente
ventilado. Normalmente, los envases se guardan en cajas o palets debidamente
identificados, estibados en superficie y altura adecuados al movimiento, recepcion,
manipulacion y expedicién. Durante el almacenamiento se realizan inspecciones tanto de
los productos como de las condiciones del lugar para evitar que los envases y el producto
se deterioren (Dominguez Deras, 2017). El almacenamiento a bajas temperaturas puede
influir en la estabilidad de los productos y se puede lograr extender el tiempo en el cual
mantenga su calidad; la temperatura de refrigeracion ideal para alimentos es entre 1y 5 °C
(Evans, 2011).

En el presente proyecto se pretende preparar una bebida a base de frutas con una alta
concentracién de compuestos polifendlicos por lo que se deberan cuidar las condiciones
del proceso debido a que los ingredientes, tratamiento térmico, almacenamiento vy
transporte de la produccion y procesamiento de bebidas antioxidantes afectan la estabilidad
de los polifenoles provocando su degradacion (Ananingsih, 2013). Makila et al. (2017),
realizaron el proceso de pasteurizacion en botellas de 50 mL y reportaron que el tiempo de
calentamiento para alcanzar la temperatura interna de 95 °C fue de 5-10 minutos de sus

jugos de fruta ricos en compuestos polifendlicos.
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2.5.8 Proceso de fabricaciéon de bebidas refrescantes a nivel industrial

Suministro y tratamiento de agua potable

El agua procede ya sea de la red de abastecimiento municipal o de un pozo privado, se
potabiliza mediante un conjunto de procesos fisicos y/o quimicos con la finalidad de mejorar
su calidad (libre de contaminantes quimicos o agentes infecciosos) y hacerla apta para uso
y consumo, de tal manera que no cause efectos nocivos en el ser humano (NOM-127-SSA1-
1994). En las industrias analizan el agua de entrada a la planta y frecuentemente le dan un
tratamiento adicional (filtracién, desaireacioén, reduccion de alcalinidad y desinfeccion) para
adecuar sus caracteristicas a la fabricacion de bebidas (Malvais Delgado, 2017).

Preparacién del jarabe de azucar

La elaboracion del jarabe simple se inicia con la dilucion en agua del azucar en forma
cristalina o liquida, se filtra y decolora o no lo cual depende de la calidad de azucar y del
tratamiento térmico (Dominguez Deras, 2017). Posteriormente, se puede mezclar con
ingredientes como otros azlcares, preparados aromaticos, zumos, vitaminas, minerales y/o
aditivos, por ejemplo, acidulantes, colorantes, conservadores y edulcorantes intensos, asi
como, vitaminas y minerales (Malvais Delgado, 2017); este producto recibe el nombre de
jarabe terminado el cual se puede almacenar en los tanques de mezcla por 24 h como
maximo, porque después de dicho tiempo se corre el riesgo de que sufra alteracion
microbioldgica y sensorial.

Bebida terminada

La bebida se prepara en un mezclador donde se combinan el jarabe terminado, el agua
tratada (en las proporciones requeridas) y el gas carbonico cuando se trata de una bebida
con gas. Las bebidas sin gas se pueden pasteurizar antes del envasado porque
normalmente es un proceso aséptico, 0 se envasan y posteriormente se les realiza un

tratamiento térmico en tuneles denominados de pasteurizacion (Dominguez Deras, 2017).
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Recepcion, lavado e inspeccidon de envases

Las botellas de vidrio reutilizables que se utilizan para envasar bebidas, en la planta
embotelladora se seleccionan y seguido se someten al proceso de lavado y desinfeccion.
Esto se realiza mediante un sistema de remojo y aspersion con detergentes y
desinfectantes, a altas temperaturas 0 ambiente y mediante un cepillado se eliminan las
etiquetas. Mediante inspectores electrénicos o por personal entrenado, cada botella se
examina para asegurar de que no existen ningun tipo de defecto y comprobar que se elimino
en su totalidad liquidos residuales y/o cuerpos extrafios de la misma. En el caso de envases
nuevos, se enjuagan con agua potable para eliminar cualquier sustancia o cuerpo extrafio
antes de su uso y también se someten a inspeccién como ya se sefialé (Malvais Delgado,

2017).

2.6 Estabilidad de los alimentos

Los estudios de estabilidad permiten evaluar bajo condiciones de almacenamiento
definidas (tiempo, temperatura, envase, humedad y/o luz), el comportamiento de los
diferentes componentes presentes en un alimento mediante pruebas fisicoquimicas y
microbiol6gicas, cuyos resultados permiten establecer si cumple o no con los criterios de
calidad establecidos en la normatividad correspondiente; la informacion generada sentara

las bases para un estudio posterior de vida util (Nicoli, 2012).

2.6.1 Tipos de pruebas de estabilidad

Las pruebas de almacenamiento de un producto pueden ser de tres tipos (Phimolsiripol
y Suppakul, 2016): 1) Acelerada. Se aplica bajo un intervalo de condiciones de temperatura,
humedad relativa o presién parcial de oxigeno, por lo general (Giraldo, 1999), bajo la
premisa de que el proceso de deterioro acelerado seré el mismo bajo las condiciones reales

de almacenamiento del alimento (Kilcast y Subramaniam, 2000). En la practica este tipo de
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prueba acorta considerablemente el tiempo para tener resultados (Kilcast y Subramaniam,
2000). 2) De uso/abuso. Se basa en el uso de un ciclo de variables ambientales y se suele
utilizar para evaluar tanto al producto como al empaque como una unidad, también se suele
aplicar para determinar el efecto del proceso del transporte en el alimento. 3) Estatica. El
producto debe estar a las condiciones lo mas reales de almacenamiento por lo que requiere
mas tiempo para que se observen cambios y suele ser costosa. En el presente trabajo, se
aplico este tipo de prueba para evaluar la estabilidad a 4 °C de la BFM, envasada en frasco
de vidrio de 128 mL de capacidad con tapa metdalica de cierre hermético; se realizaron
pruebas fisicoquimicas y microbiolégicas considerando lo establecido en las normas para
bebidas no alcohdlicas y mixtas (Tabla 2.1), debido a que no existe una especifica para

alimentos como la BFM.

Tabla 2.1. Normas nacionales e internacionales para bebidas no alcohdlicas y mixtas

Norma Informacion

NMX-F-439-1983 Definicién y clasificacion de bebidas.

CODEX STAN 192-1995 Definicién y clasificacion de bebidas.

NOM-251-SSA1-2009 Buenas practicas de higiene desde la recepcién de la
materia prima hasta el almacenamiento del producto
terminado.

NOM-127-SSA1-1994 Definicién: agua para uso y consumo humano,

potabilizacion.

PROY-NOM-173-SE-2020  Definicion:; néctar, pulpa, puré, bebidas no alcohdlicas
a base de vegetales o frutas, jugo, jugo mixto de
vegetales, frutas, hortalizas o verduras. °Brix y el limite
minimo para jugos de frutas multiples.

Caracteristicas sensoriales del néctar de guayaba.

NMX-FF-006-1982 Definicién: madurez fisioldgica y madurez de
consumo.

NMX-FF-040-2002 Especificaciones generales para el fruto de la
guayaba.

Madurez fisiol6gica minima de los frutos.
Célculo del indice de madurez.

NMX-F-078-S-1980 Especificaciones del néctar de guayaba: °Brix, acidez
titulable, pH, nimero de malla del tamiz.
Porcentaje de llenado del envase.

NMX-F-464-1984 Especificaciones del jugo de naranja concentrado:
acidez titulable y °Brix.
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Tabla 2.1. Continuacion...

Norma

Informacion

NTP 203.110 2009

CODEX STAN 247-2005
NMX-F-103-1982
NMX-F-317-S-1978
PROY-NOM-211-SSA1-2002
NMX-F-066-S-1978
NMX-F-102-S-1978

NOM-218-SSA1-2011

NMX-F-466-1984

NOM-092-SSA1-1994
NOM-110-SSA1-1994

NOM-111-SSA1-1994

NOM-113-SSA1-1994
NOM-130-SSA1-1995

NMX-F-314-1977

COGUANOR NGO 34 003 h3

COVENIN 1051-82

Limites fisicoquimicos para bebidas de frutas no
alcohdlicas (pH y °Brix).

Nivel minimo de °Brix para bebidas de naranja con
un 50 % de jugo y sus caracteristicas sensoriales.
Determinacion de °Brix.

Determinacion del pH.

Determinacion de sdlidos totales.

Determinacion de cenizas totales.

Determinacién de acidez titulable del jugo de
granada y puré de guayaba.

Pruebas microbioldgicas (mesofilicos aerobios y
coliformes totales) y los limites permitidos para
bebidas no alcohdlicas.

Pruebas microbioldgicas (mesofilicos aerobios y
mohos y levaduras) y los limites permitidos para
bebidas no alcohdlicas.

Parametros fisicoquimicos (°Brix, pH, % cenizas
totales, acidez titulable) y los limites permitidos
para bebidas de naranja.

Caracteristicas sensoriales.

Cuantificacion de mesofilicos aerobios.
Preparacion de diluciones para los analisis
microbiolégicos.

Cuantificacion de mohos y levaduras.
Cuantificacion de coliformes totales.

Definicién: envase, envases herméticamente
cerrados, espacio libre, etiqueta, tratamiento
térmico, pasteurizacion.

Limites microbiolégicos para bebidas no
alcohdlicas (mesdfilos aerobios, mohos y
levaduras).

Clasifica a los jugos y néctares como alimentos
acidos (pH=4.6).

Definicién: masa de la capacidad de llenado de
envases de productos alimenticios.
Determinacién del porcentaje del volumen ocupado
por el producto.

Determinacién del espacio libre en alimentos
envasados.

Una vez que se definen tanto el tipo de prueba como las condiciones de
almacenamiento, se lleva a cabo un monitoreo de los parametros considerados para la
evaluacioén de la estabilidad a lo largo del periodo de tiempo establecido. El muestreo para
1 aflo de almacenamiento (por ejemplo, algunos cereales para el desayuno), puede

programarse cadameso alos 0, 1, 2, 3, 6 y 12 meses (Phimolsiripol y Suppakul, 2016).
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2.6.2 Propiedades fisicoquimicas

La naturaleza compleja y heterogénea de los alimentos promueve cambios en sus
componentes durante su almacenamiento y los analisis fisicoquimicos son una herramienta
importante para determinar la estabilidad de estos y por ende la del producto, como ya se
menciond anteriormente. A continuacion se detallan los parametros fisicoquimicos
considerados en el presente trabajo.

La NOM-173-SCFI-2009 define a los °Brix como “el porciento de sdlidos disueltos en un
producto derivado de las frutas o de un liquido azucarado”, por lo que dicho parametro se
suele asociar con el contenido de sacarosa (%) en jugo o bebidas a base de frutas (Jijén,
2017). Por otro lado, los solidos totales (ST) en la norma PROY-NOM-211-SSA1-2002 se
definen como “el residuo que se obtiene al evaporar el agua contenida en un producto”;
también se suelen definir como los compuestos en solucion diferentes a la sacarosa como
otros azucares y acidos organicos, existen diferentes métodos para su determinacién
(Schvab et al., 2013). Debido a que en las frutas o sus productos los componentes
mayoritarios son los azucares, se suelen tomar como equivalentes °Brix y ST. Algunos
productos poseen un alto contenido de acidos organicos (citrico, ascérbico, etc.) y la acidez
titulable (acidez libre) determina dichos compuestos por medio de su neutralizacién con una
base fuerte como el NaOH, determinando el punto final por el vire de algun indicador de pH
o0 usando un potencidmetro. Las cenizas de un alimento representan los residuos
inorganicos que quedan después del proceso de calcinacion se considera un método
sencillo para determinar la calidad de ciertos alimentos asociada al porcentaje de cenizas
que se obtienen (Universidad Nacional Autonoma de México [UNAM], 2008).

De acuerdo con Garcia y Retana (2007), “Los °Brix es un indice de suma importancia en
la evaluacion de bebidas porque son indicadores de fermentacién, que causa la pérdida del
producto cuando el tratamiento térmico o el envasado se realizan de una forma incorrecta”

p.41. Por otro lado, los alimentos de baja acidez se consideran que son menos susceptibles
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a la contaminacion microbiana y ademas contribuyen a la estabilidad del sabor. Diversos
autores (Dionisio et al., 2016; Kausar et al., 2012; Sampedro et al., 2009) reportaron que
una disminucion en el pH y el incremento de la acidez de sus bebidas se debe a la
produccién de acidos asociada a la degradacién de carbohidratos por la accion de
microorganismos; por otro lado, Kausar et al. (2012), sefalan que “la alta acidez y el bajo
pH pueden deberse a la produccion de acido acético y acido lactico durante el
almacenamiento” (p. 243). Por su parte, en la NOM-130-SSA1-1995 los jugos y néctares se
clasifican como alimentos acidos (pH < 4.6).

Segun Schvab et al. (2013), los sdélidos totales y la acidez titulable son los parametros
quimicos mas frecuentemente evaluados en los jugos de fruta, debido a su estrecha
relacion con su calidad sensorial, si bien es cierto, en la literatura se encuentran reportes
de estabilidad de bebidas de fruta donde se evaluan los °Brix, pH y acidez titulable como
indicadores de la calidad durante el almacenamiento (Porto et al., 2017; Dionisio et al.,
2016; Kausar et al.,, 2012; Gironés-Vilaplana et al., 2013) también otras evaluaciones
incluyeron los sdlidos y cenizas totales (Garcia y Retana, 2007; Estrada, 2017). El contenido
de humedad o sélidos totales y cenizas pertenecen al andlisis proximal de alimentos y
tienen como principales propdsitos caracterizar nutricionalmente a los alimentos, asi como,
garantizar la calidad de productos formulados comercialmente (Vano et al., 2009).

Los valores obtenidos en cada uno de los analisis fisicoquimicos evaluados garantizan
la calidad del alimento siempre y cuando se encuentren dentro de los limites establecidos
en la normatividad nacional e internacional correspondiente, para este trabajo de tesis se
consideraron los indicados en la tabla 2.2. Cuando las normas no incluyen dichos limites
para los parametros fisicoquimicos evaluados, los resultados se suelen comparar con
aquellos reportados en la literatura para productos iguales o similares; de igual forma, se

puede considerar como un deterioro de la calidad cuando esta disminuye entre el 30 y el
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50 % con respecto al tiempo cero, como se sugiere para pruebas de vida acelerada

(Phimolsiripol y Suppakul, 2016).

Tabla 2.2. Limites fisicoquimicos establecidos en normas para bebidas no

alcohodlicas o mixtas.

Parametro Limite Ref.
Minimo Maximo
Acidez titulable
(g acido citrico/100 mL) NR 0.55 NMX-F-466-1984
10.0 NR CODEX STAN 247-2005
°Brix 10.5 13.0 NMX-F-466-1984
10.0 NR NOM-173-SCFI-2009
10.0 NR NTP 203.110 2009
Cenizas totales (%) 0.12 NR NMX-F-466-1984
H 3.0 4.0 NMX-F-466-1984
P NR 4.6 NOM-130-SSA1-1995
NR 45 NTP 203.110 2009
Sdlidos totales (%) NR NR PROY-NOM-211-SSA1-2002

NR: No reportado.

2.6.3

Carga microbiana

Las infecciones son causadas por la invasion y multiplicacion directa de bacterias, virus

0 parasitos dentro de un organismo superior; las intoxicaciones también pueden originarse

por toxinas de microorganismos (FAO, 2005). Por lo anterior, es importante asegurar la

inocuidad de un alimento antes de que se oferte al consumidor. En la tabla 2.3 se muestran

los limites microbiologicos permitidos para bebidas no alcohdlicas.
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Tabla 2.3. Limites microbiolégicos maximos permitidos para bebidas no alcohdlicas.

Microorganismos |NMX-F-466-1984 NOM-130-SSA1-1995 NOM-218-SSA1-2011
Coliformes totales NE NE 10
(NMP/mL)

Mesofilos aerobios 50 100 50
(UFC/mL)

Mohos y levaduras 10 25 NE
(UFC/mL)

NE: No especificado; NMP: Numero mas probable; UFC: Unidades formadoras de colonias.

El grupo de los microorganismos coliformes es el que mas ampliamente se utiliza en la
microbiologia de los alimentos como un indicador de la calidad microbiolégica de un
producto (aunque su presencia no necesariamente implica un riesgo sanitario), de la
eficiencia de practicas sanitarias e higiénicas del equipo y la calidad sanitaria del hielo y
agua utilizados durante el procesamiento de alimentos (NOM-113-SSA1-1994). La
presencia de bacterias coliformes es un indicador de contaminacion fecal y de otros
patégenos como virus, bacterias, protozoos y fases enquistadas de metazoarios. Como
resultado de la contaminacién fecal pueden encontrarse las bacterias entéricas como E.
coli, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Providencia y Serratia, algunas de ellas
conforman la flora intestinal. Por otro lado, el género Salmonella incluye serovariedades
que son causantes de enfermedades severas en humanos que se agrupan con el nombre
de salmonelosis e incluyen a la fiebre tifoidea y la paratifoidea. Por otro lado, existen cepas
de Shigella que provocan enfermedades diarreicas leves y severas (Baker y The, 2018).

Con respecto a los mohos y levaduras en los alimentos, también pueden utilizarse como
un indicador de practicas sanitarias inadecuadas durante la produccién y el
almacenamiento de los productos, asi como, del uso de materia prima impropia. Este grupo
de microorganismos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y pueden formar parte
de la flora normal de un alimento o como agentes contaminantes y hasta en los equipos

sanitizados inadecuadamente. Debido a su capacidad de metabolizar carbohidratos, acidos
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organicos, proteinas y lipidos, su presencia se asocia con la presencia de malos olores,
alteracion del sabor y el color en la superficie de los productos. Los mohos y levaduras
pueden sintetizar metabolitos toxicos resistentes al calor, a algunas sustancias quimicas,
asi como a la irradiacién, ademas de capacidad para alterar sustratos desfavorables, lo que
permite su crecimiento y reproduccion (NOM-111-SSA1-1994).

La técnica de cuenta en placa se utiliza para la estimacién de microorganismos viables
en un alimento, aunque no pone en evidencia todos los microorganismos presentes. El
recuento de termofilicos, psicrofilicos y psicotréficos es importante para predecir la
estabilidad del producto bajo diferentes condiciones de almacenamiento (NOM-092-SSA1-
1994).

Cabe sefnalar que las normas no incluyen aspectos que son importantes para el
consumidor, tales como el color instrumental, calidad sensorial, tipo y concentracion de
compuestos bioactivos a los que se les ha conferido actividades biolégicas. A continuacién
se amplia la informacién de este tipo de pruebas debido a la importancia que representan

como un criterio adicional de calidad aceptable del producto.

2.6.4  Color instrumental

Diferentes compuestos de naturaleza organica e inorganica son los responsables del
color de los alimentos (Mathias-Retting y Ah-Hen, 2014) y su evaluacion es importante
debido a que es el primer atributo que los consumidores asocian con la calidad de un
producto; se ha comprobado que un cambio en el color del alimento a pesar de que no se
haya alterado su forma, aroma u otros atributos de textura, puede ser motivo de rechazo
por parte de los consumidores o incluso de los catadores entrenados (Badui, 2006). El color
instrumental se puede medir empleando diferentes tipos de equipos y escalas, por ejemplo,

un método espectrofotométrico en el sistema de color CIEL*a*b* (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Sistema de color CIEL*a*b* y diagrama de cromaticidad. Tomado de
Konica Minolta Sensing Americas.

La luminosidad o grado de claridad (L*) va de blanco al negro cuyos valores son de
100 a 0, respectivamente, por lo tanto, conforme L* aumenta el color tiende a colores mas
claros y viceversa; a* puede tomar valores positivos (rojo) y negativos (verde); en el caso
de b* los valores positivos corresponden al amarillo y los negativos al azul. Por otro lado, el
angulo hue y C* se calculan a partir de los valores de b* y a*. Croma (C*) corresponde a la
saturacion del color y se representa como la distancia al eje de L* con valores que van del
0 al 100 %; a este parametro también se le suele llamar pureza de color, cuanto menor sea
la saturacién de un color mayor tonalidad grisacea habra y mas decolorado estara. El angulo
hue (h°) es el tono o matiz con valores de 0 a 360°, es la cualidad que distingue un color de
otro, por ejemplo, el amarillo del rojo.

Finalmente, el indice de oscurecimiento es otro parametro de color que se suele
medir en alimentos como las bebidas a base de frutas y verduras; este proceso se origina
por reacciones de Maillard u oscurecimiento no enzimatico, el cual se puede retardar con
diferentes compuestos anti-oscurecimiento entre los que se encuentran extractos obtenidos
de residuos agroindustriales (Moon et al., 2020).

Se ha reportado el efecto que algunos extractos vegetales tienen en el color de las
bebidas donde se adicionaron. Akponah et al. (2013), observaron un cambio de color de

amarillo palido a café en jugo de naranja; el color café varié con base al tipo y concentracion
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del extracto usado (ajo>jengibre>romero). Kopjar et al. (2011), midieron el color de jugo de
mora antes y después de la adicion de extractos que obtuvieron a partir de hojas de olivo,
corteza de pino, té verde, asi como, con vino tinto; reportando un incremento del color entre

32.76 y 38.42 %.

2.6.5 Pruebas sensoriales

La evaluacién sensorial se ocupa de la medicién y cuantificacion de las caracteristicas
de un producto o ingrediente, mediante la percepcion con los sentidos humanos. Un tipo de
prueba que se utiliza en el andlisis sensorial es la de nivel de agrado la cual permite
determinar, como su nombre lo dice, el nivel de agrado que una muestra tiene para una
poblacion en particular. Su aplicacién es sencilla y no requiere jueces entrenados o con
experiencia, los descriptores del nivel de agrado estan contenidos en una escala
denominada hedédnica estructurada donde los extremos corresponden a los niveles de
agrado y desagrado, asi como, un indicador del punto medio que corresponde a la
indiferencia por la muestra (Pedrero y Pangborn, 1997).

Porto et al. (2017), evaluaron el color, aroma, sabor y aceptacién general de una bebida
mixta de naranja con remolacha mediante una escala hedoénica de 9 puntos. En el caso de
unas bebidas de limén con mostaza café y amarilla, almacenadas a 4+1 °C, después de
240 y 360 dias, Chakraborty y Bhattacharjee (2018), realizaron una prueba sensorial con
15 hombres y 15 mujeres de entre 20-45 afios de edad, quienes evaluaron la apariencia
general, color, aroma, gusto, consistencia y resabio mediante una escala hedonica de 9
puntos; las bebidas fueron codificadas utilizando cifras de tres nimeros, posteriormente
expresaron sus resultados en una grafica de telarafia. Baba et al. (2016), también
emplearon una escala hedoénica verbal de 9 puntos para la evaluacion de sus bebidas de
jugo de pifia con suero de queso, por lo que en el presente proyecto se utilizard también

una escala heddnica verbal de 9 puntos para la evaluacién sensorial.
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2.6.6 Biocompuestos

La calidad de un alimento funcional se evalua con respecto a la concentracion de
biocompuestos presentes en este, cuya disminucion se vera reflejada en la conservacion
de las actividades bioldgicas que se le confieren a dicho alimento, las cuales también deben
monitorearse durante el periodo de almacenamiento. Khasanov y Matveeva (2020), refieren
que en una bebida se puede tomar como punto critico de calidad la degradacién mayor al
50 % de biocompuestos porque impactard de manera importante en la pérdida de sus
propiedades funcionales. Por otro lado, Santander-M et al. (2017), asociaron la disminucion
significativa de la capacidad antioxidante con la reduccion del CPT durante el
almacenamiento de una bebida a base de tomate de arbol y leche descremada. En el
presente trabajo de tesis se evalud la estabilidad de la BFM durante su almacenamiento

con respecto al CPT, asi como sus actividades antioxidante y antiviral contra el VSRh.
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3. ESTADO DEL ARTE

A la fecha no existen reportes del desarrollo de una bebida funcional mixta guayaba-
naranja adicionada con extracto de cascara de P. granatum, con actividades antioxidante y
antiviral contra el VSRh y, por consiguiente, tampoco del efecto de la temperatura y el
tiempo de almacenamiento sobre su estabilidad.

En el marco del presente proyecto de tesis, se hizo una investigacion de la disponibilidad
de bebidas mixtas de guayaba y naranja en el mercado mexicano; en algunas tiendas
departamentales se compraron las que se muestran en la figura 3.1. Es importante sefialar
que la fecha de consumo preferente de dichas bebidas vari6é de 6, 12 y 24 meses a partir

de la fecha de su elaboracion (informacion contenida en el nimero de lote).

JUMEX
Unicd Fre

T

i > i [
JUG0100% Y GUAYABA J¥

NATURAL CONT, NET. 11

CONTENIDO NETO: 946ml
JUGO DE FRUTAS MIXTAS

Figura 3.1. Bebidas mixtas de guayaba-naranja de venta
en tiendas departamentales en México.
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A continuacion, se detalla informacion relevante de las bebidas mixtas guayaba-naranja
comerciales: 1) Frutos de Vida en envase de plastico, jugo 100 % natural de frutas mixtas;
los ingredientes son jugo y pulpa de guayaba (55 %), jugo de naranja (45 %), vitaminas A,
Cy E, 100 % libre de conservadores y sin azucar. 2) Sin secretos en envase de Tetra Pak,
jugo 100 % natural: naranja 47 % y 53 % de guayaba reconstituidos, sin azUcar afiadido ni
conservadores. Del Valle también comercializa un Néctar mixto de guayaba-naranja en
envase de vidrio, sin embargo, no se encontré disponible a la venta. 3) Marketside en
envase de plastico, jugo de naranja y guayaba 100 % natural; sus ingredientes son jugo de
naranja 84 % minimo, pulpa de guayaba 15 % minimo, sorbato de potasio y como
conservadores naturales adicionaron extractos citricos especificamente de las semillas de
limoén, naranja y toronja. Las indicaciones son “Agitese antes de beber. Consérvese en
refrigeracion”. 4) Unico fresco Vita C de Jumex, envasada en tetra Pak, adicionada con miel
y extracto de jengibre. Sin conservadores ni azlcar afadida. Presentacién de 1 L. Menciona
que es 100 % jugo, sin embargo, no menciona en qué proporciones se encuentran cada
uno de los componentes. Para todas las bebidas las recomendaciones son agitar bien antes
de abrir y refrigerarse si no se consume en su totalidad.

Es importante sefialar que en ninguna de las bebidas mixtas mostradas se especifica
alguna actividad biol6gica; en el caso de la bebida Frutos de Vida en la parte frontal de la

etiqueta solamente se resalta la leyenda “El inmuno-fuerza”.
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4. JUSTIFICACION

En un trabajo previo del grupo de investigacion de la Universidad Tecnolégica de la
Mixteca se elabor6 una bebida funcional a base zumos de naranja y guayaba, adicionada
con extracto de la cédscara de granada (P. granatum), la cual presentd tanto actividad
antioxidante como antiviral contra el VSRh, esta ultima en la etapa de union del virus a la
célula observandose una reduccién en la carga viral y una disminucién del tamafio del
sincitio. Cabe resaltar que la composicién y actividades biol6gicas de la bebida se
encuentran en proceso de solicitud de patente MX/a/2017/007342 (Gonzalez-Mondragoén
et al., 2017), lo que pone de manifiesto la importancia de proponer una alternativa que no
sea un medicamento para la prevencion de la infeccion de las vias respiratorias por el VSRh
y que puedan ingerir consumidores de cualquier edad, principalmente menores de 5 afios
y adultos mayores (poblacion de mayor riesgo de contagio), asi como, el interés de una
transferencia de tecnologia a escala industrial para su futura comercializacion.

Debido a que se trata de un alimento es necesario tener informacion de la calidad de la
BFM durante su almacenamiento considerando la normativa para bebidas no alcohdlicas y
mixtas. De igual modo, es importante establecer el tiempo que conserva las actividades
biol6gicas que se le estan confiriendo (antioxidante y antiviral especificamente contra el
virus sincitial respiratorio humano). El almacenamiento de la bebida funcional mixta en
refrigeracion se precis6 considerando que los componentes de la bebida son 100 %
naturales aunado a que los polifenoles son termosensibles y estos son los responsables de
conferirle las actividades biol6gicas a esta bebida. Con base a lo anterior, en el presente
trabajo de tesis se evaluara la estabilidad de la BFM a 4 °C durante 6 meses, tiempo en el

gue se han evaluado bebidas funcionales.
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5. OBJETIVOS

5.1 General
Evaluar la estabilidad de una bebida funcional mixta adicionada con extracto de la

cascara de Punica granatum, durante su almacenamiento en refrigeracion.

5.2 Especificos

5.2.1 Establecer el acondicionamiento de las materias primas para la elaboracion
de una bebida funcional mixta con caracteristicas similares a las reportadas en la solicitud
de patente MX/a/2017/007342 (Gonzalez Mondragon et al., 2017).

5.2.2 Evaluar la calidad de una bebida funcional adicionada con extracto de cascara
de Punica granatum, durante su almacenamiento a 4 °C durante 6 meses, mediante
pruebas fisicoquimicas, microbiolégicas y un andlisis sensorial.

5.2.3 Establecer la estabilidad de una bebida funcional adicionada con extracto de
cascara de Punica granatum, almacenada a 4 °C durante 6 meses, con respecto a su
contenido de polifenoles, actividad antioxidante y actividad antiviral contra el virus sincitial

respiratorio humano (VSRh).

6. METAS

6.1 Tener una bebida funcional mixta para la cual se conoce el parametro critico de
calidad y el tiempo definido en el que conserva su calidad cumpliendo con lo establecido en

la norma nacional e internacional para bebidas no alcohdlica.

6.2 Identificar el tiempo limite en el que la bebida funcional mixta conserva sus

propiedades bioldgicas (actividad antioxidante y antiviral).
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1. MATERIALES Y METODOS

En este apartado se describen los materiales y métodos que se utilizaron para la
evaluacién durante 6 meses del efecto del almacenamiento en refrigeracion en la bebida

funcional mixta adicionada con extracto de cascara de granada.

7.1 Materiales y reactivos

Jugo de naranja concentrado comercial, azicar morena, agua embotellada (apta para el
consumo humano), aditivos alimentarios previamente adquiridos en VIC-PAC S.A. de C.V.,
Puebla, México. Soluciones amortiguadoras estandar para calibracion de electrodo de pH
4, 7y 10, hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N, etanol (C2HsOH), metanol (CH3zOH), cloruro de
sodio (NaCl), acido etilendiaminotetraacético (CioHisN2Og), cloruro de potasio (KCI)
(J.T.Baker). Peptona, agar cuenta estandar, agar papa dextrosa (Bioxon). L-glutamina
(CsH10N203), bicarbonato de sodio (NaHCO;), sal sédica del acido 4-(2-Hidroxietil)
piperazin-1-etanosulfénico 299.5 % (CgH1sN204S), &cido galico (C7HsOs), reactivo de Folin-
Ciocalteu 2N, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (CisH12NsOs) (Sigma-Aldrich). Acido tartarico
(C4HsO6) (CTR). Suero fetal bovino inactivado, alamarBlue™ (Thermo Fisher Scientific).
Acido 4-[(22)-2-[4-formil-6-metil-5-ox0-3-(fosfonometil) piridin-2-ilideno]hidrazinil] benzoico
(C15H14N30gP), medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés)
(Gibco). Fosfato acido de sodio (Na;HPO.) (Reactivos y productos quimicos finos S.A. de
C.V.). Fosfato &cido de potasio (K:HPO,) (Productos quimicos Monterrey S.A.). Carbonato
de sodio (Na.COs) (Reasol). Agar rojo violeta bilis (Difco™). Células HEp-2 que son células
de epitelio respiratorio humano provenientes de carcinoma de laringe (ATCC CCL-23). Virus
sincitial respiratorio humano (VSRh). Tubos para centrifuga de 50 mL (Falcon™).
Membranas de nylon 0.2 pm estériles y no estériles, membranas de fluoruro de

polivinilideno (PVDF, por sus siglas en inglés) de 0.45 um las cuales son de baja absorcion
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de compuestos quimicos (Whatman™). Cloro (Cloralex®). Vasos desechables de
polipropileno transparentes de 50 mL de capacidad (REYMA®). Agua desionizada, agua

Milli-Q®, cajas Petri desechables y placas de 96 pozos.

7.2 Equipos

Autoclave (sin marca), balanza analitica (Ohaus, 203028), bafio de recirculacion de agua
con control de temperatura (Thomas Scientific, MX07H135-G11B), bafio con control de
temperatura y recirculacion (Techne TE-10A), bafio ultrasénico (Branson, CPX8800),
bomba de vacio (Vacuubrand, ME4NT), cabina de suridad biolégica Clase Il Tipo A2
(Labculture®, ESCO), centrifuga refrigerada (Eppendorf, 5810 R), congelador (Torrey,
CHTC9), espectrofotdbmetro (Hinotek, UV765), espectrofotdmetro uv-vis (Jenway, 7305),
espectrofotdbmetro colorimetro (Hunter lab, Ultra Scan VIS), horno (Felisa, F292-DA),
incubadora (Felisa, FE-1220), incubadora de CO. (Forma Scientific, 3110), lector de
microplacas (BioTek, ELx808), licuadora (Osterizer, 6640-13), microscopio (Nikon T1-SM),
molino (Hamilton Beach, 80393), mufla (Felisa, FE-360), parrilla de calentamiento con
agitacion (IKA®, C-MAG HS 4), parrilla de calentamiento con agitacion (IKA®, C-MAGHS?7),
placa de agitacion orbital (Bellco), potenciémetro (Hanna, HI2210), potenciometro (Hanna,
pH213), procesador de alimentos (Kitchen aid, KHB2351CU), refractometro (Hanna,
HI96801), refrigerador (Nieto, RB), refrigerador (Torrey, VRD18), rotaevaporador (IKA,
RV10 basic), tamices de nimero de malla 20, 40 y 80 (Montinox), ultracongelador (Thermo

Electron Corporation, Forma 86-C ULT Freezer), vortex (IKA, Vortex3).

7.3 Programa de muestreo
La BFM que se utilizé para la evaluacion de la calidad se tom6 de acuerdo con el plan
de muestreo presentado en la tabla 7.1, de frascos recién abiertos. Los andlisis

fisicoquimicos y microbiolégicos inicialmente se realizaron cada mes hasta el mes 2, y
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posteriormente se hizo cada 2 meses hasta finalizar el tiempo de la evaluaciéon. Es
importante mencionar, que el muestreo de un producto a tiempos diferentes durante todo
el almacenamiento es una practica comun en el analisis de alimentos (Dionisio et al., 2016;

Phimolsiripol y Suppakul, 2016; Porto et al., 2017).

Tabla 7.1. Calendarizaciéon de los andlisis a la bebida funcional mixta durante los 6
meses de su almacenamiento a 4°C.

Analisis Tiempo (meses)
0 1.0 |15 |20 |25 |3.0 |35 |4.0 |45 |5.0 |55 |6.0

Mohos y levaduras X X X X X
Coliformes totales X X X X X
Mesofilicos aerobios X X X X X
Acidez titulable X X X X X
pH X |X X X X
Sdlidos totales (%) X |X X X X
Cenizas totales (%) X X X X X
Color instrumental X X X X X
°Brix X X X X X
Evaluacion sensorial X X X X X X X
Contenido de Polifenoles

Totales X X X X X [ X [ X [ X [ X X [X [X
Actividad Antioxidante X X X X X | X [X [|[X |[X |[X |X |X
Actividad antiviral X X X X X X X X X X X X

La X indican el tiempo (meses) en los que se realizaron los ensayos correspondientes, a
lo largo de los 6 meses de almacenamiento de la BFM a 4 °C.

7.4 Acondicionamiento y caracterizacion de las materias primas
7.4.1  Frutos de Punica granatum
Se colectaron frutos de granada (Punica granatum) con buen aspecto, sin dafios por
impacto, insectos 0 microorganismos en dos municipios de Oaxaca: H. Cd. de Ejutla de
Crespo (entre los paralelos 16°28 y 16°44’ de latitud norte; los meridianos 96°35’ y 96°52’
de longitud oeste; altitud entre 1,300 y 3,100 m) y H. Cd. de Huajuapan de Ledn (entre los

paralelos 17°43’ y 18°03’ de latitud norte; los meridianos 97°42’ y 97°55’ de longitud oeste;
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altitud entre 1,400 y 2,300 m) (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia [INEGI], 2008).
Se lavaron de acuerdo con lo establecido en la NOM-251-SSA1-2009 y la COFEPRIS (s.f.):
se removieron piedras Yy tierra de los frutos, se tall6 su superficie con agua, jabén y
estropajo; se enjuagaron al chorro de agua. Se sumergieron durante 10 min en una solucién
desinfectante (10 gotas de cloro de uso doméstico/L), se enjuagaron con agua purificada y
se dejaron escurriendo.

Por otra parte, de manera manual se separoé la cascara y a partir de los arilos se obtuvo
un jugo homogéneo de granada el cual se us6 para calcular el indice de madurez (IM) de

los frutos de granada con la ecuacion 7.1.

_ °Brix
" Acidez titulable (%)

IM

(Ec. 7.1)

Los °Brix se determinaron colocando unas gotas del jugo de granada en un refractometro
que fue previamente calibrado con agua desionizada a 20 °C (NMX-F-103-1982). Para
determinar la acidez titulable, 10 mL de jugo de granada se aforaron hasta 50 mL con agua
desionizada, previamente hervida y atemperada; esta solucion se utilizé para la titulacion
potenciométrica con NaOH 0.1 N hasta que se alcanzé un valor de pH igual a 8.2, se anot6
el volumen gastado de la solucién de NaOH. La acidez titulable se calcul6 en porcentaje,
considerando que 1 mL de NaOH 0.1 N gastado equivale a 0.006404 g de &cido citrico
anhidro (NMX-F-102-S-1978).

Por otro lado, puesto que se pretende dar un valor agregado a la cascara de P. granatum
gue se cultiva en el estado de Oaxaca, se combinaron el epicarpio y carpelo de los frutos
que se colectaron en los dos municipios que se mencionaron al inicio de este apartado, se

secaron, pulverizaron y tamizé el polvo siguiendo el procedimiento reportado por Gomez-
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Castillo (2018). Se registro el peso del polvo (PCGO) que se obtuvo y se guardd hasta su

uso en un frasco &mbar con tapa de cierre hermético a 4 °C.

7.4.2  Frutos de Psidium guajava L. y concentrado de naranja comercial

Los frutos de guayaba se compraron en un mercado local de Huajuapan de Leén,
Oaxaca. Se seleccionaron aquellos que se consideraron visualmente aceptables con
madurez de consumo. Se lavaron y desinfectaron con una solucion de cloro a una
concentracion de 500 ppm (NOM-251-SSA1-2009). Con un cuchillo se eliminaron los
extremos del fruto, se partieron por la mitad y se eliminaron las semillas, se molieron sin
agua en una licuadora manual sin la adicion de agua, el puré de guayaba (PG) se
homogeneiz6 pasandolo a través de un tamiz de numero malla 20 (NMX-FF-040-2002). Se
envaso en varios recipientes de plastico de boca ancha con tapa de cierre hermético y se
almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Se determinaron los °Brix al PG, por triplicado, utilizando el procedimiento antes descrito.
Para el ensayo de acidez titulable siempre se usé agua desionizada hervida y atemperada
previamente de acuerdo con lo que establece la norma NMX-F-102-S-1978. Primero, se
pesaron 7.5 g de PG y se disolvieron en 20 mL de agua, la solucion resultante se filtré a
través de algoddn el cual se enjuagd con agua varias veces; el filtrado y el agua de los
lavados se juntaron y la solucién que se obtuvo se afor6 a 50 mL y de esta solucion
resultante se tomaron 25 mL los cuales se aforaron nuevamente hasta 50 mL y se
homogeneizd. Se llevéd a cabo una titulacion potenciométrica con NaOH 0.1 N y agitacion
constante, hasta que se alcanz6 un pH de 8.3 y se anoto el gasto volumétrico de la base.
La determinacion se realizé por duplicado. Finalmente, el indice de madurez se calcul6 con

la ecuacion 7.1.

46



El concentrado de naranja comercial (CN) se tamizé empleando un nimero de malla 20
y se midieron los °Brix; se envaso en varios recipientes de plastico de boca ancha con tapa

de cierre hermético y se almacend a -20 °C hasta su uso.

7.5 Extracto etandlico acuoso obtenido a partir de polvo de céscara de Punica
granatum

El extracto del PCGO se obtuvo de acuerdo con la metodologia establecida por Gomez-

Castillo en el 2018. Por ultimo, los extractos se llevaron a sequedad total a 45 °C en un

rotaevaporador, el ECG seco se guardo a 4 °C sin exposicion a la luz hasta su uso.

7.6 Contenido de polifenoles totales (CPT)

Preparacion de disoluciones. Na,COs al 20 %: Se pesaron 2 g de Na,COs, se disolvieron
y aforaron hasta 10 mL con agua desionizada. Soluciones del estdndar de acido galico (AG)
a concentraciones de 100, 300, 500, 700 y 900 pug/mL: a partir de una soluciéon de 1000
png/mL de AG (0.01 g de AG disuelto en etanol al 70 % y se aforé hasta 10 mL) se prepararon
las soluciones de las concentraciones mencionadas. Solucién de Folin-Ciocalteu 1 N: a
partir del reactivo comercial 2 N se realiz6 una dilucién 1:1 (v/v) con agua desionizada.

Cuantificacion. EI ECG se solubiliz6 en agua embotellada, se tomaron 50 pL y se
mezclaron con 3 mL de agua desionizada y 250 pL del reactivo de Folin Ciocalteu 1 N. La
mezcla se agité en un vértex por 10 s y se dejé reposar durante 5 min, se adicionaron 750
uL de Na,COgs al 20 % y 950 uL de agua desionizada. Se homogeneizé la mezcla y se dejo
reposar por 40 min. Pasado este tiempo, se leyo la absorbancia a 765 nm empleando un
espectrofotdmetro uv-vis. Para la curva de calibracion se siguié el mismo procedimiento con
50 yL de cada solucién de las diferentes concentraciones de AG. Los resultados se

expresaron en ug de Equivalente de Acido Galico por mililitro (ug EAG/mL).
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7.7 Actividad antioxidante in vitro por el método del DPPH*

Solucion del radical DPPH® 0.1 mM: Se disolvieron 0.004 g del reactivo en metanol al
100 % y se aforé a 100 mL, se homogeneizé la mezcla y se trasvasé a un frasco color
ambar con tapa de cierre hermético, se conservoé en refrigeracion hasta su uso.

Se mezclaron a homogeneidad empleando un voértex 50 UL de solucién en agua
embotellada del ECG con 2 mL de disolucién DPPH* 0.1 mM, se dej6 reposar 30 min sin
agitacion ni exposicion a la luz. Transcurrido este tiempo, se registro la absorbancia a 517
nm empleando un espectrofotdmetro uv-vis. Mediante la ecuacion 7.2 se calculé el

porcentaje de Inhibicién del DPPH".

% Inhibicién = “enretBEM 4 100 (Ec. 7.2)

control

Donde Acontrol €S la absorbancia de la disolucién del DPPH® 0.1 mM (control negativo) y

Asrm €S la absorbancia de la mezcla de las disoluciones del ECG vy el radical del DPPH".

7.8 Elaboracion de la bebida funcional mixta
La bebida funcional mixta se preparé con la formulacién que forma parte de la solicitud
de patente MX/a/2017/007342 (Gonzélez Mondragon et al., 2017). Siempre se aplicaron las

practicas de higiene descritas en la NOM-251-SSA1-20009.

7.9 Envasado, pasteurizado, etiquetado y almacenamiento

Se usaron frascos de vidrio con tapa metélica, previamente esterilizados, de 128 mL de
volumen total. Se adicionaron 118 mL de bebida lo cual representa el 92 % del volumen
total. La pasteurizacion se llevo a cabo a 92-95 °C durante 5 minutos, pasado este tiempo,

los envases se enfriaron en un bafio de agua clorada fria (4-6 °C aprox.) de acuerdo con lo
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establecido en la NOM-130-SSA1-1995. Posteriormente, los frascos se secaron,
etiquetaron y se colocaron en un refrigerador a 4 °C hasta que fueron requeridos de acuerdo
con los tiempos de andlisis que fueron programados (Tabla 7.1). Es importante mencionar
que se usaron frascos de BFM recién abiertos para los ensayos y la bebida sobrante se
desecho.

Adicionalmente, se evalué en la BFM el efecto del proceso de pasteurizacion en los
parametros siguientes: °Brix, acidez titulable, CPT y AA, para lo cual se prepar6 bebida
mixta con y sin ECG las cuales se pasteurizaron y enfriaron como ya se describio; el ECG
se adiciono a la bebida mixta pasteurizada en una campana de flujo laminar. Ambas bebidas
se guardaron en refrigeracion (4 °C) por 24 h 'y pasado este tiempo, se realizaron los analisis

de los parametros que se mencionaron.

7.10 Analisis de la BFM

7.10.1 Microbiolégicos

Preparacion de disoluciones. Acido tartarico al 10 % estéril: Se disolvié 1 g de acido
tartarico en 10 mL de agua desionizada y se esterilizé en autoclave a 121 °C por 15 min. El
agua peptonada, los agares para cuenta estandar, papa dextrosa y rojo violeta bilis, se
prepararon y esterilizaron con base a lo establecido por el proveedor; el pH del agar papa
dextrosa se ajusto a 3.5+0.1 con la solucion de &cido tartarico al 10 % estéril. En el caso
del agua peptonada se colocaron 9 mL en tubos de ensaye con tapa y se esterilizaron en
autoclave a 121 °C por 15 min.

Andlisis microbioldgico. Para la preparacion de diluciones seriadas (1x10! hasta 1x103)
en una campana de flujo laminar primeramente la BFM se homogenizd por agitacion
vigorosa en su envase, se tom6 1 mL de la bebida y se adicion6 a un tubo con 9 mL de

agua peptonada (NOM-110-SSA1-1994), se homogeneizd nuevamente; para la segunda y
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tercera dilucién se tomd 1 mL de la primera y segunda dilucion, respectivamente, y se
coloco en otro tubo con agua también peptonada estéril.

En una caja Petri se coloc6 1 mL de la bebida sin diluir o de cada dilucion y se adicionaron
aprox. 20 mL del medio de cultivo correspondiente para cada analisis (Tabla 7.1) y se
homogeneizd, el control de esterilidad o negativo fue una caja Petri Gnicamente con medio
de cultivo. Cuando el agar gelificé las cajas se incubaron a la temperatura y el tiempo
indicado para cada prueba microbiolégica (Tabla 7.2) con revisiones cada 24 h.
Posteriormente, se realizé el conteo de colonias y dicho nimero se multiplicé por el inverso
de la dilucién correspondiente. Los resultados se reportaron como Unidades Formadoras
de Colonias por mL (UFC/mL) de mohos, levaduras, coliformes totales o mesofilicos

aerobios. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Tabla 7.2. Analisis microbiolégicos

Método Medio de cultivo Incubacion Ref.

Temperatura (°C) y

tiempo (h)
Mesofilicos Agar para cuenta 35+2 48 NOM-092-SSA1-1994
aerobios estandar
Mohos y levaduras | Agar papa-dextrosa 25+1 120 NOM-111-SSA1-1994
Coliformes totales | Agar rojo violeta bilis 35 48 NOM-113-SSA1-1994

7.10.2 Fisicoguimicos

Es importante mencionar que todos los parametros se evaluaron con base a los métodos
establecidos en la norma correspondiente para cada una de las determinaciones. Previo al
andlisis, la bebida se atemper6 cuando asi se requirié. Todas las pruebas se realizaran por
triplicado.

Acidez titulable (NMX-F-102-1978). Se homogeneizé la BFM en el envase, se tomaron

10 mL y se aforaron a 50 mL con agua desionizada previamente hervida y atemperada.
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Para la titulacion potenciométrica se usé NaOH 0.1 N y se detuvo cuando se registré un pH
de 8.2. El calculo de la acidez titulable (%) se realiz6 como ya fue descrito anteriormente.
Para determinar el pH se colocaron 10 mL de la BFM en un vaso de precipitados y se us6
un potenciémetro previamente calibrado (NMX-F-317-S-1978). La medicion de °Brix se
realizé como previamente fue descrito (NMX-F-103-1982). Sdlidos totales (PROY-NOM-
211-SSA1-2002). En un crisol tarado se colocaron 10 mL de BFM atemperada, como lo
marca la norma, y se registro el peso que es el dato que se utiliza para efectos del calculo,
enseguida se introdujo a una estufa de secado a 100.0+0.2 °C. Se monitore6 el peso del
crisol con la muestra de la BFM hasta que se obtuvo un peso constante, cada vez se retird
de la estufa, se colocé en un desecador para que se atemperara y se peso. A partir de estos
datos se calculé el % humedad y el % de sélidos totales (ecuaciones 7.3 y 7.4,

respectivamente).

M2-M3

% Humedad = e

«100 (Ec. 7.3)

% Sélidos totales = 100 — % Humedad (Ec. 7.4)

Donde M1, M2 y M3 corresponden a los pesos del crisol tarado vacio, con BFM y con
BFM seca, respectivamente. Cenizas totales (NMX-F-066-S-1978). Los crisoles con la BFM
seca (BFMS) del analisis de porcentaje de sélidos totales se colocaron en una parrilla de
calentamiento y se inciner6 la muestra hasta que ya no se observo la emisién de humo; en
seguida, se colocaron en una mufla a 610 °C por 3 h para su calcinacion completa. Los
crisoles se atemperaron en la misma mufla una vez que se apagé y posteriormente se
transfirieron a un desecador. Finalmente, se calcul6 el porcentaje de cenizas (Ecuacion 7.5)

a partir del peso (P) de las cenizas y de la BFM (M), en gramos.
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% Cenizas = %* 100 (Ec. 7.5)

Color instrumental. Se utilizé un espectrofotometro en modo de transmitancia Gptica y el
programa ESY MATCH, se utilizé el iluminante D65, un angulo de 10° y un didmetro de
observacion de 1.25 cm. Las mediciones se realizaron en el sistema CIEL*a*b* y se usaron
las ecuaciones 7.6 a 7.10 para calcular los valores de los pardmetros de matiz o tono (h°),
croma (C*), el cambio de color total (AE) e indice de oscurecimiento (Bl) (Maskan, 2001),

respectivamente.

*

he = tan™" (%) (Ec. 7.6)

c* = /(@)% + (b")? (Ec. 7.7)

AE = /(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)? (Ec. 7.8)

_100%(X—0.31)
- 0.17

BI (Ec. 7.9)

. _ a*+1.75L"
Donde: X = S el e 30120 (Ec. 7.10)

7.10.3 Evaluacion sensorial
La evaluacion sensorial de la BFM se realizé desde el tiempo cero, es decir, la bebida
recién preparada. Se aplicé una prueba afectiva de nivel de agrado mediante una escala

heddnica verbal de nueve puntos (Tabla Al, Anexo I), donde me disgusta muchisimo, ni me
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gusta ni me disgusta y me gusta muchisimo, fueron los puntos inicial, intermedio y final,
respectivamente. Los atributos que se evaluaron por duplicado fueron: la apariencia
general, el color, el olor y el sabor, siempre en ese orden, con un total de 32 evaluaciones
por sesion. Los panelistas tuvieron un receso de 15 min entre la evaluacion de una muestra
de bebida y otra (Anzaldlia-Morales, 1994; Espinosa, 2007; Pedrero y Pangborn, 1997).

Seleccion de los evaluadores. El panel de evaluadores se conformé por estudiantes y
empleados de la Universidad Tecnolodgica de la Mixteca, Institucion donde se llevé a cabo
el presente proyecto de tesis. Se seleccionaron 16 personas completamente sanas (8
hombres y 8 mujeres) entre 18 y 42 afios, con conocimientos previos de evaluacion
sensorial.

Preparacion de las cabinas. En el lado izquierdo del evaluador se dispuso un vaso con
agua embotellada y una servilleta desechable, en el centro se coloc6 una charola donde se
colocé un vaso de plastico transparente con BFM que se sirvid hasta que el evaluador
estuvo presente; en el lado derecho se ubicaron un lapicero y una hoja del formato de la
evaluacién sensorial (Figura Al, Anexo |).

Prueba sensorial. La BFM almacenada a 4 °C se trasladé en un bafio de hielo al area de
evaluacion sensorial y de este modo se asegurd que no varié su temperatura (Espinosa,
2007). A cada evaluador se le sirvié 25 mL de la BFM en vasos etiquetados previamente
con numeros aleatorios de tres cifras, los cuales se colocaron en una charola de plastico
como ya se detall6. Finalmente, a cada evaluador se le dieron las indicaciones del orden

de los atributos que evalué en la BFM.

7.10.4 Contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante
Primeramente, la BFM se acondicioné del siguiente modo: 15 mL de la bebida se
colocaron en un tubo Falcon y se dejé atemperar (25 °C aprox.); posteriormente, se coloco

en un bafio ultrasénico a 20+3 °C durante 10 min y a continuacién se centrifug6 a 4 °C,
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10,000 rpm durante 15 min. seguido, el sobrenadante se filtré a través de membranas de
PVDF de 0.45 um. El filtrado que se obtuvo se utilizé en los ensayos de CPT, AAy actividad
antiviral contra el virus sincitial respiratorio humano (VSRh), en el caso de éste Ultimo
ensayo las muestras se guardaron a -20 °C hasta su andlisis.

Para el analisis del CPT se tomaron 50 pL del filtrado anterior y se realizd el
procedimiento anteriormente descrito. Para la curva estandar de calibracién, el &cido galico
se disolvio en agua embotellada la cual también se usé como blanco. Por otro lado, la AA
se realiz6 con el procedimiento ya descrito y se utiliz6 agua embotellada como control

negativo (no hay inhibicion del radical DPPH").

7.10.5 Actividad antiviral de la BFM contra el VSRh

Los métodos y procedimientos que se utilizaron son los que reportdé Lopez-Hernandez
en el 2017, con algunas modificaciones. Todas las soluciones y material fueron estériles; la
BFH se filtr6 adicionalmente a través de membrana estéril de 0.2 um. Siempre se trabajo
en una cabina de seguridad biologica Clase Il Tipo A2, las condiciones de incubacién fueron

a 37 °C y atmdsfera de CO; al 5 %, el agua que se utilizé fue ultrapura de calidad Milli-Q®.

7.10.5.1 Linea celular
Preparacion de disoluciones y medios de cultivo. Acido etilendiaminotetraacético (EDTA,
por sus siglas en inglés) al 0.02 %: se disolvieron 0.2 g de EDTA y 8 g de NaCl en agua y
se afor6 a 1 L. Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés): se
pesaron 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 0.96 g de Na;HPO, anhidro, 0.2 g de KH,PO,, se
disolvieron y aforaron con agua a 1 L. Medio esencial minimo modificado (DMEM, por sus
siglas en inglés) complementado al 5 % con suero fetal bovino (SFB) inactivado, 1 % de L-

glutamina, 0.22 % de NaHCO3 y 0.22 % de &cido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etanosulfonico
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(HEPES, por sus siglas en inglés), se preparé de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor.

Propagacién de células HEp-2 y obtencion de cultivos de monocapa confluente en placas
de 96 pozos. Primeramente, un criotubo con células de epitelio respiratorio humano
provenientes de carcinoma de laringe (Hep-2) conservado a -72 °C se descongelo
colocandolo en un refrigerador. Estas células se incubaron, aprox. por 24 h, en una caja
Petri con DMEM al 5 % de SFB hasta la formacion de una monocapa de células Hep-2 al
95-100 % de confluencia (cultivo celular confluente). Posteriormente, se eliminé el medio
de cultivo y las células se lavaron dos veces con 3 mL de PBS, se desprendi6 (tripsinizo) la
monocapa con 50 pL de tripsina y 750 yL de EDTA incubando durante 5 min. Pasado este
tiempo, se adicionaron 5 mL de DMEM al 5 % de SFB para neutralizar la tripsina, se
homogeneiz6 y se coloco en otra caja Petri la mitad del volumen total de esta solucion
celular. En ambas cajas se adicioné 5 mL de DMEM al 5 % de SFB y se incubaron en las
condiciones mencionadas, hasta obtener una monocapa confluente de la linea celular. Los
cultivos se tripsinizaron siguiendo el procedimiento descrito, las soluciones celulares se
juntaron en un tubo estéril. En una placa de 96 pozos se adicionaron 100 pL/pozo de dicha
suspension celular mas 50 L de DMEM sin SFB y se incubd hasta que se observo una

monocapa confluente de células Hep-2 en cada pozo.

7.10.5.2 Estudio de citotoxicidad de la BFM
Se utilizé6 la BFM de cada muestreo que se hizo a lo largo de los 6 meses de
almacenamiento (Tabla 7.1); cuando se consider6 necesario el pH se ajusto a un valor entre
7-8, requerido en el ensayo. Las diluciones seriadas (1:5, 1:10, 1:100 y 1:1000) de la BFM
se realizaron en DMEM sin SFB, como control negativo se usé el mismo medio de cultivo
sin el tratamiento (bebida). En la figura A2.1 del anexo Il, se esquematizo la distribucion de

las muestras en la placa de 96 pozos.
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Los ensayos de citotoxicidad tanto de la BFM como de sus diluciones (Figura A2.2,
Anexo II) se realizaron por un método espectrofotométrico con alamarBlue, que es un
colorante vital y se realiz6 de acuerdo con lo especificado por el proveedor. Es importante
mencionar que este ensayo tiene como fundamento que el alamarBlue contiene resazurina
gue es un colorante azul en su forma oxidada, y que debido al metabolismo mitocondrial se
reduce y se transforma en la resorufina que es de color rosa; el alamarBlue permite evaluar
la viabilidad celular debido a que la absorbancia es proporcional al numero de células vivas
(hoja técnica proporcionada por el proveedor).

Procedimiento. Se retir6é el medio de cultivo de cada pozo con células Hep-2 confluentes,
luego se afiadio 90 pL de la bebida concentrada y de sus diluciones, en el control solamente
se adicion6 DMEM sin SFB; se incub6 por 2 h y después se afiadié 10 pL de alamarBlue,
se homogeneiz6 durante 5 min en una placa de agitacion, seguido se incub6 nuevamente
por 72 h. En un lector de microplacas se registré cada 24 h la absorbancia a 570 y 600 nm
(se usd6 para corregir los datos experimentales). El porcentaje de viabilidad (o
supervivencia) de las células expuestas o0 no a la BFH se calcul6 con la ecuaciéon 7.11

(tomada de la hoja técnica del reactivo de alamarBlue).

(02+A1)—(01xA2)

%Viabilidad = (02+P1)—(01%P2)

«100  (Ec. 7.11)

Donde 1 y 2 son las longitudes de onda a 570 y 600 nm, respectivamente; O es el
coeficiente de extincion molar del alamarBlue a estas longitudes de onda (80586 y 117216,
respectivamente); A es la absorbancia en los pozos que contienen la BFM y P es la

absorbancia del control negativo.
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7.10.5.3 Calculo del titulo viral por TCIDso

El titulo viral se determind por el ensayo de Dosis Infecciosa del 50 % del Cultivo de
Tejido por mililitro (TCIDso/mL, por sus siglas en inglés) como se detalla a continuaciéon. En
la figura A2.3 (Anexo Il) se esquematizd la preparacion de cuatro diluciones consecutivas
(2:3, v/v) del VSRh: en el primer carril se pusieron 100 uL de la solucién concentrada del
virus y en el resto de los carriles 75 pL de DMEM sin SFB; posteriormente se colocaron 35
UL de la solucion concentrada del VSRh en el segundo carril y asi sucesivamente, el tltimo
carril se dejé como un control de células. En seguida, a los cultivos confluentes de una placa
de 96 pozos se les retird el medio de cultivo y por carril se afiadié 50 pL de cada una de las
concentraciones de VSRh que se prepararon previamente y se incubé durante 2 h. Se retiré
la solucién viral, se agreg6 150 uL de DMEM sin SFB y se incubé por 72 h. Pasado este
tiempo, se elimind el medio de cultivo y se adicion6 50 pL de metanol para fijar las células,
se incubaron a temperatura ambiente (25+2 °C) durante 3 min con agitacion constante en
una placa de agitacion. Se elimin6 el metanol y se tifieron las células con 50 pL de solucion
de cristal violeta, nuevamente se incubd a temperatura ambiente durante 5 min en una placa
de agitacién. Seguido, se retird la solucién de tincion y se enjugd con agua corriente. Cada
pozo se observo al microscopio y se inicié con el de mayor dilucién, se contabilizé el nimero
de pozos con presencia de infectividad (sincitios) y el titulo viral se calcul6é con la ecuacién

7.12. Es importante mencionar, que el ensayo se realiz6 solamente en una placa.

TCIDg, = 10~ (~loga+[~10g8(s=3)]) (Ec. 7.12)
Donde A corresponde a la ultima dilucion en la que todas las filas presentan sincitios,

es el factor de dilucién (3) y S igual al nUmero total de pozos con presencia de sincitios

entre el nimero de filas utilizadas en el ensayo.
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7.10.5.4 Actividad antiviral de la BFM en la etapa de unién del VSRh

La evaluacion de la actividad anti-VSRh de la BFM en la etapa de unién del virus se llevo
a cabo con el ensayo de TCIDsp, para poder observar la disminucion o no del titulo viral,
siguiendo el procedimiento antes expuesto con algunas variantes. El titulo viral que se usé
fue 10.2x10% y a partir de esta solucién de VSRh en una placa de 96 pozos se prepararon
diluciones siguiendo el procedimiento de la figura A2.2 (Anexo Il). En otra placa de 96 pozos
se prepar6 la diluciéon no toxica (1:100) de la BFM de cada uno de los tiempos que se
muestred durante su almacenamiento a 4 °C (Tabla 7.1).

A cada pozo con monocapa confluente de células HEp-2 se adicioné 50 pL de la dilucion
1:100 de la muestra de BFM en turno mas de 50 uL de cada una de las diluciones de la
solucién viral (Figura A2.4, Anexo Il). Se incub6 durante 4 h a 4 °C y posteriormente a 37°C
durante 2 h. Se retir6 la mezcla que no se absorbid y se afadié 150 uL de DMEM sin FBS
e incubd nuevamente por 72 h. A partir de aqui, se sigui6 el procedimiento descrito en el
apartado 7.9.5.3, para la tincion de células y el célculo de TCIDso/mL. Por ultimo, el

porcentaje de infectividad se calcul6 con la ecuacion 7.13.

TCIDgoBFM

% Infectividad = TCIDC
50

«100 (Ec. 7.13)

Donde TCIDsoBFM es el nimero de TCIDso para las células expuestas a la BFM y
TCIDsoC para control positivo. El resultado se reporté como un valor promedio del
porcentaje de infectividad de todos los ensayos que se realizaron para la BFM de cada

tiempo de almacenamiento a 4 °C.
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7.11 Analisis estadistico
El analisis estadistico de los parametros que se evaluaron se realizé con el software
Minitab 16.1 por la prueba de Tukey para un a = 0.05. Los graficos se elaboraron con el

software Origin®Pro8.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Materia prima

indice de madurez de los frutos de guayaba y granada

El puré que se obtuvo a partir del fruto de guayaba tuvo un valor de acidez titulable del
0.68 % referido como acido citrico y 13.9 °Brix, por lo tanto, cumplié con lo que establece
la NMX-FF-040-1993 para este producto “los °Brix no deben ser menor a 12”. El indice de
madurez de los frutos de guayaba tuvo un valor intermedio (20) con respecto a los
reportados para guayaba que se cultiva en México (Padilla et al., 2014) y en Colombia
(Rodriguez et al., 2010). Ademas, se constatd que los frutos de granada colectados en el
presente trabajo de tesis (Tabla 8.1) tuvieron un indice de madurez de consumo, cuyos
valores fueron comparables con los reportados en literatura (Munera et al.,, 2019); es
importante recordar que no existe una norma que especifique este parametro para el fruto

de P. granatum.

Tabla 8.1. indice de madurez del fruto de P. granatum

Origen °Brix Acidez titulable indice de madurez
Estado de Oaxaca (g &cido citrico/Ljugo)
H. Cd. de Ejutla de 155 1.8 8.9
Crespo
H. Cd. de Huajuapan de 14.8 2.1 7.1
Ledn

Concentrado de naranja comercial y puré de guayaba natural

El concentrado de naranja comercial (CN) tuvo 63.7+0.4 °Brix y a partir de este se
estableci6 la cantidad de producto necesaria para tener valores de °Brix y pH similares a
los del concentrado comercial utilizado en la formulacién de la bebida mixta de la solicitud

de patente MX/a/2017/007342 (Gonzalez Mondragén et al., 2017). En el caso del puré de
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guayaba (PG), previo a su incorporacion con el resto de los componentes de la bebida, se
estableci6 la cantidad de agua embotellada requerida para ajustar los °Brix y el pH a los del
concentrado de guayaba comercial que se utilizd en el desarrollo de la bebida de la solicitud
de patente MX/a/2017/007342 (Gonzélez Mondragoén et al., 2017).

Céascara de P. granatum

El porcentaje de humedad fue del 28 y 21 % para la cascara del fruto de granada
colectado en H. Cd. de Ejutla de Crespo y H. Cd. de Huajuapan de Leon, respectivamente,
similares a los valores que se obtuvieron previamente en el grupo de trabajo (Gomez-
Castillo, 2018; Lépez-Hernandez, 2017) para cascara de granada cultivada en el estado de
Oaxaca. En la tabla 8.2 se muestran los valores del CPT de cada una de las tres etapas
sucesivas de extraccion de la mezcla de polvos de cascara de granada colectados en el
estado de Oaxaca (PCGO) con etanol al 70 % (1:50, p/v). De igual modo, se presenta el
CPT de la mezcla de los tres extractos, la cual previamente se llevé a sequedad total
(2,415.9 mg de extracto seco) y se disolvié en 5 mL de agua embotellada.

Tabla 8.2. CPT de las extracciones sucesivas del polvo de
cascara de granada de Oaxaca

No. de extraccion CPT
(ug EAG/mL de extracto)
1 3,606.51
2 1,737.78
3 250.44
Mezcla 35,011.00

CPT: Contenido de Polifenoles Totales. Mezcla: los extractos de
las tres etapas de extraccién consecutivas se mezclaron a
homogeneidad y se llevaron a sequedad total en un
rotoevaporador a 45 °C.

El CPT en la mezcla de PCGO fue menor 1.8 veces comparado con el rendimiento del

ECG que report6 Gomez-Castillo en el 2018, lo cual puede deberse a que los frutos fueron
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colectados en el municipio de San Juan Bautista Cuicatlan, Oaxaca. Se ha comprobado
gue el CPT puede variar con respecto al lugar de origen del cultivo de los frutos y hortalizas

(como se menciona en Gémez-Castillo, 2018).

8.2 Preparacion de la bebida funcional mixta

Cuando se preparé la bebida mixta y se adicioné el PG tamizado (con malla niamero 40
0 20) y sin tamizar, se observd una apariencia mas homogénea de esta con el puré
tamizado con el #20. Es importante mencionar también que se tuvieron excelentes
resultados cuando se utiliz6 una licuadora manual con respecto al uso de un extractor de
jugos. Por lo tanto, el PG se obtuvo utilizando la licuadora y con un tamizado posterior
empleando una malla nimero 20.

Otro problema que se tuvo fue un color menos amarillo de la BFM comparado con el de
la bebida de la solicitud de patente MX/a/2017/007342 (Gonzéalez Mondragon et al., 2017),
motivo por el cual, se realizaron diferentes pruebas con el objetivo de identificar el
componente responsable del oscurecimiento de la BFM en el presente trabajo. La bebida
funcional mixta se prepar6 con base a la formulacién y el procedimiento establecidos en la
solicitud de patente MX/a/2017/007342 (Gonzélez Mondragon et al., 2017). Se prepararon
jugo de naranja y de guayaba, por separado, disolviéndolos en agua embotellada hasta una
apariencia homogénea los concentrados respectivos, en las cantidades establecidas en la
formulacién de la BFM. También, se elaboraron bebidas tanto de naranja como de guayaba,
utilizando los concentrados respectivos disueltos en agua embotellada con la adicion de
azUcar hasta alcanzar los °Brix de la BFM, asi como, del resto de los componentes de la
formulacion y se mezclaron hasta una apariencia homogénea. El oscurecimiento del color
amarillo inicamente se observé en la BFM.

Con base a lo anterior, se evalué el posible efecto de la concentracion del ECG vy el

origen del fruto de granada en el color de la bebida, para lo cual se preparé la BFM con 5
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diferentes concentraciones de ECG obtenido en el presente trabajo, y a la par se utilizé un
extracto que se obtuvo a partir de polvo de cascara de granada que se colect6 en Cuicatlan,
Oaxaca; se us6 como control la BM, es decir sin ECG. El color de la BFM con la menor
concentracion del ECG fue igual al de la BM y se fue incrementando el oscurecimiento de
su color amarillo conforme se aumenté la concentracion del extracto (datos no mostrados).
Este efecto se observé independientemente del origen del fruto a partir del que se obtuvo
la cascara para obtener el extracto etandlico acuoso. Por lo tanto, se pudo concluir que la
concentracion del ECG que se uso6 en la BFM fue el factor responsable del oscurecimiento
de su color. A pesar de esta evidencia, no se modific el CPT que se adicioné en la bebida
mixta debido a que en el presente trabajo de tesis se tomé la formulacién de la BFM que

presenté mayor actividad antiviral contra el VSRh (Gonzalez Mondragon et al., 2017).

8.3 Evaluacion de la bebida funcional mixta al tiempo cero

8.3.1 Parametros fisicoquimicos

Los °Brix, pH y cenizas totales de la BFM (Tabla 8.3) cumplieron con lo que especifican
las normas nacionales e internacionales (Tabla 2.2 del marco tedrico). Respecto a los
sélidos totales (Tabla 8.3), las normas para bebidas no alcohélicas o mixtas no establecen
limites minimos ni maximos permisibles (Tabla 2.2 del marco teérico), sin embargo, los
valores obtenidos fueron comparables con los reportados en literatura (Garcia y Retana,
2007; Estrada, 2017). Es importante mencionar, que las investigaciones de bebidas mixtas
frescas (recién preparadas o tiempo cero), con o sin extracto de una fuente natural (Tabla
8.4) no evaluaron todos los parametros fisicoquimicos que se analizaron en el presente

trabajo.
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Tabla 8.3. Parametros fisicoquimicos de la bebida
funcional mixta al tiempo cero

Parametro Tiempo cero
°Brix 10.60+0.00
pH 3.75+0.01
Sélidos totales (%) 9.76+0.05
Cenizas totales (%) 0.15+0.00
Acidez titulable 0.30+0.00

(g ac. citrico/100 mL)

Color instrumental

L* 54.11+0.31
a* 4.64+0.02
b* 50.31+0.20
C* 50.52+0.20
h° 84.72+0.02

L*: luminosidad o claridad, de 0 (oscuros) a 100 (claros);
a* (luminosidad): rojo (+a) a verde (-a); b*: amarillo (+b) a
el azul (-b); C*: cromaticidad; h° tono o matiz, 0-360°.

La acidez titulable de una bebida prebiética (Garcia y Retana, 2007) es igual al de la
BFMy con valores similares de pH, sélidos solubles y cenizas totales. Los °Brix de la bebida
funcional reportada por Lee y colaboradores en el 2006 son menores que los de la BFM, el
pH y la acidez titulable son similares. También, los °Brix de la bebida del presente trabajo
son similares al de una bebida mixta a base de frutos tropicales y yacén (Dionisio et al.,
2016) pero no para otras bebidas para las cuales este parametro es menor hasta 5 veces.
Se sabe que el pH puede variar por los ingredientes del producto, sin embargo, la BFM y
las bebidas de la tabla 8.4 tienen un pH &cido, a pesar de las diferencias en su composicion.
Finalmente, el porcentaje de cenizas menor de la BFM en comparacion con algunas
bebidas de la tabla 8.4 puede indicar que estas poseen mayor cantidad de materia

inorganica (Garcia y Retana, 2007).
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Tabla 8.4. Pardmetros fisicoquimicos de bebidas mixtas o con extracto natural

Bebida °Brix pH Acidez Cenizas Solidos |Ref.

titulable  totales totales

(% ac. (%) (%)

citrico)
Limén+extracto de
semillas de NR NR NR NR Chakraborty y
mostaza: Bhattacharjee
café 0.25+0.01 (2018)
amarilla 0.50+0.01
Jugo de
remolacha+naranja
1.1 NR 4,17+0.01 0.43+0.01 NR NR Porto et al.
1.2 4.03+0.00 0.59+0.01 (2017)
Frutas Dionisio et al.
tropicales+yacén 9.40+0.10 3.38+0.01 0.69+0.00 NR NR (2016)
Jugo de pifia+suero
de queso indio:
10 % 15.0+0.01 4.32+0.01 1.48+0.02 0.22+0.01
20 % 14.7£0.01 4.89+0.02 1.40+0.01 0.27+0.01
30 % 14.9+0.02 5.47+0.01 1.32+0.01 0.30+0.01

Baba et al.
(2016)

Jugo de pifia+suero NR
de queso:
10 % 13.80+0.01 4.25+0.02 1.56+0.01 0.27+0.01
20 % 13.00+0.02 4.75+0.01 1.45+0.01 0.31+0.02
30 % 11.00+0.01 5.21+0.01 1.39+0.02 0.37+0.01
Jugo de 14.83+0.06 4.39+0.01 NR NR NR Sampedro et al.
naranja+leche (2009)
Bebida probiética: 15.0 3 0.32 0.125 9.7 Garcia y Retana
Base agua sabor (2007)
naranja +
fructooligosacaridos
(prebiodtico)
Bebida funcional 7.0 35 0.55 NR NR Lee et al. (2006)

NR: No reportado

Por otro lado, la adicién del ECG en la bebida mixta (Tabla 8.5) provoc6 una disminucién

de 5 unidades aprox. en L* con respecto a la BM, lo cual indicé una tendencia hacia el

negro, lo que puede asociarse al oscurecimiento que se observé en dicha bebida; a*

aument6é en 2 unidades aprox. lo que significa una mayor tendencia hacia el rojo; h°
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disminuyd aprox. en 2 unidades lo que indica un oscurecimiento en el color amarillo lo que
también explica el color oscuro de la BFM y C* permanecié constante. Por otro lado, el AE
entre la BM y la BFM fue de 6.09 por lo que se puede decir que fue evidente un cambio de
color entre ambas bebidas, con base a lo que mencionan Amofa-Diatuo y colaboradores en
el 2016 que “cuando el cambio de color total es superior a 3 hay una diferencia significativa

pronunciada entre las muestras de alimentos”.

Tabla 8.5. Efecto de la adicion del extracto de cascara de
granada en los parametros de color instrumental
de las bebidas mixta y funcional mixta

Parametro BM BFM
L* 59.59+0.352  54.03+1.06°
a* 2.21+0.01° 4.38+0.032
b* 51.46+0.162 50.57+0.872
C* 51.50+0.162 50.75+0.872
h° 87.53+0.012 85.04+0.05P
AE -- 6.09+1.34

BM: bebida mixta. BFM: bebida funcional mixta. L*: luminosidad o
claridad, de 0 (oscuros) a 100 (claros); a* (luminosidad): rojo (+a)
a verde (-a); b*: amarillo (+b) a el azul (-b); C*: cromaticidad; h®
tono o matiz, 0-360°. AE: cambio de color total. Letras mindsculas
iguales: no hubo diferencia entre valores de un mismo renglén a
un nivel de significancia de 0.05.

El oscurecimiento de la BM al adicionar el ECG concuerda con lo reportado por
Chakraborty y Bhattacharjee (2018), cuando adicionaron extractos de semillas de mostaza
café o amarilla a una bebida de limén (Tabla 8.6). Por su parte, Amofa-Diatuo et al. (2016),
mencionan que la adicién de extractos de tallo de coliflor influye fuertemente en el color del
jugo de manzana observando colores oscuros, verdosos y amarillentos segun la

concentracion del extracto que utilizaron (Tabla 8.6).
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Tabla 8.6. Pardmetros fisicoquimicos de bebidas a base de zumos y/o extractos naturales

Parametro Bebida de limon Jugo de manzana
SE ESMC ESMA SE 40 % ETC

L* 15.41+0.5 26.35+0.40 21.59+0.40 |- -
ax -0.77+0.0 -0.03+0.00 -1.26+0.00 |- -
b* -3.41+0.03 9.15+0.09 4.47+0.09 - -
c* 3.50+0.03 9.40+0.09 4.28+0.07 2.25+0.10 2.34+0.06
h° 257.23+2.50 90.21+2.50 105.25+2.5 |49.69+0.75 58.39+0.35
Ref. Chakraborty y Bhattacharjee (2018) Amofa-Diatuo et al. (2016)

SE: Sin extracto. ETC: Extractos de tallo de coliflor. ESMC: Extracto de semilla de mostaza café.
ESMA: Extracto de semilla de mostaza amarilla. C*: cromaticidad; h°® tono o matiz: 0°-360.

8.3.2 Efecto del proceso de pasteurizacion

La BFM no registré carga microbiana por lo que puede decirse que las condiciones de
pasteurizacién fueron adecuadas. Los resultados son comparables con los reportados para
la bebida mixta elaborada a base de frutos tropicales y yacén sometida a 85°C por 90 s
(Dionisio et al., 2016). Por otro lado, no tuvo efecto en los °Brix, acidez titulable, CPT y AA
(Tabla 8.8), por lo que se decidié que la adicién de la solucién de extracto de cascara de
granada fuera antes del proceso de pasteurizacién. Estos resultados son importantes desde
el punto de vista de un proceso industrial para la elaboracién de la BFM, debido a que

primero se hard la mezcla de todos los ingredientes, incluyendo el extracto, y

posteriormente el envasado y la pasteurizacion (Figura 2.8, Marco te6rico).
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Tabla 8.7. Efecto del proceso de pasteurizacion en los °Brix y acidez titulable, CPT y AA

de la BFM
Adicién del °Brix Acidez CPT AAl® AA?
ECGala titulable (mg (% Inhibicion DPPH?)
bebida mixta (g ac. EAG/MLpebida)
citrico/100
ML pebida)
Antes del 10.7+£0.12 0.315+0.0072 718.65+9.972 97.69+03A 96.21+0.218A

proceso de
pasteurizacion
Después del 10.6+0.02  0.310+0.0002 736.15+62.162 97.19+0.7634 96.17+0.173A
proceso de
pasteurizacion

ECG: Extracto etandlico al 70 % de cascara de granada. CPT: Contenido de polifenoles totales. AA:
Actividad antioxidante. 1. Agua embotellada para preparar el control negativo. 2. Agua destilada para
preparar el control negativo. Letras mindsculas iguales: no hubo diferencia entre valores de la misma
columna a un nivel de significancia de 0.05. Letras mayuUsculas iguales: no hubo diferencia entre
valores de un mismo renglén a un nivel de significancia de 0.05.

Por ultimo, en una primera evaluacion sensorial exploratoria entre la BM y la BFM con 6
personas no entrenadas, resulté que el olor y sabor que mas agrado fue la de la BFM; los
comentarios fueron que para dicha bebida el olor que se percibio fue de guayaba y el sabor
fue de naranja (caso contrario para la BM). El color con mayor preferencia fue el del BM
porque su color mas amarillo se asocié a una bebida a base de naranja. Por lo tanto, se

puede decir que el ECG influy6 en las propiedades organolépticas de la BFM.

8.4 Evaluacién de la bebida funcional mixta durante su almacenamiento

8.4.1 Parametros fisicoquimicos

En la figura 8.1 se muestra la tendencia de los valores de acidez titulable (g &cido
citrico/100 mL), °Brix, cenizas totales (%), pH y sélidos totales (%). Para el caso de los
cuatro primeros parametros se indicaron, cuando fue el caso, con lineas continuas el limite
minimo (azul) y maximo (rojo) establecidos en normas nacionales e internacionales

consideradas en el presente trabajo (Tabla 2.2, Marco tedrico).
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En todos los casos se observé variacién en los valores lo que es un comportamiento
comun para alimentos y ha sido reportado por algunos autores para bebidas mixtas
(Dionisio et al., 2016; Porto et al., 2017), no obstante, se mantuvieron dentro de los limites
permitidos, lo que implica que con respecto a dichos pardmetros fisicoquimicos la BFM
cumplié con la calidad establecida en normas nacionales e internacionales para bebidas
mixtas y no alcohdlicas. Por otro lado, el andlisis estadistico (Tabla A3.1, Anexo Ill) dejo
ver que durante los 6 meses de almacenamiento a 4°C de la BFM, no hubo diferencia
significativa entre los datos de los °Brix, porcentaje de cenizas totales (a pesar de que en
el mes 4 mostré una mayor desviacion estandar, posiblemente debido a la manipulacién
de la muestra), mientras que el pH, sélidos totales (%) y acidez titulable (g acido citrico/100
mL) si fueron diferentes en algunos meses del periodo de almacenamiento (Tabla A3.1,
Anexo Ill) pero no entre el valor inicial y el final como fue el caso de la acidez titulable, por
lo tanto, las variaciones observadas pueden deberse a complejidad de la matriz alimenticia.
La oscilacion de los valores de los parametros fisicoquimicos durante el almacenamiento
concuerda con lo que reportaron algunos autores para bebidas mixtas almacenadas a
temperatura de refrigeracion (Tabla 8.8); cabe sefialar que solamente evaluaron dos o tres

de los parametros de lo que se analizaron en el presente trabajo de tesis.
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Tabla 8.8. Valores de pH y acidez titulable de bebidas funcionales y/o mixtas durante el almacenamiento

Monitoreo cada
45 dias

los tres
parametros
evaluados.

Bebida Temperatura pH Acidez °Brix Tiempo de Observaciones Ref.
(°C) titulable almacenamiento durante el
(% ac. (meses) almacenamiento
citrico)
Jugo de Se observan
remolacha+naranja fluctuaciones en
11 4 4.17-416 0.43-0.41 NR 1.0 los valores de la |Porto et al.
1:2 4.03-4.03 0.59-0.54 Monitoreo cada 5 acidez titulable (2017)
dias de ambas
formulaciones.
Frutas Se tienen Dionisio et al.
tropicales+yacon |5 3.38-3.10 0.69-0.73 9.40-9.07 7.5 fluctuaciones en |(2016)

Nota: El tiempo se puso en meses para efecto comparativo con los resultados del presente trabajo. NR. No reportado. Cada par de

nameros corresponde a los valores inicial (izquierdo) y final (derecho) registrado para el pardmetro correspondiente.
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La acidez titulable de una bebida de limon adicionada con extracto de mostaza café mostro
fluctuaciones durante su almacenamiento a 4 °C por 365 dias y la disminucion en este parametro
se relacion6 con el aumento del pH a partir del dia 120 (Chakraborty y Bhattacharjee, 2018). Este
comportamiento no aplica para la BFM la cual, a pesar de la diferencia significativa en la acidez
titulable durante su almacenamiento, los valores de los meses 1 y 6 fueron iguales
estadisticamente. Chim et al. (2013) mencionan que la acidez es un parametro de calidad
importante en un producto porque su aumento puede relacionarse con algunos procesos de
descomposicién (hidrdlisis, oxidacion y fermentacion), mediante los cuales se producen
compuestos &cidos, en el caso de la BFM cumple con lo establecido en norma a pesar de las
oscilaciones que se registraron.

Color instrumental

Los parametros L*, b*, C* y AE de la BFM fueron estadisticamente iguales (Tabla A3.1, Anexo
), durante los 6 meses de almacenamiento a 4 °C y fue el caso contrario para a* y h°. De
acuerdo con el diagrama de cromaticidad (Figura 2.9) se puede decir que la BFM se ubicé en los
colores claros (L*), en el amarillo (b*), en los tonos rojos (C*) y que no hubo AE durante el periodo
evaluado, por lo tanto, la variacién de a* y h° no influyé de manera importante en la estabilidad
del color de la BFM.

Los parametros L*, a*, b*, C* y h® de unas bebidas de limén adicionadas con extracto de
mostaza café o amarilla, fueron constantes hasta los 180 dias (6 meses) de almacenamiento a 4
°C. Sin embargo, a los 365 dias (12 meses) en ambas bebidas aumenté L* y disminuy6 b*
presentando un tono mas claro debido posiblemente a la degradacion de carotenoides por su
almacenamiento prolongado (Chakraborty y Bhattacharjee, 2018). La estabilidad de la BFM en
cuanto a los parametros de color instrumental es parecida al de ambas bebidas de limén con
extracto de mostaza café o amarilla a los 6 meses de su almacenamiento. Po otro lado, L*

disminuyd, b* aumentd y a* se mantuvo constante en el caso de una bebida a base de jugo de
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naranja y leche a las 4 semanas (1 mes) de almacenamiento a 8-10 °C (Sampedro et al., 2009),
la BFM a diferencia de este reporte no presento diferencia significativa en los pardmetros L* y b*.
Porto et al. (2017) exponen que una bebida de jugo de remolacha con naranja a los 30 dias (1
mes) de almacenamiento en refrigeracion (4 °C), aumentaron L*, a* y C*, b*disminuyd, y los
zumos fueron rojos mas claros. La BFM fue mas estable comparada con la bebida de jugo de
remolacha con naranja. Finalmente, no hubo diferencia estadistica significativa para el parametro
Bl por lo tanto se puede decir que la BFM no presenté oscurecimiento durante el periodo de

almacenamiento, lo que se sustenta con el hecho de que L* y AE no cambiaron.

8.4.2 Carga microbiana

Hasta el final de su almacenamiento la BFM se mantuvo inocua (< 10 UFC/mL) para todas las
pruebas microbioldgicas realizadas; es un resultado importante debido a que la carga microbiana
€s un parametro critico para cualquier alimento y se debe cumplir con el objetivo de brindar
alimentos seguros al consumidor. La inocuidad de la bebida funcional puede deberse
principalmente al tratamiento térmico que fue efectivo.

La disminucién en los °Brix en bebidas pueden estar asociado a procesos fermentativos
causados por un tratamiento térmico o envasado incorrectos (Garcia y Retana, 2007), dicho
parametro en el caso de la BFM no cambié significativamente durante el almacenamiento lo que
se puede relacionar con el hecho de que no hubo presencia de levaduras. Tanto la acidez titulable
(Kausar et al., 2012) como el pH < 4 (Garcia y Retana, 2007), son parametros importantes para
evitar el crecimiento microbiano en alimentos durante su almacenamiento, y en caso de la BFM

ambos parametros cumplieron con lo que especifica la norma.

73



En la tabla 8.9 se presentan datos de publicaciones respecto al andlisis microbiolégico de
diferentes bebidas mixtas o adicionadas con un extracto natural, ademas, se detallan las

condiciones de los procesos de su pasteurizacién y almacenamiento.

Tabla 8.9. Evaluacion de la calidad microbiologica durante el almacenamiento de
diferentes bebidas mixtas o adicionadas con un extracto natural

Bebida Condiciones Temperaturade  Tiempo de Ref.

de almacenamiento almacenamiento

pasteurizacién (°C) con calidad

microbiana
(dias)

Limén+extracto
de semillas de NR 4 Chakraborty y
mostaza: Bhattacharjee
café 8.0 (2018)
amarilla 12.0
Frutas Dionisio et al.
tropicales+yacon [85°C, 90 s 5 3.0 (2016)
Jugo de
pifa+suero de
queso indio: SP Refrigeracion 1.3
10%
20 %
30 % Baba et al. (2016)
Jugo de
pifia+suero de
gueso: SP Refrigeracion 1.3
10%
20 %
30 %
Jugo de 85°C, 66 s 8-10 0.5 Sampedro et al.
naranja+leche (2009)
Naranja 60°C, 1800 s 4 1.0 Garcia y Retana
prebiotica (2007)

Nota: El tiempo se puso en meses para efecto comparativo con los resultados del presente
trabajo. NR: No reportadas. SP: Sin pasteurizacion.

Como se puede observar la mayoria de las bebidas conservan su calidad microbiol6gica por
menor tiempo con respecto a la BFM (6 meses), a excepcién de las bebidas de limén-mostaza
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para las que fue mayor. También se puede resaltar la importancia del proceso de pasteurizacion
ademas de la temperatura de almacenamiento como se evidencia para las bebidas que
desarrollaron Baba et al. (2016).

La bebida a base de frutas tropicales y yacén estuvo libre de coliformes fecales, E. coli y
Salmonella durante 225 dias (7.5 meses) de almacenamiento, sin embargo, se presentd
crecimiento de hongos filamentosos y levaduras a partir de los 45 dias (1.5 meses), se mantuvo
dentro del limite permitido hasta los 90 dias (3 meses) (Dionisio et al., 2016). Sampedro y
colaboradores (2009) reportaron para su bebida un exceso en la carga microbiana después de
dos semanas de almacenamiento, el incremento fue de alrededor de 6 logaritmos para bacterias
y levaduras, a pesar de que las condiciones de pasteurizacién y almacenamiento fueron similares
a las de la BFM. Se puede mencionar que la BFM tiene mejor calidad microbiana a pesar de que
el proceso de pasteurizacion y temperatura de almacenamiento fueron similares.

Por otra parte, se dice que la disminucién del pH e incremento de la acidez en las bebidas se
puede deber a la produccién de acidos como acético y lactico (Kausar et al., 2012) por la accion
de microorganismos que degradan carbohidratos durante el almacenamiento (Dionisio et al.,
2016; Sampedro et al., 2009). La disminucién del pH que se observo durante el almacenamiento
de la BFM no se puede asociar con el crecimiento microbiano debido a que fue nulo, lo que
sustenta que la variacion en los valores de dicho parametro puede deberse a la naturaleza

compleja de la misma.

8.4.3 Evaluacion sensorial

Los resultados que se obtuvieron de la evaluacién del nivel de agrado de la BFM para cada

pardmetro se muestran en la tabla A3.2 (Anexo Ill) y en la figura 8.2.
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Figura 8.2. Atributos de la evaluacion sensorial de la BFM
durante su almacenamiento a 4 °C.

Se observé al segundo mes de almacenamiento que tanto la apariencia general (7.06+1.19) y
el color (7.03£1.20) tuvieron un nivel de agrado mayor, y que fue menor para esto mismo atributos
al cuarto mes (6.4+1.38 y 6.28+1.63, respectivamente). El olor tuvo un nivel de agrado menor en
el primer mes de su almacenamiento (6.93 +1.04) e increment6 siendo mayor al mes 5 (7.5£1.24).
Por ultimo, el sabor obtuvo un nivel de agrado mayor en el mes 2 (7.53+£1.36) y menor al primer
mes (6.96+1.33). Adicionalmente, el coeficiente de Pearson mostr6 una fuerte correlacion entre
el color y la apariencia general (0.97), ambos atributos con menor grado de aceptacion.

Sin embargo, el andlisis estadistico mostr6 que no hubo diferencia significativa en cada uno

de los atributos sensoriales a lo largo del periodo de tiempo que se evalud. Lo anterior reflejé que
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la BFM se mantuvo sensorialmente estable durante los 6 meses a la temperatura de su
almacenamiento.

Respecto a la distribucion de frecuencia (%) de la respuesta (Figuras A3.1 a A3.4, Anexo lll),
para la BFM al tiempo cero, los cuatro parametros evaluados registraron un porcentaje maximo
de 7 (olor, sabor) y 8 (apariencia general, color) de acuerdo con la escala heddnica que se us6
en el presente trabajo de tesis. A partir del primer mes de almacenamiento la apariencia general
y color de la BFM tuvieron la mejor distribucion con un porcentaje de frecuencia maximo ubicado
en 7 de la escala heddnica, con 8 y 6 igual 0 muy cercanos, a excepcion del mes 3 donde 9 fue
la escala donde se tuvo el maximo valor de frecuencia. En el caso del olor, la mayor frecuencia
de distribucién (%) fue para 8 de la escala heddnica, con valores cercanos en 7 y 9, a partir del
segundo mes y hasta el final del almacenamiento alcanzé un valor por arriba del 40 %. El
parametro del sabor registr6é porcentajes de frecuencia de distribucion mayores para 8 (meses 1,
4,5y 6)y9 (meses 2y 3) de la escala heddnica.

Los panelistas emitieron comentarios positivos y negativos de la BFM (Tabla 8.10), algunos
expresaron en el formato de evaluacién que detectaron olores y sabores caracteristicos de la

naranja y la guayaba, ambos frutos utilizados en el desarrollo de la BFM.

Tabla. 8.10. Porcentaje de los comentarios positivos y negativos
obtenidos mediante la evaluacién sensorial de la BFM

Comentarios Comentarios
Atributo positivos negativos
% %
Apariencia general 57 42
Color 35 65
Olor 76 24
Sabor 68 32
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Kausar et al. (2012), mencionan que el cambio en el color en una bebida puede deberse a las
reacciones de Maillard, sin embargo, en el caso de la BFM se tiene la evidencia que la adiciéon
del extracto influyd en su color desde su preparacion y no se tuvo un cambio significativo durante
su almacenamiento en refrigeracion. Porto et al. (2017), le confirieron al jugo de naranja presente
en su bebida mixta con remolacha, la aceptacion sensorial que esta tuvo (color, aroma, sabor y
aceptacion general). En el caso de las bebidas de limén con mostaza café y amarilla,
almacenadas a 4+1°C, presentaron crecimiento microbiano inaceptable después 240 y 360 dias,
respectivamente y, a pesar de ello, conservaron un aroma dulce agradable (Chakraborty y
Bhattacharjee, 2018).

Dos bebidas mixtas recién preparadas, evaluadas mediante una escala heddnica de 9 puntos
con puntuaciones iguales a las que se utilizaron en este trabajo de tesis (Tabla Al, Anexo I),
reportan valores de 6.58 a 7.75 para las de jugo de pifia con suero de queso (Baba et al., 2016),
asi como, puntuaciones entre 6.3 y 8.0 para las bebidas de jugos de naranja-remolacha (Porto et
al., 2017); estos valores son cercanos a las puntuaciones de la BFM de este estudio los cuales

se encontraron entre 6 (me gusta ligeramente) y 8 (me gusta mucho).

8.4.4 Contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante

El tiempo de almacenamiento de la BFM influy6 en la estabilidad tanto del CPT como de la AA
(Figura 8.3). En el caso del primer parametro, los valores oscilaron entre 489.3 y 376.86 mg
EAG/mL, sin embargo, solamente hubo diferencia estadisticamente significativa entre los meses
1y 3 con respecto al resto de los tiempos analizados (Tabla A3.3, Anexo lll), registrandose una
disminucion del 47.0 % entre el tiempo cero (718.65+9.97 mg EAG/mL) y los 6 meses
(380.96+7.09 mg EAG/mL). La AA mostré mayor variacion en comparacion con el CPT (Figura
8.3); los valores oscilaron entre 78.18 y 44.54 % de inhibicion del radical DPPH’, al final del

almacenamiento la BFM también tuvo una disminucion del 45.6 % entre el tiempo cero
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(97.19+0.76 %) y los 6 meses (51.58+3.70 %). Los valores de AA fueron estadisticamente iguales
a partir de los 3.5 meses y hasta que concluy6 el periodo total de evaluacion (Tabla A3.3, Anexo
). Por lo tanto, se puede decir que la BFH fue estable con respecto al CPT y la AA debido a que

dichos pardmetros no registraron una disminucion mayor al 50 %.
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Figura 8.3. Grafico comparativo entre el CPT (H) y la AA (@) de la
BFM, registrados durante 6 meses de almacenamiento a
4 ° C. CPT: Contenido de polifenoles totales. AA:
Actividad antioxidante.

Ananingsih et al. (2013) mencionan que a pH de 3.0 los polifenoles disminuyen su
degradacion; la BFM tiene un pH acido, aunque es mayor a 3.0, no obstante, tal vez si pudo influir
en la estabilidad de los compuestos polifendlicos presentes lograndose conservar mas del 70 %
de su concentracion original. Por otro lado, Chakraborty y Bhattacharjee (2018) atribuyen la
calidad de sus bebidas de limon a la actividad antimicrobiana del extracto de semillas de mostaza
café y amarilla adicionadas en dichas bebidas; Pagliarulo et al. (2016 como se cité en Carbonell-
Barrachina y Cano-Lamadrid, 2017) demostraron que los polifenoles presentes en los extractos

de zumo y la piel de granada (Punica granatum) poseen actividad antimicrobiana eficaz. Con

base a lo anterior, la nula carga microbiana que se observa a lo largo de los 6 meses de
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almacenamiento de la BFM también puede deberse en parte al CPT, asi como, al tipo y
concentracion de compuestos polifenélicos presentes en esta (Gonzalez Mondragon et al., 2017).

La bebida de frutas tropicales con yacon de Dionisio et al. (2016) no tuvo alteraciones
significativas con respecto al CPT (mg EAG/100g) ni a la AA (g de jugo/g DPPH") a los 0, 45, 90,
135, 180 y 225 dias de almacenamiento a 5°C. Gironés-Vilaplana et al. (2013), reportan que la
actividad antioxidante (% inhibicion del radical superdxido) se mantuvo por arriba del 80 %
durante los 70 dias del almacenamiento de su bebida de limén, bayas de acai, maqui y espino
negro. Sin embargo, este comportamiento no concuerda con la publicacion de Castro-Lopez et
al. (2016), quienes evaluaron la estabilidad a 4 °C (0, 8, 12, 16 y 20 dias) de varias bebidas mixtas
comerciales a base de frutas, vegetales y/o extractos naturales (Tabla 8.11), con respecto al CPT
(pg EAG/mL) y AA (pg EAG/mL).

Los valores iniciales de dichos parametros fueron diferentes para cada bebida, lo que era de
esperarse por la composicién diferente de estas. Los graficos comparativos del CPT y la AA para
sus bebidas (Figura 8.4, construida con datos tomados de Castro-Lépez et al., 2016) muestran
variaciones a lo largo del periodo de evaluacion, lo que concuerda con el comportamiento que

presenta la BFM tanto para los mismos parametros.

Tabla 8.11. Composicion de las bebidas mixtas comerciales

Nombre de la bebida y su composicion

Vital Joy (VJ): jugo de naranja, jugo de zanahoria, puré de manzana,
puré de mango y jugo de limoén

Splash Blend (SB): agua de coco, jugo de naranja, salsa de durazno,
puré de manzana, puré de mango y puré de guayaba

Energy-T (ET): agua, azucar, jugo de limon y extracto de té negro

Limonada con pepino (LC): agua, azUcar, jugo de limén y pulpa de
pepino
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Figura 8.4. Gréfico comparativo entre el CPT y la AA construido a partir de los
datos reportados por Castro-Lépez et al. (2016). CPT: Contenido de
polifenoles totales. AA: Actividad antioxidante. VJ: Vital Joy. SB:
Splash Blend. ET: Energy-T. LC: Limonada de pepino.

En todos los casos la AA tiende a disminuir al final del almacenamiento en un 22, 48, 18 y 100
% para SB, ET, VJ y LC, respectivamente; la BFM fue similar a SB y VJ. Sin embargo, es el caso
contrario con el CPT el cual se incrementa a los 20 dias de manera considerable para ET y VJ,
lo que no sucedié con la BFM.

Porto et al. (2017) también observé oscilacién cada 5 dias en el CPT para bebidas elaboradas
con jugo de remolacha-naranja, almacenadas 30 dias a 4 °C; el valor final del parametro para
dichas bebidas (485165 a 459159 ug EAG/mL) es similar con el de la BFM al primer mes de su
almacenamiento. En el caso de una bebida de tomate de arbol y leche descremada tanto la AA'y

el CPT disminuyeron durante su almacenamiento a 4 °C por 28 dias (Santander-M et al., 2017),
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un comportamiento similar al que presentaron estos parametros en la BFM, pero en menor
tiempo.

La grafica de CPT vs AA de la BFM no mostré de forma clara una relaciéon directa entre ambos
(Figura 8.5) lo que se corrobor6 con el valor del coeficiente de correlacion de Pearson (0.53). Se
puede decir que si existe una relacion entre el CPT y la AA pero no es fuerte (<0.8), por lo tanto
la AA no depende Unicamente del CPT sino de otros componentes presentes en la BFM

(Gonzalez Mondragén et al., 2017) como la vitamina C.
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Figura 8.5. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y
la actividad antioxidante de la BFM.

8.4.5 Actividad contra el VSRh
Se pudo observar que hasta el final de la cinética (72 h) la dilucién 1:100 de la BFM siempre

registré valores mayores al 50 % de viabilidad celular con respecto al resto de las diluciones que
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se evaluaron (Figura 8.6); en la figura A3.5 y en la tabla A3.4 del anexo Il se presentan los

resultados completos. Con base a lo anterior, se decidi6 utilizar la dilucion 1:100 en los

experimentos del efecto de la BFM en la etapa de unién del VSRh a las células HEp-2.

100 4 100 4
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80
60
401
20

04
Concentrada ~ 1:5 1:10 1:100 1:1000

4 meses

Viabilidad celular (%)

80

60 4
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Concentrada  1:5 1:10 1:100 1:1000

Diluciones Bebida Funcional Mixta

Figura 8.6. Ensayo de citotoxicidad de células HEp-2 (%) frente a la bebida funcional mixta.
Se realizaron cinéticas de 72 h empleando cultivos confluentes de células Hep-
2 incubados con diferentes diluciones (1:5, 1:10: 1:100 y 1:1000) de la BFM y sin
diluir, a diferentes tiempos (0, 2, 4, y 6 meses) de almacenamiento a 4 °C. Se
hicieron muestreos cada 24 h: 0 h (barras color cian), 24 h (barras color rojo), 48
h (barras color azul) y 72 h (barras color magenta).

Por otro lado, el titulo viral disminuy6 en presencia Unicamente de los tratamientos de los

meses 3.0, 3.5, 4.0, 4.5y 5.0, lo que correspondi6 al 11.1, 33.3, 3.7, 0.1 y 0.1 de porcentaje de

infectividad del VSRh, respectivamente (Figura 8.7, Tabla A3.5, Anexo lII).
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Figura 8.7. Efecto de la BFM determinado por ensayo de union del VSRh a
las células HEp-2. La BFM a una dilucién de 1:100 se incub6 con
el virus sincitial respiratorio con un titulo viral de 10.2x10%.

Se pudo constatar que la BFM si posee actividad anti-VSRh a pesar del comportamiento
atipico de los datos del porcentaje de infectividad del virus, obtenidos cuando las células se
expusieron con la bebida de diferentes tiempos de almacenamiento (Tabla A3.5, Anexo IIl). Se
esperaba un mayor efecto antiviral para la BFM de los primeros tiempos de almacenamiento a 4
°C, para tratar de explicar esta tendencia inesperada y con base a la evidencia previa de que la
BFM disminuye el tamafio de los sincitios lo que posiblemente es uno de los mecanismaos de su
actividad contra el VSRh (Gonzéalez Mondragon et al., 2017), se decidié medir el tamafio de los
sincitios solamente en las muestras de 2.5, 3.0, 5.0 y 5.5 meses de almacenamiento, debido a
que se tuvo el 100, 11.1, 0.1 y 100 % de infectividad del virus, respectivamente (Tabla A3.5,
Anexo Ill). Dicho analisis se realizé como se describe a continuacion: se tomaron tres fotografias

a los pozos de la ultima dilucion del virus (apartado 7.9.5, Materiales y métodos), donde todos
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presentaron sincitios, y de tres donde no se puso la bebida (sin tratamiento); estas se cargaron
al programa GIMP 2.10.24 donde cada fotografia se hizo coincidir con un micrémetro del
microscopio. A continuacion, se seleccionaron y midieron (um) tres sincitios por fotografia.

En las figuras 8.8 A y B se sefialan con un circulo uno de los sincitios que se observaron al
microscopio en cada caso, asi como, los multiples nucleos (insertos en cada una de las figuras)
lo que es una caracteristica propia de los sincitios, los cuales se formaron independientemente
de la exposicion o no al tratamiento. Fue evidente el tamafio menor de los sincitios cuando las

células fueron expuestas a la BFM.

Figura 8.8. Fotografias de: sincitio sin tratamiento (A) y con tratamiento (B), asi
como, sus multiples nudcleos (insertos en las figuras). El
tratamiento fue la dilucion 1:100 de la BFM de cada uno de los
tiempos de almacenamiento. Los sincitios se midieron utilizando
el programa GIMP 2.10.24.
La exposicion de las células HEp-2 a la BFM provocé una disminucion significativa del tamafio
del sincitio con respecto a los observados en aquellas sin el tratamiento (Tabla 8.12). Por otro

lado, el analisis estadistico demostr6 que entre los meses 2.5y 3.0 no hubo diferencia significativa

en el tamafio de los sincitios a pesar de la diferencia en la disminucién en la carga viral (O y 88.9
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%, respectivamente), sin embargo, para los meses 5.0 y 5.5 si hubo diferencia significativa con
una disminucion del 99.1 y 0 %, respectivamente (Tabla 8.12). Por lo tanto, no fue posible

relacionar una menor carga viral con la disminucion significativa del tamafio del sincitio.

Tabla 8.12. Diferencia en el tamafio de los sincitios con y sin tratamiento

Tiempo Tamafio del sincitio (um) Diferencia
(meses) Con Sin (um)
tratamiento Tratamiento
2.5 19+4Bab 37+11A 18
3.0 15+48b 3416~ 19
5.0 16+58b 42+22A 26
5.5 22+5Ba 371114 15

Tratamiento: bebida funcional mixta de los distintos meses de almacenamiento 4 °C.
Letras mayusculas iguales: no hubo diferencia entre valores de un mismo renglén a
un nivel de significancia de 0.05. Letras mindsculas iguales: no hubo diferencia entre
valores de la misma columna a un nivel de significancia de 0.05.

Con base a lo anterior, los resultados de la actividad contra el VSRh obtenidos no permitieron
generar una conclusién sobre la conservaciéon o pérdida de esta en la BFM durante su
almacenamiento. Es recomendable que se realice nuevamente este ensayo usando la BFM
inmediatamente después que haya sido muestreada, con lo que se evitara someterla a los
procesos de congelamiento-descongelamiento, lo que pudo influir en el comportamiento
observado en la figura 8.7., debido tal vez a que se modificé el tipo y/o concentracion de
polifenoles presentes en la BFM, y se vio afectada la sinergia positiva entre ellos. Lo anterior es

importante porque a este grupo de compuestos se les ha conferido la actividad anti-VSRh.
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9. CONCLUSIONES

Las siguientes conclusiones se generan del presente trabajo de tesis:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Se establecié el procedimiento del acondicionamiento y mezclado del puré de
guayaba, jugo concentrado de naranja y extracto etandlico acuoso a partir de la
cascara de frutos de granada cultivada en el estado de Oaxaca. Se constaté su
reproductibilidad.

Se determind que la adicion del extracto etandlico de la cascara de P. granatum se
realice previo a la pasteurizacion debido a que dicho proceso no afecta el CPT y la
AA de este.

Se constatd el efecto que tiene la adicidén del extracto etanélico de la cascara de
granada en el oscurecimiento de la BFM, atributo que tuvo menor nivel de agrado
durante la evaluacion sensorial.

Los resultados fisicoquimicos, microbioldgicos y de la prueba sensorial demostraron
gue la BFM conservo su calidad hasta los 6 meses de su almacenamiento a 4°C.

La BFM mantuvo su calidad con respecto al CPT y AA porque no disminuyeron mas
del 50 % y se evidenci6 que la correlacién entre ambos parametros en la BFM no es
fuerte (<0.8).

Se corroboré que la BFM redujo el tamafio de los sincitios y fueron diferentes
significativamente con respecto a los que presentaron las células HEp-2 sin
tratamiento.

Los resultados de la actividad contra el VSRh que se obtuvieron no permitieron

generar una conclusién sélida sobre la conservacion o pérdida de esta en la BFM.
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1)

2)

3)

4)

5)

10. PERSPECTIVAS

Se recomienda establecer el tipo de envase que serd utilizado en la presentacion final de
la BFM porque que los frascos empleados en el presente trabajo de tesis fueron de una
bebida comercial para nifos.

En el presente trabajo no se analizaron todos los parametros establecidos en la norma
para el etiguetado de bebidas por lo que se recomienda en futuros trabajos evaluar:
proteinas, fibra dietética, vitaminas, nutrimentos inorganicos (minerales), grasas totales,
saturadas y trans, carbohidratos, azlcares totales y reductores, sodio, asi como, el
contenido energético.

Se propone realizar un analisis de los compuestos del grupo de los polifenoles presentes
en la BFM durante su almacenamiento a 4 °C, lo que permita posiblemente establecer
una correlacién entre los compuestos identificados y su variacién durante el periodo
evaluado con las actividades biolégicas de la BFM.

Respecto a la actividad antiviral de la BFM contra el VSRh, es importante realizar la
evaluacién en la linea celular HEp-2 nuevamente, debido a que es trascendental
establecer el tiempo de almacenamiento que dicha bebida conserva esta propiedad
biol6gica por tratarse de un alimento funcional.

Se propone en una siguiente etapa de investigacion utilizar un modelo de infeccién animal
para la evaluacion de la actividad antiviral de la BFM, al que se le suministre la bebida sin
darle un acondicionamiento previo, y con ello establecer el periodo del almacenamiento

gue dicha actividad bioldgica se conserva en la bebida.
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12. ANEXOS

ANEXO |

Tabla Al. Escala heddnica utilizada en la
evaluaciéon sensorial de la bebida funcional

mixta.

Descripcion

Calificacion

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta bastante

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente
Me disgusta bastante

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo
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Nombre: Fecha:

Sesion 1 Producto: Bebida Funcional hibrida

Instrucciones: Ante usted se encuentra una muestra de bebida de naranja con guayaba la cual
evaluara en cuanto a apariencia general, color, olor y sabor. Escriba la clave de la muestra dentro
del recuadro y marque con una (X) el renglén que corresponda a la calificacion segun su opinion.

Enjuaguese la boca antes de evaluar.

Caracteristical/ Apariencia Color Olor Sabor
Nivel de agrado General
Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta bastante

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente

Me disgusta bastante

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

Comentarios:

jGracias por su participacion!

Figura Al. Formato utilizado por los evaluadores para el analisis sensorial
de la bebida funcional mixta.
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ANEXO Il

180 pL BFM A |- 180 uL BFM
| 120 pL DMEM a | 120 yL DMEM
I 135 pL DMEM c - 135 uL DMEM
D
135 L DMEM ‘ ‘ ‘ [ 135 uL DMEM
135 uL DMEM E i 1 A 13 At *’ A4 |- 135 L DMEM
BB
| 150y omem | F | 150 uL DMEM
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una misma bebida muestreada en cada 1iempo de
almacenamiento, asi como grupo control.

Figura A2.1. Preparacion y colocacion de las muestras de la BFM en una placa
de 96 pozos para obtener las diluciones para el ensayo de
citotoxicidad celular.
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Figura A2.2. Ensayo de citotoxicidad de la BFM y sus diluciones seriadas (1:5, 1:10
1:100 y 1:1000) en una placa de 96 pozos con células Hep-2
confluentes.



100 pL VSRh 75 L. DMEM sin SFB
| N\ contral

Figura A2.3. Preparacion de diluciones seriadas de
la solucién de VSRh en una placa de 96
poZos.
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Figura A2.4. Ensayos de unién en placa de 96 pozos con monocapa confluente
de células HEp-2 con BFM muestreada en los distintos tiempos de
almacenamiento a 4 °C.
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Anexo Il

Tabla A3.1. Pardmetros fisicoquimicos durante el almacenamiento a 4 °C de la bebida funcional
de naranja-guayaba adicionada con extracto de cascara de granada

Parametro Tiempo (meses)

1 2 4 6
°Brix 10.50+0.002 10.46+0.052 10.60+0.102 10.46+0.052
pH 3.74+0.01¢ 3.80+0.01° 3.86+0.022 3.68+0.03¢
Solidos totales 10.03+£0.01 10.13+0.072 9.64+0.04¢ 9.96+0.01°
(%)
Cenizas totales 0.16+0.002 0.15+0.002 0.15+0.022 0.16+0.002
(%)
Acidez titulable 0.30+0.00° 0.31+0.002° 0.33+0.002 0.30+0.00°
(g acido citrico/100
mL)
Color 1 2 4 6
L* 52.85+1.342 53.69+0.712 52.96+1.482 52.07+1.012
ax 4.77+0.05° 4.81+0.01° 4.80+0.01° 5.56+0.042
b* 49.06+0.912 49.40+0.492 49.82+0.192 49.49+0.592
c* 49.29+0.912 49.63+0.492 50.05+0.192 49.80+0.592
h° 84.44+0.04 " 84.43+0.07" 84.49+0.01° 83.58+0.052
AE 1.96+£1.432 1.18+0.652 1.71+0.922 2.41+0.952
1B 185.95+2.492 182.83+£3.472 191.06+£10.302 195.79+3.292

L*: luminosidad o claridad, de 0 (oscuros) a 100 (claros); a*: luminosidad: rojo (+a) a verde (-a); b*:
amarillo (+b) a el azul (-b); C*: cromaticidad; h°: tono o matiz, 0°-360°; AE: Cambio de color total; IC:
indice de color; Bl: indice de oscurecimiento. Medias con letras diferentes entre columnas presentan
diferencia estadisticamente significativa. Tukey a=0.05.
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Tabla A3.2. Atributos de la evaluaciéon sensorial de la BFM

durante su almacenamiento a 4 °C

Tiempo | Apariencia

(meses) | General Color Olor Sabor
0 6.93£1.19* 6.87£1.26* 7.09+1.05% 7.56+1.102
1 6.65+1.23* 6.37£1.33* 6.93+1.04® 6.96+1.332
2 7.06£1.19% 7.03£1.20* 7.40+1.29% 7.53+1.362
3 6.96+1.12% 6.84+1.43% 7.25+1.01% 7.43+1.482
4 6.40+1.38% 6.28+1.63% 7.25%£1.21% 7.03x1.51%
5 6.68+1.49% 6.56+1.34% 7.50%£1.24% 7.09+1.25%2
6 6.59+1.58% 6.46+1.34% 7.25%£1.292 7.18+1.46°

Letras minUsculas iguales: no hubo diferencia entre valores de

la misma columna a un nivel de significancia de 0.05.
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Figura A3.1. Distribucion de frecuencia de respuesta para la prueba de apariencia
general en relacion con los nueve puntos de la escala hedonica.
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Figura A3.2. Distribucion de frecuencia de respuesta para la prueba de color en
relacion con los nueve puntos de la escala hedonica.
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Figura A3.3. Distribucién de frecuencia de respuesta para la prueba de olor en
relacion con los nueve puntos de la escala hedonica.
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Tabla A3.3. Contenido de polifenoles totales y actividad

antioxidante de la BFM durante
almacenamiento a 4 °C

Su

Tiempo CPT AA
(meses) (g EAG/mL) (% Inhibicion)
1.0 489.30+17.322 71.97+1.30%
15 407.30£32.9° 64.3315.47°
2.0 403.30+£28.0° 78.18+3.272
2.5 388.96+3.78" 74.20+2.202%
3.0 431.63+12.230 75.06+2.762
3.5 409.63+15.3" 52.11+43.15¢
4.0 376.96+0.57° 4454+3.42¢
4.5 408.30+5.56°" 50.90+2.47¢
5.0 389.30+4.35° 48.31+1.33°¢
55 386.30+4.35° 46.57+3.30°¢
6.0 380.96+7.09° 51.58+3.70¢

CPT: Contenido de polifenoles totales; EAG: Equivalentes de

acido galico; AA:

Actividad antioxidante.
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Diluciones de la Bebida Funcional Mixta

Figura A3.5. Ensayo de citotoxicidad de células HEp-2 (%) frente a la bebida
funcional mixta. Se realizaron cinéticas de 72 h empleando cultivos
confluentes de células Hep-2 incubados con diferentes diluciones (1:5,
1:10: 1:100 y 1:1000) de la BFM a diferentes tiempos (0-6 meses) de
almacenamiento a 4 °C. Se hicieron muestreos cada 24 h: 0 h (barras
color cian), 24 h (barras color rojo), 48 h (barras color azul) y 72 h (barras
color magenta).
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Tabla A3.4. Viabilidad celular (%). Cinéticas de incubacién de diluciones seriadas
de la BFM a diferentes tiempos de almacenamiento a 4 °C

Tiempo de BEBIDA FUNCIONAL MIXTA
incubacion Dilucién
(h) Concentrada
1:5 1:10 1:100 1:1000
Tiempo cero de almacenamiento
0 22.60 56.68 54.80 58.32 57.02
24 15.27 80.36 85.97 92.96 88.86
48 12.98 66.72 75.76 79.16 75.24
72 12.34 61.23 76.03 85.65 79.85
1.0 mes de almacenamiento
0 40.36 36.44 39.39 45.50 48.02
24 20.86 81.46 88.30 88.30 87.66
48 15.83 73.66 80.00 79.34 78.39
72 19.85 77.24 87.25 85.09 86.20
1.5 meses de almacenamiento
0 30.48 35.35 41.99 46.35 50.17
24 22.82 83.10 84.80 97.03 90.50
48 18.29 71.22 75.90 85.27 78.68
72 25.27 63.91 76.19 86.35 80.35
2.0 meses de almacenamiento
0 44.36 36.30 40.53 46.79 50.23
24 32.08 81.32 83.82 88.37 79.62
48 25.60 77.00 80.33 81.76 70.93
72 30.47 85.00 91.61 90.44 72.22
2.5 meses de almacenamiento
0 45.49 38.00 40.20 46.90 48.27
24 31.64 79.52 87.65 92.97 80.95
48 26.84 73.94 81.10 83.15 73.49
72 35.08 78.96 90.86 90.85 81.24
3.0 meses de almacenamiento
0 36.84 37.82 39.47 49.07 51.07
24 20.52 82.85 71.79 89.80 78.60
48 12.95 74.47 77.82 77.93 64.59
72 15.80 71.90 81.80 81.00 58.50
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Tabla A3.4. Continuacion...

Tiempo de BEBIDA FUNCIONAL MIXTA
incubacién Dilucién
(h) Concentrada
1.5 1:10 1:100 1:1000

3.5 meses de almacenamiento

0 39.87 46.83 52.46 64.55 70.51
24 24.32 73.11 80.00 93.94 97.76
48 19.63 63.02 71.79 85.69 84.60
72 26.55 59.27 75.38 96.43 94.46
4.0 meses de almacenamiento

0 62.78 35.49 39.50 47.57 46.28
24 62.74 70.94 81.14 84.35 56.37
48 38.25 56.86 72.38 73.94 69.23
72 46.77 51.78 76.88 81.57 78.17
4.5 meses de almacenamiento

0 55.74 35.56 40.66 46.53 45,65
24 32.94 66.91 74.21 81.12 80.96
48 25.78 56.50 64.83 69.88 68.27
72 34.75 52.50 63.07 78.16 76.01
5.0 meses de almacenamiento

0 49.07 40.52 52.88 59.78 65.93
24 31.12 74.68 85.61 90.74 55.16
48 28.95 65.23 77.93 79.78 84.91
72 40.62 63.03 84.44 91.26 89.52
5.5 meses de almacenamiento

0 44.33 36.23 40.05 45.93 46.64
24 24.06 67.89 78.63 85.38 80.63
48 22.46 56.70 69.16 72.85 65.29
72 29.78 51.18 74.53 81.16 68.69
6.0 meses de almacenamiento

0 41.84 37.09 42.42 46.85 44.08
24 23.93 61.45 71.66 80.32 69.09
48 19.86 41.65 55.06 61.28 48.53
72 23.55 20.47 42.24 59.43 12.46
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Tabla A3.5. Efecto de la BFM en la infectividad del VSRh

expresado en porcentaje de infectividad

Tiempo TCIDso/mL % Infectividad

(meses)
0.0 306827.60 100
1.0 306827.60 100
15 306827.60 100
2.0 306827.60 100
25 306827.60 100
3.0 102275.87 11.1
3.5 212742.38 33.3
4.0 34091.96 3.7
4.5 23638.04 0.1
5.0 3788.00 0.1
5.5 306827.60 100
6.0 306827.60 100

COI"lt'I’O| 306827.60

positivo

Control positivo (sin BFM)
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