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RESUMEN GENERAL

Estabilidad microbioldgica, sensorial y nutraceudtica de jugo de pitaya
(Stenocereus pruinosus) presurizado y ozonizado

La pitaya es una fruta con fitoquimicos de importancia nutracéutica; sin embargo,
es subutilizada, perecedera y de estacionalidad Ilimitada. Aunque la
pasteurizacion del jugo de pitaya es una opcién viable para extender su vida de
anaquel, los tratamientos térmicos causan cambios indeseables en su calidad
sensorial y nutrimental. Algunas tecnologias emergentes han mostrado que su
aplicacion en diversos jugos permite la preservacion de compuestos bioactivos
sin afectar sus propiedades sensoriales. El efecto de la alta presion hidrostatica
(APH) se evalué individualmente y en combinacién con ozono sobre la inocuidad,
estabilidad enzimatica, propiedades fisicoquimicas, compuestos bioactivos,
actividad antioxidante y aceptabilidad sensorial del jugo de pitaya almacenado
hasta 60 dias a 5 £ 2 °C. Un jugo de pitaya inoculado con Saccharomyces
cerevisiae y Listeria innocua se traté con APH (400-600 MPa por 7.6-15 min) y
0zono-APH [1.8-9.6 min de ozono (24 mg-L*-mint) y 179-321 MPa] siguiendo un
disefio compuesto central con dos factores. Los resultados fueron analizados
mediante la metodologia de superficie de respuesta, medidas repetidas y/o
prueba de Tukey. L. innocua fue reducida >5 logio CFU mL' mediante la
aplicacion de 550 MPa/16 min y 600 MPa/12 min, mientras que S. cerevisiae fue
eliminada con 300 MPa/5 min. Una reduccién similar de L. innocua se logré con
la aplicacion de 7 min de ozono, seguido de 316 MPa/5 min (703/316 MPa). Los
jugos tratados con 550 MPa /16 min y 600 MPa/12 min se mantuvieron inocuos
durante todo el periodo de almacenamiento (60 d), mientras que el jugo tratado
con 703/316 MPa se mantuvo inocuo so6lo por 30 d. Al final del almacenamiento,
los jugos fueron aceptados sensorialmente. La APH no disminuyé los
compuestos bioactivos, contrario a lo ocurrido en jugos tratados con ozono-APH.
No obstante, la APH y la combinacion ozono-APH son una opcién viable para
aplicaciones comerciales.

Palabras clave: jugo de fruta, tecnologia no térmica, antioxidantes, usos
agroindustriales.
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GENERAL ABSTRACT

Microbiological, sensorial, and nutraceutical stability of pressurized and
ozonated pitaya (Stenocereus pruinosus) juice

The pitaya is a fruit with phytochemicals of nutraceutical importance; however, it
is underutilized, perishable, and of limited seasonality. Although pasteurization of
pitaya juice is a viable option to extend its shelf-life, thermal treatments cause
undesirable changes in its sensory and nutritious quality. Some emerging
technologies have demonstrated that their application in different juices allows the
preservation of bioactive compounds without affecting their sensory properties.
The effect of high hydrostatic pressure (HHP) was individually evaluated and in
combination with ozone over the safety, enzymatic stability, physicochemical
properties, bioactive compounds, antioxidant activity, and sensory acceptability of
pitaya juice stored up to 60 d at 5 = 2 °C. Pitaya juice inoculated with
Saccharomyces cerevisiae and Listeria innocua was treated with HHP (400-600
MPa for 7.6-15 min) and ozone-HHP [1.8-9.6 min of ozone (24 mg-L*-min!) and
179-321 MPa] following a two-factor central composite design. Results were
analyzed by response surface methodology, repeated measures, and/or Tukey’s
test. L. innocua was reduced >5 logio CFU mL* by application of 550 MPa/16 min
and 600 MPa/12 min, while S. cerevisiae was eliminated with 300 MPa/5 min. A
similar reduction of L. innocua was achieved with 7 min ozone, followed by 316
MPa/5 min (703/316 MPa). Juices treated with 550 MPa /16 min and 600 MPa/12
min remained microbiologically safe during the entire storage period (60 d), while
juice treated with 703/316 MPa was safe only for 30 d. At the end of the storage
period, juices were sensorially acceptable. HHP alone did not decrease bioactive
compounds, contrary to what happened with ozone-HHP. However, any of the
evaluated treatments is a viable option for commercial applications.

Keywords: fruit juice, non-thermal technology, antioxidants, agroindustrial uses.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Los conceptos “alimento” y “salud” han incrementado su importancia en la
sociedad actual. El ser humano ha desarrollado particular sensibilidad frente a la
posible relacién entre su estado de salud y los alimentos que consume (Bello,
2001;Gul, Singh, & Jabeen, 2016). Esta situacion ha provocado un cambio del
simple concepto de alimento como fuente de nutrientes, a uno mas integral que
destaca la importancia y potencialidad de los alimentos como fuente de
sustancias nutracéuticas (compuestos fendlicos, flavonoides, betalainas,
antocianinas, carotenos) y otros metabolitos antioxidantes como vitamina C,
metabolitos determinantes en la prevencion de algunas enfermedades crénico-
degenerativas (Premier, 2002; Dutta, Ali, Dash, & Giri, 2018; Ralston, R. A.,
Mackey, A. D., Simons, C. T., & Schwartz, 2018).

Actualmente, la investigacion se ha orientado al estudio de alimentos
funcionales/nutracéuticos principalmente frescos y minimamente procesados.
Los frutos frescos son una importante fuente de nutracéuticos y sustancias
antioxidantes, pero poco comercializados por su corta vida de anaquel. El
procesamiento térmico es usado comunmente para la inactivacion de
microorganismos y enzimas responsables del deterioro de los alimentos
(Chipurura & Muchuweti, 2010), sin embargo, los procesos térmicos causan
modificaciones indeseables a las propiedades fisicoquimicas (Asokapandian,
Periasamy, & and Swamy G., 2018), atributos sensoriales (sabor, aromay color)
y compuestos bioactivos (compuestos fendlicos, vitaminas y pigmentos),

(Chipurura & Muchuweti, 2010; Asokapandian, Periasamy & Swamy 2018).



Por lo anterior, las tecnologias no térmicas, tales como la alta presion hidrostatica
(APH), campos eléctricos pulsantes, radiacion, ultrasonido y o0zono estan
relacionadas con las tendencias actuales del consumidor (Ochoa-velasco &
Beltran, 2013;Garcia, Guerrero, & Alzamora, 2015; Jaramillo-Sanchez, Garcia
Loredo, Gomez, & Alzamora, 2018), debido a que éstos demandan alimentos de
calidad, inocuos, frescos, nutritivos y libres de aditivos (Patil, Bourke, Frias,
Tiwari, & Cullen, 2009; Welti-Chanes, Ochoa-Velasco, & Guerrero-Beltran, 2009).

En esta tesis, se propuso la elaboracién de un jugo de pitaya (Stenocereus
griseus), ya que esta fruta que ha sido descrita como un alimento nutraceutico
potencial, por su elevado contenido de betalainas en la pulpa (Leticia Garcia-
Cruz, Valle-Guadarrama, Salinas-Moreno, & Joaquin-Cruz, 2013), las cuales
proveen efectos antioxidantes y reducen el riesgo de enfermedades crénico-
degerativas (Beltrdn-Orozco et al., 2009; Pérez-Loredo, Garcia-Ochoa, &
Barragan-Huerta, 2016); no obstante, esta fruta tiene una corta vida de anaquel
y su estacionalidad es limitada (Ochoa-velasco & Beltran, 2013; Garcia-Cruz,
Valle-Guadarrama, Salinas-Moreno, & Luna-Morales, 2016). Por lo tanto, para
aprovechar las propiedades de esta fruta sin provocar la afectacion de estas, se
evaluo el efecto de la APH y el ozono sobre la inocuidad, actividad de la enzima
pectinmetilesterasa, propiedades fisicoquimicas y fitoquimicas, actividad
antioxidante, y la aceptabilidad y preferencia sensorial del jugo de pitaya durante
el almacenamiento refrigerado (5 £ 2 °C). Para lograr lo anterior, se desarrollaron

cuatro etapas, las cuales se describen a partir del Capitulo 3 de la presente tesis.

El Capitulo 3 se enfoca en el estado del arte de algunas propiedades de la pitaya,
se muestra su descripcion botanica, distribucion, cultivo, fisiologia, aspectos pre
y poscosecha, composicion nutricional y nutraceutica, también se describe el uso
agroindustrial y medicinal de esta fruta. Esto con el objetivo de promover su
estudio, difusién, produccién, consumo y uso agroindustrial. En este estudio se
identifico la falta de informacion relacionada con el manejo postcosecha y la

calidad nutracéutica de esta fruta.



En el Capitulo 4 se evaluo el efecto de la APH sobre la inactivacion de Listeria
innocua y Saccharomyces cerevisiae en el jugo de pitaya (sin acidificar)
almacenado 15d a 4 £ 1 °C, para evaluar un posible dafio subletal provocado
por los tratamientos. Se estudio L. innocuay S. cerevisiae debido a la importancia
para la salud humanay la calidad del jugo. Este trabajo demostro que la APH es

una alternativa no térmica viable para la obtencion de un jugo de pitaya inocuo.

En el Capitulo 5 se evaluo el efecto de la APH (tratamientos seleccionados en el
estudio previo) sobre la microbiota nativa, actividad de la enzima
pectinmetilesterasa y sobre la estabilidad fisicoquimica, nutraceutica y sensorial
del jugo de pitaya durante el almacenamiento (60 d, 4 £ 1 °C). La APH no afect6

las variables evaluadas, contrario a lo observado por efecto del almacenamiento.

Finalmente, en el Capitulo 6 se investigd el efecto sinérgico entre el ozono y la
APH sobre la inocuidad, y calidad fitoquimica y sensorial del jugo de pitaya
(Stenocereus pruinosus) almacenado 35d, a5 = 2 °C. Esto con la finalidad de
aplicar el menor nivel de presion y ozono para la estabilizacion microbiolégica (L.
innocua, S. cerevisiae y microbiota nativa), el color y las propiedades fitoquimicas
y antioxidantes durante el almacenamiento. Se encontrd un efecto sinergico entre
ozono y APH; sin embargo, se observaron cambios en el color y compuestos

bioactivos por efecto del tratamiento y del almacenamiento.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de la pitaya

El pitayo pertenece al Orden: Caryophyllales; Familia: Cactaceae yTribu:
Pachycereae (Mercado & Granados, 2002). En América Latina, los frutos de los
géneros Stenocereus, Cereus, Selenicereus y Hylocereus se denominan
“pitahaya”, un nombre genérico y vernaculo. Sin embargo, “Pitaya” y “pitahaya”
se han utilizado como sinénimos de manera incorrecta (Hunt, Taylor, & Charles,
2006; Le Bellec, Vaillant, & Imbert, 2006); “pitaya” corresponde a los frutos del
género Stenocereus (Ortiz, 1999;Garcia-Suarez, Carreto-Montoya, Céardenas-
Navarro, Diaz-Pérez, & Lopez-Gomez, 2007) mientras que “pitahaya” al género
Hylocereus (Ortiz, 1999).

Se han reportado 24 especies comestibles de pitaya (Stenocereus spp.) en
Ameérica (Terrazas, Loza-Cornejo, & Arreola-Nava, 2005; Rosales-Bustamante,
Luna-Morales, & Cruz-Ledn, 2009), de las cuales 20 son endémicas de México
(Arreola-Nava & Terrazas, 2004; Barcenas & Jiménez, 2010), por lo que se podria
considerar su centro de origen (Esquivel, 2004; Reyes-Aguero, Aguirre, &
Valiente-Banuet, 2006; Novoa, Le Roux, Robertson, Wilson, & Richardson,
2015).

Recientemente, esta cactacea ha sido motivo de atencién comercial por el
agradable sabor que tienen sus frutos suculentos, de pulpa jugosa y dulce de
gran variedad de coloraciones (blancas, amarillas, moradas y rojas) (Campos-
Rojas, Pinedo-Espinoza, Campos-Montiel, & Hernandez-Fuentes, 2011; Garcia-
Cruz, Salinas-Moreno, & Valle-Guadarrama, 2012).



2.1.1. Importancia econémica de la pitaya

En la dltima década en México se ha incrementado mas de diez veces la
produccion de pitaya hasta alcanzar una produccion de 4 500 t (SIAP, 2017). A
pesar de ser un fruto de estacionalidad limitada (Ochoa-Velasco & Guerrero-
Beltran, 2012), este cultivo podria otorgar beneficios significativos a los
agricultores, por la poca demanda de agua que requiere (Barrios, 2013).
Adicionalmente, el cultivo de esos frutos podria considerarse una alternativa para
el aprovechamiento de los recursos fitogenéticos y su estudio podria mejorar su
manejo y comercializacién con la intencion de darle un valor agregado (Quiroz-

Gonzalez, Garcia-Mateos, Corrales-Garcia, & Colinas-Leon, 2018).

De las especies que se localizan en México, S. queretaroensis (Pimienta-Barrios
& Nobel, 1995; Granados, Mercado, & Lopez, 1999;Garcia-Suarez, Carreto-
Montoya, Cardenas-Navarro, Diaz-Pérez, & Lopez-Gomez, 2007), S. stellatus, S.
griseus, S. pruinosus (Garcia-Suarez, Carreto-Montoya, Céardenas-Navarro,
Diaz-Pérez, & Lopez-Gomez, 2007; Granados et al., 1999),S. treleasei, S. fricci
y S. quevedonis comprenden las de mayor aprovechamiento comercial
(Granados et al., 1999). La especie S. queretaroensis es la de consumo mas
extendido en el pais (Gudifio & De la Barrera, 2014). Los frutos de las especies
S. griseus (pitaya de mayo) y S. stellatus (pitaya agria) se cultivan principalmente
en la region Mixteca de Oaxaca. Las tres ultimas especies mencionadas son
importantes en la economia de muchas comunidades rurales de algunas zonas
semiaridas de México (Lopez, Diaz, & Flores, 2000). Las especies restantes se
cultivan en huertos de traspatio y otras solo se obtienen mediante recoleccion
(Arreola-Nava, 1999; Granados et al.,, 1999; Luna-Morales, 2004)para
autoconsumo y/o comercializaciéon local (Garcia-Suarez, Carreto-Montoya,

Céardenas-Navarro, Diaz-Pérez, & Lopez-Gomez, 2007).

2.1.2. Importancia nutraceutica de la pitaya

Entre los metabolitos de importancia nutraceutica en la pitaya destacan las
betalainas; estos pigmentos se restringen a las familias del orden Caryophyllales
(Brockington et al., 2015; Patricia Esquivel & Araya Quesada, 2012; Khan &



Giridhar, 2015), los cuales son responsables del color de la pulpa y de la cascara
de pitaya, tuna, xoconostle y pitaya (Garcia-Cruz, Valle-Guadarrama, Salinas-
Moreno, & Joaquin-Cruz, 2013; Grimaldo-Juarez, Terrazas, Garcia-Velasquez,
Cruz-Villagas, & Ponce-Medina, 2007; Liaotrakoon et al., 2013; Lopez, Garcia,
Gallegos, & Sahagun, 2015; Yahia & Mondragon-Jacobo, 2011). Estos
metabolitos se derivan biosintéticamente del acido betalamico y se agrupan en
betacianinas y betaxantinas; las primeras, son responsables de las coloraciones
rojo-purpura y las betaxantinas de los colores amarillo-anaranjado (Patricia
Esquivel, Stintzing, & Carle, 2007; Zryd & Christinet, 2004), ayudan en la
prevencion de cancer, evitan la oxidacion de lipidos de las membranas por sus
propiedades antioxidantes (Livrea & Tesoriere, 2006), no presentan efectos
toxicos en humanos como algunos pigmentos sintéticos (Sumaya-Martinez,
Suarez, Cruz, Alanis, & Sampedro, 2010), también se usan en la industria de
alimentos (Barcenas & Jiménez, 2010;Rivera, Bocanegra-Garcia, & Monge,

2010) y cosmética (Barcenas & Jiménez, 2010).

Otros metabolitos de importancia, contenidos en la pitaya son los compuestos
fendlicos (Kanellis et al., 2014). Se ha identificado una mayor concentracion de
estos metabolitos en pitayas de pulpa roja en comparacion con de las de pulpa
anaranjada y blanca (Garcia-Cruz et al., 2012; Garcia-Cruz et al., 2013; Pérez-
Loredo, Garcia-Ochoa, & Barragan-Huerta, 2016); aunque, la actividad
antioxidante es mayor en las variedades blancas (Pérez-Loredo et al., 2016).
Algunos autores han reportado que el acido ascérbico es también una fuente
importante de antioxidantes en algunos frutos, particularmente en pitaya (Beltran-
Orozco et al.,, 2009), en tuna (Kuti, 2004; Ramirez-Ramos, Garcia-Mateos,
Corrales-Garcia, Ybarra-Moncada, & Castillo-Gonzalez, 2015) y xoconostle
(Lépez et al., 2015). Se ha reportado que las variedades de pitaya amarilla y
blanca presentan mayores concentraciones de acido ascorbico, por lo tanto,
muestran una mayor actividad antioxidante que las variedades rojas que
contienen concentraciones menores (Beltran-Orozco et al., 2009). Al respecto,
se ha propuesto que el consumo de 100 g de pulpa de pitaya cubre 21 % de la
recomendacion de la ingesta diaria (60 mg d!) para adultos (Beltran-Orozco,
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Oliva-Coba, & Gallardo-Velazquez, 2005). Al respecto, se ha documentado que
el consumo de pitayas, principalmente de las variedades amarillas y blancas
proveen una proteccion contra los radicales libres similar (17 umol g equivalente
aTrolox g?) al valor mas bajo reportado por las bayas azulesdel
género Vaccinium (16.8 -17.3 pmol-g* equivalente aTrolox g*)(Beltran-Orozco
et al., 2009; K&hkdnen, Hopia, & Heinonen, 2001).

2.2. Tecnologias parala preservacion de alimentos

El tratamiento térmico es la tecnologia mas ampliamente empleada para la
inactivaciéon de microorganismos en alimentos. Sin embargo, el calor causa
efectos ecundarios no deseados sobre las propiedadaes sensoriales,
nutricionales y funcionales de los alimentos. No obstante, debido al incremento
de la demanda de alimentos minimamente procesados "frescos" ha promovido el
desarrollo de tecnologias no térmicas para la conservacion de los alimentos, tales
como los campos eléctricos pulsantes (CEP), APH, ultrasonido (Asokapandian,
Periasamy, & and Swamy, 2018) y radiacion (Lado & Yousef, 2002). Estas
tecnologias no térmicas, también llamadas “emergentes” causan poco o ningun
efecto sobre los constituyentes de los alimentos, en muchos casos son letales
para las esporas, bacterias, levaduras, hongos y virus (Niakousari, Gahruie,
Razmjooei, Roohinejad, & Greiner, 2018). Por lo tanto, estas tecnologias estan
disefiadas para la produccién de alimentos inocuos sin la modificacion de su
calidad nutricia y sensorial (Lado & Yousef, 2002). También se destaca al ozono
como una tecnologia no térmica, que ha sido aceptada por los consumidores, se
usa habitualmente para el lavado de frutas y hortalizas en industrias, en la
desinfeccién de agua embotellada (Asokapandian et al., 2018) y recientemente
ha sido estudiado en la preservacion de jugos de frutas (Jaramillo-Sanchez et al.,
2018; Jaramillo, Garcia, Contigiani, Gdbmez, & Alzamora, 2017; Patil et al., 2010;
Torres et al., 2011).

2.2.1. Alta Presion Hidrostética
El procesamiento con APH es una tecnologia de pasteurization en frio, mediante

la cual, los productos previamente envasados se introducen en la camara de



presion para ser tratados con un elevado nivel de presion isostatica (300—600
MPa); debido a que la presion es transmitida por el agua contenida dentro de la
camara, la tecnologia también se conoce como alta presion hidrostatica (Houska
& Marques da Silva, 2018).

El uso de la alta presion, a diferencia del tratamiento térmico, tiene la ventaja de
que los alimentos tratados con esta tecnologia mantienen estables sus
propiedades sensoriales y nutricionales, debido a la estabilidad de los enlaces
covalentes de proteinas, azUcares, vitaminas, lipidos y pigmentos cuando son
sometidos a la APH (Mozhaev, Heremans, Frank, Masson, & Balny, 1994).
Asimismo, a diferencia del tratamiento térmico, en el que los tiempos de
calentamiento y enfriamiento son largos y hay pérdidas de energia durante el
proceso, los cambios de presion son practicamente instantdneos y dado que es
una transmision isostatica, son uniformes. Por lo tanto, el proceso es
independiente del volumen y de la geometria de la muestra (Knorr, 1999).
Ademas, una vez que el sistema esta bajo presion, no hay requisitos adicionales
de energia ni pérdidas de energia (Heremans, 1995).

El comportamiento de los sistemas bioquimicos bajo presion se rige por el
principio de Le Chatelier, este postula que la aplicacién de presion desvia el
equilibrio de un proceso hacia el estado que ocupe menor volumen, y acelera
aquellos procesos en los que el estado de transicidén presenta un volumen menor
gue el estado inicial; por lo tanto, la presion favorece los procesos que van
acompafnados de cambios de volumen negativos. Una ventaja del uso de la
presion en lugar de la temperatura, porque la temperatura puede afectar tanto la
energia interna como el volumen del sistema, y la presion solo afecta el volumen
del sistema en estudio (Mozhaev et al., 1994; Mozhaev, Heremans, Frank,
Masson, & Balny, 1996).

Los cambios de volumen que acompafian a la formacién de la mayoria de las

interacciones entre biomoléculas son los siguientes:



- Los enlaces covalentes que forman la estructura primaria de las proteinas son
resistentes a presiones de al menos 1000-2000 MPa. La formacion de enlaces
de hidrégeno esta ligeramente favorecida por la presion y los procesos en la
reorganizacion de los enlaces de hidrégeno existentes (la mayoria de las
reacciones en soluciones acuosas) tienen valores de cambio de volumen (AV)

casi nulos, por lo tanto, son insensibles a la presion.

- Los efectos mas significativos de la presion se observan en los procesos que
involucran interacciones electrostaticas e hidréfobas. Durante la aplicacion de la
presion los grupos cargados tienen una fuerte tendencia a ordenar las moléculas
de agua (electrostriccion), y este proceso se caracteriza por una reduccion de
volumen. Debido a la reorganizacion de la estructura del agua cerca de
fragmentos no polares, este proceso muestra valores AV negativos y se ve
favorecido por la presion; por lo tanto, la aplicacién de APH causa el rompimiento
de enlaces electrostéaticos e hidrofobicos (Gross & Jaenicke, 1994; Mozhaev et
al., 1994).

Inactivacion microbiana por APH

Los microorganismos son inactivados cuando se exponen a factores que alteran
su estructura celular o sus funciones fisiologicas. El dafio estructural incluye la
ruptura de la cadena de ADN y de la membrana celular. Las funciones celulares
se alteran cuando se inactivan enzimas clave o se pierde la selectividad de la
membrana (Lado & Yousef, 2002). El crecimiento microbiano se retrasa con
presiones entre 20 y 180 MPa; estas presiones también inhiben la sintesis de
proteinas (Figura 1) (Hauben et al., 1997; Hoover, 1989). La pérdida de la
viabilidad celular inicia con la aplicacién de 180 MPa, y la tasa de inactivacién
aumenta exponencialmente conforme se incrementa la presion. Por encima de
300 MPa se provoca la desnaturalizacion irreversible de las proteinas, este nivel
de presion corresponde al necesario para la inactivacion de la mayoria de las
células vegetativas y bacteriéfagos. Los tratamientos con APH letales son

aguellos que causan cambios en la integridad de la membrana celular y



desnaturalizacion de proteinas (Huang, Lung, Yang, & Wang, 2014; Lado &
Yousef, 2002).

Desnaturalizacion de proteinas irreversible
Fuga de contenido celular

Dafio a membranas Presion
Signos de fuga de contenido celular
ig ug i u (MPa)

(100

Desnaturalizacién de proteinas revers
Compresioén de las vacuolas de gas

Limite de letalidad
Inhibicion de la sintesis de proteinas

Reduccion del nimero de ribosomas

Presion atmosférica

Figura 1. Cambios estructurales y funcionales en los microorganismos causados
por la presion. Fuente: elaboracién propia con datos de Lado & Yousef (2002).

Durante la aplicacion de esta tecnologia, es necesario tener en cuenta que, bajo
algunas condiciones de procesamiento, es mas probable que los
microorganismos solo se estresen o se lesionen levemente. La Figura 2 muestra
qgue el estrés subletal induce la expresién de sistemas de reparacion celular vy,
por lo tanto, la adaptacion de los microorganismos al estrés durante el
procesamiento de alimentos constituye un peligro potencial (Lado & Yousef,
2002).
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Figura 2. Estrés, dafio, adaptacion y resistencia de los microorganismos por
efecto del procesamiento. Fuente: elaboracion propia con datos de Lado &
Yousef (2002).

Hsu et al. (2008) reportaron la inactivacion significativa de mesofilos aerobios,
enterobacterias, hongos y levaduras durante el procesamiento de jugo de tomate
con 300-500 MPa (25 °C/10 min); estos jugos fueron microbiolégicamente
estables durante 28 d (a 25 °C). Asimismo, Xu et al. (2018) estudiaron el efecto
de la APH sobre mesdfilos aerobios, levaduras y hongos en jugo de kiwi; estos
autores observaron que la aplicacion de 500 MPa (10 min) inactivd hongos y
levaduras, y mantuvo la poblacién de mesdfilos aerdbios por debajo de 2 log
(UFC mL?) durante 42d (a4y 25 °C).

El efecto del CUT (come up time, por sus siglas en inglés) también ha sido

estudiado; Guerrero-Beltran, Barbosa-Canovas, & Welti-Chanes (2011a)
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reportaron un efecto antimicrobiano de la aplicacion de 241 MPa durante 2.2 min
en néctar de pera, estos autores observaron una reduccion de 0.41, 1.46 y 0.07
log (UFC mL™?) de la poblacién de Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli y
Listeria innocua, respectivamente. En otro estudio (Guerrero-Beltran et al.,
2011b) se logré la reduccion de 5.7, 7y 7.4 log (UFC mL?) de las poblaciones de
S. cerevisiae, E. coliy L. innocua en jugo de naranja tratado con 414 MPa por 3.2

min.

Efecto de la APH sobre compuestos bioactivos

Diversas investigaciones proporcionan evidencias de los beneficios de la APH
sobre la retencion de micronutrientes y compuestos bioactivos en alimentos
vegetales (Westphal, Schwarzenbolz, & Bohm, 2018); al respecto, se ha
observado mayor retencién e incluso incremento del contenido de compuestos
bioactivos en jugos tratados con APH, contrario a lo reportado en jugos
procesados térmicamente (Hsu et al., 2008). Por ejemplo, Hsu et al. (2008)
reportaron un incremento significativo de hasta 62 % en el contenido de
carotenoides en jugo de tomate tratado con APH (300-500 MPa / 25 °C/10 min),
estos autores sefialan que no se observaron cambios en el contenido de estos
metabolitos durante el almacenamiento (28 d / 25 °C); no obstante, en los jugos
tratados térmicamente (98 °C / 15 min) se observ6 una reduccion de mas de 18
%. Patras, Brunton, Da Pieve, Butler, & Downey (2009) también observaron
incrementos en el contenido de compuestos bioactivos (fenoles totales,
carotenoides y acido ascorbico) en puré de zanahoria y tomate tratado con 600
MPa (15 min). Xu et al. (2018) reportaron un incremento de hasta 4 % del
contenido fendlico con la aplicacion de 500 MPa (10 min) en jugo de kiwi; no
obstante, estos autores mencionan decrementos de hasta 35 % por efecto del
almacenamiento (42 d, 4 °C). En otro estudio se encontraron incrementos entre
20 - 43 % en los contenidos de B-caroteno, a-caroteno, zeaxantina, luteina, B-
criptoxantina y actividad antioxidante en jugo de naranja tratado con 350 MPa (15
min) (De Ancos, Gonzalez, & Cano, 2000). Westphal, Schwarzenbolz, & B6hm
(2018) también mencionaron la estabilidad de la actividad antioxidante en puré
de espinaca y rosa mosqueta tratado con 200-600 MPa durante 5-10 min; estos
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resultados se asociaron con la estabilidad de las antocianinas y la inactivacion
de enzimas que participan en la degradacion de compuestos bioactivos. De
manera particular, las enzimas polifenoloxidasa (PFO), peroxidasa (PO) y B-
glucosidasa han sido asociadas con la degradacion de antocianinas (Fennema &
Tannenbaum, 1996). Al respecto, Garcia-Palazon, Suthanthangjai, Kajda, &
Zabetakis (2004) reportaron que la estabilidad de las antocianinas de la fresa y
frambuesa es debida a la inactivacion completa de la enzima PFO, por efecto del
tratamieto con 800 MPa (15 min). Sin embargo, el efecto de la APH sobre la
inactivacién enzimatica depende de los parametros del procesamiento con APH
como presion, tiempo y propiedades fisicoquimicas del alimento (Tiwari,
O’donnell, & Cullen, 2009; Tiwari, Cullen, Brennan, & O’Donnell, 2013). A
continuacion de describe a mayor detalle el efecto de la APH sobre la actividad

enzimatica.

Efecto de la APH sobre algunas enzimas

Uno de los principales desafios en la extension de vida de anaquel de productos
de frutas y hortalizas es el control de enzimas enddégenas mediante la aplicacion
de APH, debido a que con frecuencia las enzimas muestran mayor resistencia a
las condiciones de alta presion que las bacterias (Terefe, Buckow, & Versteeg,
2014). Las enzimas son biocatalizadores protéicos con alta afinidad a un sustrato
especifico y por lo general, solo actian bajo condiciones especificas
(temperatura, pH, aw); las moléculas del sustrato estan unidas en una hendidura
hidr6foba conocida como sitio activo, pequefios cambios estructurales en este
sitio activo pueden resultar en una pérdida completa de la actividad enzimatica
(Tsou, 1986). Las enzimas son esenciales para la fisiologia y el metabolismo de
las células, ya que aceleran las reacciones quimicas, que de lo contrario
ocurririan demasiado lentas. La mayoria de las enzimas alimentarias enddégenas
permanecen activas durante el procesamiento posterior a la cosecha y con
frecuencia causan cambios en los atributos de calidad de los alimentos, como el
color, el sabor, la textura y el valor nutricional. La actividad de enzimas
enddgenas deteriorativas, el crecimiento de microorganismos (con actividad

enzimatica asociada) y/u otras reacciones no enzimaticas (generalmente
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oxidativas) reducen considerablemente la vida de anaquel de los productos
horticolas. Por lo tanto, es necesario el control de la actividad de las enzimas en
productos alimenticios, esto se puede lograr mediante la eliminacion de sustrato
(vg. oxigeno para enzimas oxidativas), inhibicion de enzimas (vg. inhibicion
alostérica con iones especificos) o inactivacion de enzimas mediante la
aplicacion de un estrés externo (vg. temperatura o inactivacion quimica) (Buckow,
2018).

En general, la inactivacion enzimatica se produce por la alteracion de las
interacciones responsables de la estructura secundaria (enlaces hidrogeno) y
terciaria. Aunque la desnaturalizacion de las proteinas es causada por el calor,
algunas sustancias quimicas o la APH también pueden provocar este efecto. La
desnaturalizacion de las proteinas causada por la temperatura y/o la quimica a
menudo provoca el despliegue de las proteinas de manera completa e
irreversible, debido a la ruptura de enlaces covalentes y/o la agregacion de la
molécula. En contraste, la APH puede dejar partes de la molécula sin cambios,
lo que indica que los mecanismos de desnhaturalizacion son sustancialmente
diferentes (Dietrich Knorr, Heinz, & Buckow, 2006). La APH afecta principalmente
la estructura terciaria y cuaternaria de las enzimas; la desnaturalizaciéon de la
proteina, y por lo tanto, la inactivacion de las mismas; por APH se inicia forzando
el agua hacia el interior de la matriz proteica; muchos investigadores han sugerido
la penetracién del agua en la proteina como un requisito previo para el despliegue
de la proteina (Nash & Jonas, 1997; Zhang, Peng, Jonas, & Jonas, 1995).

La pérdida del contacto entre grupos no polares de la proteina causa transiciones
conformacionales, lo que finalmente provoca el despliegue de algunas partes de
la molécula (Saad-Nehme, Silva, & Meyer-Fernandes, 2001).Basak &
Ramaswamy (1996) indicaron que la inactivacion de la enzima
pectinmetilesterasa (PME) en el jugo de naranja sigue un tipo de reaccién de fase
dual: una caida inicial en su actividad debido al CUT y, posteriormente, una
inactivacion de la velocidad de primer orden debida al tiempo de mantenimiento
de la presion. También, Balny & Masson (1993) sugirieron que el efecto del CUT
sobre la estabilidad enzimética es debida al rompimiento instantaneo o
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desorientacion de su estructura conformacional terciaria o cuaternaria, lo que
provoca una reduccion de la actividad. No obstante, algunos autores han
reportado que algunas enzimas, tales como la PME, se activan a través de
algunas condiciones de procesamiento con APH (Liu, Ream, Joerger, Liu, &
Wang, 2012). Al respecto, Morales-de la Pefa, Salinas-Roca, Escobedo-
Avellaneda, Martin-Belloso, & Welti-Chanes (2018) reportaron activacion (8—11
%) de la actividad de la enzima PME en puré de mango tratado con 400-500 MPa
durante un CUT de 80-86 s (34 °C). El incremento de la actividad enzimatica
después de la aplicacion del CUT podria ser debido a la activacién de enzimas
latentes (Chakraborty, Kaushik, Rao, & Mishra, 2014), este fendmeno ocurre
debido a los cambios conformacionales que provocan la exposicion de los
polipéptidos extendidos que protegen los sitios activos en su estado latente (Lei,
Feng, & Jiang, 2004; Terefe, Yang, Knoerzer, Buckow, & Versteeg, 2010).

2.2.2. Ozono

El ozono ha sido empleado como desinfectante primario para el tratamiento de
agua potable y de aguas residuales para la destruccion de microorganismos, este
es altamente efectivo y actla sobre un espectro mas amplio de microorganismos
que el cloro u otros desinfectantes; ademas, el uso de desinfectantes quimicos,
agentes blanqueadores, pesticidas y otros quimicos dejan residuos y acumulan
guimicos téxicos en los alimentos y el medio ambiente. La elevada reactividad
del ozono esta asociada con el poder oxidante de los radicales libres (hidroxilos,
hidroperoxidos y superoxidos) producidos durante la descomposicion del ozono
(Manousaridis et al., 2005). Por lo tanto, recientemente, el ozono ha ganado
atencion de parte de las industrias de alimentos, especialmente para el
procesamiento de jugos de frutas, ya que el ozono reacciona mas rapido con
muchos compuestos organicos y no deja residuos en alimentos, debido a que
durante el tratamiento el exeso de ozono se descompone rapidamente en

oxigeno (Asokapandian et al., 2018).

Con la aprobacion (parte de la FDA) del uso del ozono como aditivo que puede

ser empleado en contacto directo con los alimentos han emergido algunas
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aplicaciones promisorias en alimentos liquidos. Algunos estudios han evaluado
el efecto antimicrobiano del ozono en jugo de manzana (Sung, Song, Kim, Ryu,
& Kang, 2014), orange juice (Patil et al., 2009), mel6n (Fundo et al., 2018) y
durazno (Garcia, Guerrero, & Alzamora, 2015; Jaramillo-Sanchez et al., 2018).
También se ha encontrado que el tratamiento con ozono reduce esporas (Torlak,
2014), degrada micotoxinas (Cataldo, 2008) y consecuentemente, incrementa la

vida de anaquel de los jugos (Patil, Valdramidis, Tiwari, Cullen, & Bourke, 2011).

Inactivacion microbiolégica por ozono

La inactivacion microbiana por ozono es un proceso complejo, que involucra la
accion del ozono sobre la membrana celular y algunos componentes de la pared
celular, debido a que éste afecta los glicolipidos y glicoproteinas (Guzel-Seydim,
Greene, & Seydim, 2004) y otros constituyentes celulares, tales como enzimas y
acidos nucleicos. Por lo tanto, la célula posee varios sitios donde el ozono puede
reaccionar, lo que conduce a la muerte celular. La inactivacion microbiana por
ozono (Figura 3) esta asociada principalmente con el dafio a la superficie celular,
lo que provoca la lisis celular (Cho, Kim, Kim, Yoon, & Kim, 2010). Se ha
identificado que el ozono ataca los enlaces insaturados de aldehidos, cetonas o
carbonilos (Am Water Works Res, 1991); también esta involucrado en reacciones
electrofilicas, particularmente en compuestos aromaticos, y con reacciones
nucleofilicas con algunos de los componentes de las células microbianas
(Asokapandian et al., 2018).

Cada microorganismo posee una inherente sensibilidad al ozono; las bacterias
son mas sensibles que los hongos y las levaduras, las bacterias Gram-positivas
son mas sensibles al ozono que los microorganismos Gram-negativos, y las
esporas son mas resistentes que las células vegetativas. Tanto el ozono
molecular como los radicales libres producidos por su degradacion tienen un rol
crucial en el proceso de inactivacion microbiana (Cullen, Tiwari, O’Donnell, &
Muthukumarappan, 2009; Pascual, Llorca, & Canut, 2007). No obstante, la
eficiencia del efecto biocida del ozono depende de algunos factores, tales como:

el estado fisiolégico (etapa de crecimiento), el pH del medio, temperatura,
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humedad, aditivos (vg. Acidos, surfactantes y azucares) y la cantidad de materia
organica que rodea las células (Kim & Yousef, 1999).

El oxigeno libre se combina con
otras moléculas de oxigeno

o0 — 00— 0:0-0

Molécula de Las cargas eléctricas rompen la
oxigeno molécula de oxigeno

o

Vuelve a

=

Se une y ataca a los

oxigeno microorganismos

Se forman

moléculas de ozono

Causa lisis
..
celular

Figura 3. Proceso de inactivacion microbiana por ozono. Fuente: elaboracion
propia con datos de Asokapandian et al. (2018).

Garcia et al. (2015) investigaron el efecto de la aplicacion de 10 y 18 ppm de
ozono (12 min) sobre la inactivacién de E. coli, L. innocua y S. cerevisiae en jugo
de durazno, los autores reportaron reducciones de 4.3 y 4.9 log (UFC mL?) la
poblacion de E. coli y L. innocua respectivamente; no obstante, la poblacion de
S. cerevisiae s6lo se redujo 1 log (UFC mL™%).

Patil, Valdramidis, Cullen, Frias, & Bourke (2010b) lograron una reduccién de 5
log (UFC mL™?) la poblacién de L. monocytogenes y L. innocua en jugo de naranja
tratado con 0.098 mg mint mL* (5 y 9 min). Por su parte, Patil, Valdramidis,
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Cullen, Frias, & Bourke (2010a) informaron que la eficacia del ozono se
incrementa con la reduccion del pH, estos autores lograron una reduccion de 5
log (UFC mL™1) la poblacién de E. coli en jugo de manzana (pH = 4) tratado con
0.048 mg de ozono mint mL* (4 min).

El efecto biocida del ozono también ha sido evaluado en combinacion con
tratamiento térmico; al respecto, Sung et al. (2014) lograron una reduccion hasta
niveles no detectables la poblacion de E. coli O157:H7, S. Typhimurium y L.
monocytogenes en jugo de manzana tratado con ozono (3 L min' con una

concentracion de 2.5 g de ozono m?) y 1 min de tratamiento térmico (25 - 55 °C).

Efecto del ozono sobre compuestos bioactivos

Se ha reportado que el procesamiento con ozono tiene efectos significativos
sobre los compuestos bioactivos debido a que éste tiene una fuerte actividad
oxidante; el mayor impacto del ozono sobre los compuestos bioactivos se ha
observado cuando es aplicado en jugos, que cuando es se aplica en frutos
intactos (Tiwari et al., 2013). Por ejemplo, Tiwari, Muthukumarappan, O’'Donnell,
& Cullen (2008) observaron una reduccion de 50 % el contenido de acido
ascorbico en jugo de naranja ozonizado (0.6-10.0 %, 10 min), mientras que
Zhang, Lu, Yu, & Gao (2005) reportaron estabilidad de este metabolito en
muestras de apio ozonizado (0.18 ppm, 10 min) intacto. También se ha
documentado un incremento de los niveles de &cido ascoOrbico como una
respuesta a la exposicién al ozono, como ha sido reportado por Luwe, Takahama,
& Heber (1993) en espinaca tratada con 0.3 pL "t de ozono por 6 h y por Pérez,
Sanz, Rios, Olias, & Olias (1999) en fresas tratadas con 0.35 ppm de ozono, a 2
°C por 3 d. En contraste, Alothman, Kaur, Fazilah, Bhat, & Karim (2010)
reportaron decrementos en el contenido de acido ascorbico en pifia, platano y
guaya minimamente procesados y tratados con ozono (8 mL s, durante 10 - 30
min); estos autores indican que esta disminucién podria estar relacionada con la
activacion de la enzima ascorbato oxidasa, responsable de la degradacion del

acido ascorbico.
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Por otro lado, se han observado menores efectos del ozono sobre las
antocianinas en fresas tratadas con 0.35 ppm por 3 d (Pérez et al., 1999), y en
moras tratadas con 0.3 ppm por 12 d (Barth, Zhou, Mercier, & Payne, 1995). No
obstante, el contenido de antocianianas (pelargonidina-3-glucésido y cianidina-3-
glucésido) en los jugos de fresa y mora ha sido disminuido (>90.2%)
significativamente durante el tratamiento con 7.8 % de ozono por 10 min (Tiwari,
O’Donnell, Muthukumarappan, & Cullen, 2009; Tiwari, O’Donnell et al., 2009).
También en jugo de melén tratado con ozono (7 g L%, durante 30 — 60 min) se ha
observado la afectacién de los compuestos bioactivos (vitamina C, carotenoides)
y actividad antioxidante, pero el contenido fendlico ha mostrado incrementos
(Fundo et al., 2018). Contrario a lo anterior, en jugo de manzana tratado con
ozono (1-4.8 %, 10 min) se han reportado reducciones del contenido de
compuestos fenodlicos (Torres et al.,, 2011). Al respecto, el metabolismo
fenilpropanoide y la biosintesis de compuestos fendlicos pueden ser estimulados
por el ozono, lo que sugiere que estos metabolitos pueden participar en las
respuestas al estrés oxidativo; muchos compuestos fendlicos son eliminadores
de especies reactivas de oxigeno (ROS), porque son facilmente oxidados, y los
radicales fenoxilo resultantes presentan menor reactividad que los radicales

oxigeno (Booker, Burkey, & Jones, 2012).

Por otro lado, Tzortzakis, Borland, Singleton, & Barnes (2007) reportaron
incrementos en el contenido de betacaroteno, luteina y licopeno en tomate
almacenado en una atmésfera de ozono (1.0 umol mol™, 6 d). En general, en las
frutas y hortalizas almacenadas en atmosferas de ozono se ha reportado
estabilidad de sus compuestos bioactivos (Artés-Hernandez, Aguayo, Artés, &
Toméas-Barberan, 2007; Barboni, Cannac, & Chiaramonti, 2010).

En conclusion, el efecto del ozono dependera del tipo de metabolito, nivel de
ozonizado aplicado y del alimento tratado (matriz); la degradacion es atribuida a
la mayor exposicion de los compuestos bioactivos al ozono, por tal motivo, los
alimentos liqguidos son mayormente afectados que los frutos intactos, donde la

superficie de contacto con el ozono es limitada.
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La degradacion de fitoquimicos como acido ascorbico, antocianinas y
compuestos fendlicos durante la aplicacion de ozono puede ser debida a la
reaccion directa con el ozono o con reacciones indirectas de oxidantes
secundarios, tales como -OH, HO?%, -O2y -Os’; tales oxidantes pueden provocar
reacciones nucleofilicas y electrofilicas sobre los compuestos aroméaticos que son
sustituidos con un electron donador (vg. OH"), lo que conlleva a la oxidacion del
metabolito (Asokapandian et al., 2018). La reaccién directa ha sido descrita por
el mecanismo de Criegee (Criegee, 1975), donde las moléculas de ozono se ligan
a los carbonos con doble enlace C-C, lo que lleva a la formacién de ozénidos

(1,2,4-trioxolanos), los cuales tienen vida limitada (Criegee, 1975).

Efecto del ozono sobre algunas enzimas

La ligera exposicion al ozono induce cambios masivos en la expresion de genes,
actividad enzimatica y perfiles metabdlicos, incluso cuando no se detecta dafio
tisular(Vainonen & Kangasjarvi, 2015). Al respecto, se ha reportado que la
degradacion del &cido ascorbico en el caso de frutas y hortalizas enteras o
frescas puede deberse a la activacion de la enzima ascorbato oxidasa,
responsable de la degradacion de este metabolito (Alothman et al., 2010).
Algunos investigadores han relacionado el efecto del ozono con las respuestas
al estrés oxidativo; Sachadyn-Krél et al. (2016) encontraron que la actividad de
la enzima fenilalanina amonio-liasa (PAL) y la tirosina amonioliasa se redujo (25
%) en pimientos tratados con ozono (2 mg L, 1-3 h), pero la actividad de las
enzimas polifenoloxidasa (PFO) y guaiacol oxidasa (involucradas en la respuesta
al estrés oxidativo) se incremento. Por su parte, Ong, Ali, Alderson, & Forney
(2014) reportaron que la actividad de la enzima PAL, peroxidasa (POD) y PFO
se increment6 en papaya tratada con ozono (5 pL L™, 96 h).

Rodoni, Casadei, Concellon, Chaves Alicia, & Vicente (2010) informaron que un
tratamiento con 10 pyL de ozono L* (10 min) en tomate no afect6 las enzimas
poligalacturonasa y p-galactosidasa; sin embargo, se encontrd disminucion de la

actividad de la enzima pectinmetilesterasa.
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Por otro lado, las investigaciones relacionadas con el efecto del ozono sobre la
actividad enziméatica en jugos son limitadas. Jaramillo-Sanchez et al. (2018)
analizaron la efectividad del ozono (0.06-2.48 g de ozono L™) para la inactivacion
de la actividad de las enzimas PFO y POD en jugo de durazno, es ese trabajo se
reportd la disminucién (> 97 %) de la actividad de ambas enzimas por el

tratamiento con ozono por un periodo de de 12 min.

Con respecto a lo anterior, la hiperreactividad del ozono puede contribuir a la
inhibicién de varias enzimas causantes del pardeamiento enzimético en jugos, y

consecuentemente mantenerlos sensorialmente aceptables.
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3. PITAYA (Stenocereus spp.): UN FRUTO SUBUTILIZADO

3.1. Resumen

Pitaya (Stenocereus spp.) es un fruto exético consumido desde tiempos
ancestrales por culturas prehispanicas. Recientemente en México, esta cactacea
ha sido motivo de atencion comercial por el agradable sabor que tienen sus frutos
suculentos, de pulpa jugosa y dulce de gran variedad de coloraciones (blancas,
amarillas, moradas y rojas); posee excelentes atributos sensoriales,
nutricionales, nutraceuticos, y usos agroindustriales y medicinales promisorios;
no obstante, es un fruto subutilizado. Los elevados contenidos de betalainas en
el fruto permiten considerar a estas variedades una fuente de pigmentos
naturales para su uso en la industria alimentaria. El objetivo de la presente
contribucion es proporcionar una descripcion de la importancia del género
Stenocereus, con la finalidad de promover su estudio, difusion, produccion,
consumo Yy aprovechamiento agroindustrial. Se presenta una descripcion
boténica, distribucion, cultivo, fisiologia, aspectos pre y poscosecha, composicién
nutricional y nutracéutica y usos agroindustriales y medicinales de este género.
Debido a sus ventajas agronomicas, nutracéuticas y agroindustriales, la
produccion de este fruto representa una oportunidad para el desarrollo
econdmico de algunas zonas aridas y semiaridas de México. Se recomienda
realizar estudios principalmente en los aspectos fisiol6gicos, nutraceuticos,
medicinales y agroindustriales, en particular en las especies no estudiadas del
género Stenocereus, y las investigaciones futuras deberian ocuparse del
desarrollo de tecnologias agricolas para garantizar la obtencion de elevados
rendimientos de productos de excelente calidad, lo cual permita la obtencion de
beneficios econdmicos para los agricultores.

Palabras clave: Stenocereus, cactdcea, antioxidantes, exodtica, uso
agroindustrial.
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3.2. Introduccion

El pitayo es una cactacea columnar que pertenece al género Stenocereus (Bravo
y Sanchez-Mejorada, 1991). El nombre deriva de las palabras griegas: "oTevog”
(stenos) para "apretado, estrecho”, se refiere a las costillas estrechas de las
plantas y cereus para "cirio, vela". Se han reportado de 22 a 24 especies
comestibles de este género en América (Terrazas et al., 2005; Rosales-
Bustamante et al., 2009), de las cuales 20 son endémicas de México (Arreola,
1999; Béarcenas y Jiménez, 2010). Por lo tanto, México podria ser considerado el
centro de origen, por ser el pais con la mayor y mas importante diversidad de

cactaceas (Esquivel, 2004; Reyes-Aguero et al., 2006; Novoa et al., 2015).

Recientemente, esta cactacea ha sido motivo de atencion comercial por el
agradable sabor que tienen sus frutos suculentos, de pulpa jugosa y dulce de
gran variedad de coloraciones (blancas, amarillas, moradas y rojas) (Campos-
Rojas et al., 2011; Garcia-Cruz et al., 2012). Sin embargo, no se ha explorado su
aprovechamiento comercial, posiblemente por ser un fruto de un cultivo regional,
perecedero, y por el desconocimiento de sus propiedades nutricionales y
nutracéuticas de la mayoria de las especies (Pimienta-Barrios y Nobel, 1998;
Trevifio et al., 2012). Por lo tanto, este fruto representa un prometedor potencial
comercial a nivel nacional e internacional (Garcia-Suéarez et al., 2007; Campos-
Rojas et al., 2011) principalmente por sus propiedades antioxidantes (Campos-
Rojas etal., 2011; Garcia-Cruz et al., 2013; Pérez-Loredo et al., 2016). Asimismo,
existen limitados estudios sobre pitaya, por lo que se dificulta la identificacion del
estado del arte desde el punto de vista horticola. Por lo anterior, en el presente
trabajo se realiza una compilacion de la informacion disponible relacionada con

este fruto exaotico.

3.3. Descripcion botéanica

Existen pocos estudios taxondmicos y filogenéticos sobre el género Stenocereus.

De acuerdo con Mercado y Granados (2002) el pitayo pertenece al Orden:

Caryophyllales; Familia: Cactaceae y Tribu: Pachycereae). En América Latina,

los frutos de los géneros Stenocereus, Cereus, Selenicereus y Hylocereus se
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denominan “pitahaya”, un nombre genérico y vernaculo (Hunt et al., 2006; Le
Bellec et al., 2006). Sin embargo, “Pitaya” y “pitahaya” se han utilizado como
sinbnimos de manera incorrecta (Hunt et al., 2006; Le Bellec et al., 2006); “pitaya”
corresponde a los frutos del género Stenocereus (Ortiz, 1999; Garcia Suérez et
al., 2007) mientras que “pitahaya” al género Hylocereus (Ortiz, 1999); la pitaya
es descrita y discutida en la presente contribucion. Esta cactacea se caracteriza
por ser una planta arborescente con troncos definidos y ramificaciones desde la
base, tallos jévenes y ramas provistas de 4 a 20 6 mas costillas; las flores se
ubican entre las aréolas y las espinas (Buxbaum, 1961; Pimienta-Barrios y Nobel,
1994). Sus frutos (pitayas) son bayas poliespermaticas pigmentadas de forma
globosa u ovoide, un pericarpio provisto de aréolas que llevan espinas (Buxbaum,
1961; Pimienta-Barrios y Nobel, 1994; Arnaud, 1997), similares a pequeias
agujas que le brindan proteccion natural (Figura 4). La pulpa es jugosa, posee un
delicado sabor dulce, contiene semillas negras, triangulares, pequefias (1 mm) y
suaves, las cuales se digieren facilmente (Pimienta-Barrios y Nobel, 1994;
Arnaud, 1997; Luna-Morales y Aguirre, 2001), contrario a lo que ocurre con los
frutos de otras cactaceas como la tuna (Opuntia spp.) (Pimienta-Barrios y Nobel,
1994).
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K .

Figura 4. A) arbol y B) flores del pitayo, C) espinas y D) pulpa de la pitaya
(Stenocereus pruinosus).

Existe una diversidad de especies del género Stenocereus (Cuadro 1), asi como
variacion en sus caracteristicas morfologicas. El peso del fruto varia entre
especies e incluso entre variantes (Cuadro 2). En algunas especies se han
reportado frutos con un peso mayor a 400 g (Corrales, 2002.). También los pesos
de la pulpa y de la cascara (epidermis) muestran variaciones entre especies; la
cascara en S. griseus es mas delgada que en los frutos de S. pruinosus. Se ha

observado frutos de mayor peso (30 %) en especies domesticadas de S. stellatus

36



que en las especies silvestres (Rodriguez-Morales et al., 2013).
Consecuentemente, las ultimas, aun no aprovechadas, podrian representar un
potencial comercial. EI mayor grosor de céscara, asi como la magnitud de sus
espinas proporciona mayor resistencia a dafios fisicos, caracteristicas que

determinan su resistencia al manejo poscosecha (Campos-Rojas et al., 2011).

Cuadro 1. Especies de Stenocereus (pitayos) endémicas de México.

Especie Distribucién Endémica Cultivo Referencias
S. . Terrazas et al., 2005; Arreola-Nava,
. Mexico + --
alamosensis 1999
S. beneckei México + -- Arreola-Nava, 1999
S. . Terrazas et al., 2005; Arreola-Nava,
. Mexico + --
chacalapensis 1999
S. o Arias y Terrazas, 2006; Yetman,
chrysocarpus Mexico * - 2007; Arreola-Nava, 1999

Luna-Morales y Aguirre, 2001; Luna-
Morales, 2004; Arias et al., 2013

S. dumortien Mexico * R Martinez-Falcén et al., 2011;
Arreola-Nava, 1999
S eruca México + __ Hernadndez y Godinez, 1994;
) Arreola-Nava, 1999
. . Arias y Terrazas, 2006; Arreola-
S. fricci México + R Nava, 1999
C'\(;lli)élqct?ié\ Corrales, 2002; Arreola-Nava, 1999;
S. griseus Venezuela’ - C/R  SIB Portal de Datos, 2015; Padroén,
clay 2012; Fuentes et al., 2011.
Sudameérica
S. gummosus México + - Esquivel, 2004; Arreola-Nava, 1999
S. montanus México + S Arreola-Nava, 1999
. - Flores et al., 2011; Arellanes et al.,
S. pruinosus Mexico ¥ IS 2013; Arreola-Nava, 1999
S Gallardo-Vasquez y De la Barrera,

México + C/S  2007; Gudifio y De la Barrera, 2014;
Arreola-Nava, 1999
Luna-Morales y Aguirre, 2001;
S. stellatus México + C Flores et al., 2011; Arellanes, 2013;
Arreola-Nava, 1999

gueretaroensis

. México, Esquivel, 2004; Parker, 1989;
S. thurberi Arizona i S Arreola-Nava, 1999
. . Granados et al., 1999; Arreola-
S. treleasei México + S Nava, 1999
S eichlamii Gllj/la?()a(lrg(;’la, _ _ Arias y Terrazas, 2006; Arias et al.,
2003
El Salvador
S. martinezii México + -- Vega-Avifia et al., 2000
S. quevedonis México _ S Gudifio y De la Barrera, 2014;
’ Granados et al., 1999
S. zopilotensis México -- -- Arreola-Nava y Terrazas, 2004
S. standleyi México -- -- Segura et al., 2009

C= especia cultivada; R= especie recolectada; S= especie silvestre.
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Cuadro 2. Peso de frutos de algunas especies de pitaya (Stenocereus spp.) de
mayor comercializacion.

. Peso (g) .
Especie y/o color Pulpa Cascara Total Referencias
S. pruinosus (rojoy 129-131 48-50 177.0-180.9 Garcia-Cruz et al.,
anaranjado) 2013.
S. pruinosus (31 variantes) 79-333 15- 69 86 - 399 Luna-Morales, 2006
S. stellatus (blanco, rojo, - - 76-101 Pérez-Loredo et al.,
amarillo y morado) 2016
- - Martinez-Gonzalez y
S. griseus (17 variantes) 100 - 290 Cruz-Hernandez
(1995)
S. griseus (blanco y rojo) 44 18-22 63-69 Emaldi et al., 2006

3.4. Distribucién

El pitayo se ubica en bosques tropicales caducifolios (Pimienta-Barrios y Nobel,
1994), principalmente en las zonas aridas y semiaridas del sur de Arizona, E.U.A.
(Parker, 1989) hasta algunas regiones de América Latina (Granados et al., 1999;
Garcia-Cruz et al., 2012) como Honduras, El Salvador (Arias y Terrazas, 2006)
Colombia y Venezuela (Anderson, 2001; Terrazas et al., 2005). México es el
principal productor, la produccién del fruto se desarrolla principalmente en cuatro
regiones del pais en Mixteca Oaxaca-Puebla, Michoacan, Sinaloa-Sonora y

Jalisco-Zacatecas (Castro-Alvarez et al., 2015).

3.5. Cultivo

Desde el punto de vista fisiolégico, el cultivo de este fruto durante su desarrollo
requiere poco riego, fertilizantes y plaguicidas (Pimienta-Barrios y Nobel, 1994).
Es tolerante a las temperaturas elevadas (Drennan, 2009; Gudifio y De la Barrera,
2014), en particular la especie S. queretaroensis (Gudifio y De la Barrera, 2014).
La cosecha de pitaya inicia desde los meses de abril hasta octubre, aunque se
ha reportado su cosecha hasta noviembre y diciembre en otras regiones (Flores,
2003).

3.6. Importancia econémica

En la ultima década en México se ha incrementado mas de diez veces la
produccion de pitaya hasta alcanzar una produccion de 4 500 t. Cabe destacar
gue esta produccién es 160 veces menor que la de tuna (Opuntia spp.), pero es

mas rentable porque el valor de la produccién de la pitaya es 32 veces menor
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menor (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, 2017) que el valor
de la produccion de tuna. A pesar de ser un fruto de estacionalidad limitada
(Ochoa-Velazco y Guerrero-Beltran, 2012), este cultivo podria otorgar beneficios
significativos a los agricultores, debido a la baja demanda de agua que requiere
(Barrios, 2013). Adicionalmente, el cultivo de esos frutos podria considerarse
una alternativa del aprovechamiento de los recursos fitogenéticos. El estudio
agronomico podria mejorar su manejo y comercializacion con la intencion de

darle un valor agregado.

De las especies que se localizan en México, S. queretaroensis (Pimienta-Barrios
y Nobel, 1995; Granados et al., 1999; Garcia-Suarez et al., 2007), S. stellatus, S.
griseus, S. pruinosus (Granados et al., 1999; Garcia-Suéarez et al., 2007), S.
treleasei, S. fricci y S. quevedonis comprenden las de mayor aprovechamiento
comercial (Granados et al., 1999). La especie S. queretaroensis (Gudifio y De la
Barrera, 2014) es la de consumo mas extendido en el pais. Los frutos de las
especies S. griseus (pitaya de mayo) y S. stellatus (pitaya agria) se cultivan
principalmente en la region Mixteca de Oaxaca, los cuales son las especies mas
importantes para la economia de muchas comunidades rurales de algunas zonas
semiaridas de México (Lopez et al., 2000). Las especies restantes se cultivan en
huertos de traspatio y otras s6lo se obtienen mediante recoleccion (Luna-
Morales, 2004; Arreola-Nava, 1999; Granados et al., 1999) para autoconsumo

y/o comercializacién local (Garcia-Suarez et al., 2007).

3.7. Fisiologia de la pitaya

Las cactaceas al ser plantas con metabolismo Acido Crasulaceo (CAM) absorben
el COz principalmente por la noche. Este comportamiento favorece su desarrollo
en ambientes aridos (Pimienta-Barrios et al., 1997; Hernandez-L6pez et al., 2008)
porque pierden menor cantidad de agua (Pimienta-Barrios et al., 1997) que las
especies con apertura de estomas durante el dia (plantas con metabolismo Czy
C4). Las plantas CAM tendran una importancia especial cuando el calentamiento
global cause sequia y eficiencia en el uso del agua. Durante el almacenamiento,

el patron de respiracion corresponde a frutos no climatéricos (Rodriguez-Irepan
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etal., 2011; Garcia-Cruz et al., 2016) con un decremento de la tasa de respiracion
(10 a 4 mg COz2-kg-hr) con un comportamiento asintético (Kays, 1991; Armella,
2003). El etileno es una hormona que juega un papel central en la maduracion
de los frutos climatéricos; sin embargo, se ha identificado el gen de la enzima
ACC oxidasa (enzima que participa en la sintesis de etileno) en pitaya S. stellatus
durante la maduracion (Rodriguez-lrepan et al., 2011). El papel del etileno o de
la ACC oxidasa en frutos no climatéricos aun es desconocido (Barry y
Giovannoni, 2007), aunque éstos podrian participar en el proceso de maduraciéon
0 en respuesta a un proceso de senescencia de la pitaya (Barry y Giovannoni,
2007: Rodriguez-Irepan et al., 2011).

Otro aspecto relevante en la fisiologia de la pitaya es la tolerancia a la sal; porque,
en el ambiente donde crecen las pitayas, la salinidad es una condicion coman.
Orozco et al. (2017) sefialaron que las semillas de pitaya son mas tolerantes a la
concentracion de sal que las semillas de otras cactaceas columnares. Ademas,
el aumento del estrés salino provoca un aumento en los pigmentos fotosintéticos
(clorofilas y carotenoides), lo que sugiere la formacion de compuestos de
osmolitos que ayudan en la proteccion de las células vegetales sometidas a bajos

potenciales de agua causados por el estrés salino (Orozco et al., 2017).

3.8. Aspectos prey poscosecha

En funcién de la variedad de pitaya, su maduracion se caracteriza por el cambio
del color de la epidermis de un color verde brillante a uno verde amarillento. El
color de la epidermis y la dureza de las espinas son empleados como indices de
cosecha, aunque depende de la subjetividad del cosechador o de los requisitos
del comprador (Armella, 2003). Algunos parametros de calidad comprenden el
contenido de solidos solubles totales, tal que a 13 °Bx, el fruto esta listo para su
cosecha (Arnaud et al., 1997; Armella 2003). Asimismo, se ha propuesto que la
acidez estéa relacionada con la madurez, por lo que también se emplea como
indice de cosecha o calidad (Pérez-Loredo et al., 2016). Stintzing et al. (2003)
sugirié que una relacion azucar: acidez entre 10:1 y 18:1 es un indicativo de buen

sabor y aceptabilidad de una fruta.
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La vida corta del fruto es la principal limitante para su comercializacion (Esquivel,
2004; Rodriguez-Irepan et al., 2011) ya que en un estado de madurez avanzado
presentan dehiscencia longitudinal (Pimienta-Barrios y Nobel, 1994; Rodriguez-
Irepan et al., 2011). Otro aspecto que limita la comercializacion del fruto es la
presencia de largas espinas que brindan proteccion natural al fruto durante el
transporte, pero caracteristica indeseable para el consumidor (Armella, 2003).
Después de remover sus espinas, la vida poscosecha del fruto disminuye, debido
a la epidermis delgada, delicada es susceptible al dafio por abrasion, son frutos
mas sensibles a problemas de agrietamiento y dafios poscosecha (Nerd et
al., 1999; Campos-Rojas et al., 2011). Estas caracteristicas deben ser el objetivo

de los esfuerzos de mejoramiento para disminuir estas dificultades.

La vida de anaquel de la pitaya, a temperatura ambiente es de 3 a 6 d (Ochoa-
Velasco y Guerrero-Beltran, 2012; Garcia-Cruz et al., 2016) aunque la presencia
de las espinas en el fruto prolonga la vida de anaquel en refrigeracién (Arnaud et
al., 1997; Armella, 2003). Para atender la problemética poscosecha, la
refrigeracion ha permitido la prolongacion de la vida de anaquel hasta 20 d
(Arnaud et al., 1997; Armella, 2003). Después de 20 d de almacenamiento
refrigerado, los frutos no tienen una apariencia atractiva, pero aiin conservan un
buen sabor y pulpa dulce, por lo tanto, se sugiere que con estos frutos se
preparen mermeladas, jugos, néctares, pulpa deshidratada y pulpa congelada
(Arnaud et al., 1997; Armella, 2003). No existe informacion respecto a pérdidas
poscosecha debido a desérdenes fisiologicos, pudriciones, almacenamiento,
dafios por frio, por lo que se recomienda proponer tecnologias emergentes para
aprovechamiento agroindustrial del fruto. Se han aplicado algunas tecnologias
emergentes para la conservacion de jugo de pitaya, como la exposicion a
radiacion UV, altas presiones hidrostaticas y ozonizado con resultados
importantes para el manejo agroindustrial (Ochoa-Velasco y Guerrero-Beltran,
2012; Ochoa-Velasco y Guerrero-Beltran, 2013; Sandate-Flores, 2017).
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3.9. Calidad nutricional

El contenido de fibra, la cual presenta efectos contra diabetes, obesidad y cancer
de colon (Yangilar, 2013), varia de acuerdo con la especie. S. pruinosuspresenta
concentraciones de fibra semejantes a las reportadas en xoconostle (0.3 - 1.04
%) (Guzman-Maldonado et al., 2010; Lopez et al., 2015); pero es mayor a la fibra
contenida en pitahaya de pulpa blanca (Hylocereusundatus) (0.45 %)
(Liaotrakoon et al., 2013). La pulpa de los frutos de pitaya se caracteriza por su
bajo contenido de proteina (1.08 - 1.51 %) (Cuadro 3); sin embargo, en las
semillas la concentraciéon es mayor (8.1 - 9.2 %) (Campos-Rojas et al., 2011,
Pimienta-Barrios y Nobel et al., 1994), por lo tanto, el consumo integral de pitaya
representa una alternativa de la ingesta de proteina a bajo costo en comparacién
a otros frutos, debido a sus semillas digeribles. El contenido de proteina en pulpa
es similar (aproximadamente 1 %) al encontrado en tuna (Rodriguez-Hernandez
et al., 2005), pero mayor al reportado en xoconostle (0.60 - 0.87 %) (Hernandez-
Fuentes et al., 2015) y en pitahaya (Hylocereus polyhizus) (0.27 %) (Jaafar et al.,
2009). El contenido de lipidos es similar al reportado en xoconostle (0.10 - 0.50
%) (Contreras et al., 2011; Hernandez-Fuentes et al., 2015) y en tuna (0.40 %)
(Chiteva y Wairagu, 2013; Moreno et al., 2008). Este fruto se caracteriza por los
contenidos elevados contenidos de vitamina B, C y E (Beltran-Orozco et al.,
2009), en particular la vitamina C (0.85 a 1.7 %) se presenta en concentraciones
similares a la documentada en xoconostle “Cuaresmeno” (0.76 - 1 %), pero mayor
a la encontrada en tuna (0 — 0.52 %) (Chiteva y Wairagu, 2013) y en pitahaya
(0.26 - 0.58 %) (Esquivel et al., 2007).

La pitaya es un fruto con un elevado contenido de azucares (Bravo y Scheinvar,
1998; Luna-Morales, 2006) y solidos solubles totales (SST), caracteristicas
afectadas por diversos factores, tales como especies, variedades, distribucion
geografica y pigmentacion (Cuadro 3). Las variedades de S. pruinosus han
mostrado valores mayores de SST (Garcia-Cruz et al., 2013) que los frutos de S.
stellatus independientemente de su color (Pérez-Loredo et al., 2016). La pitaya
es un fruto mas dulce (9.3 - 17.5 °Bx) en comparacion a otros frutos de cactaceas,

como xoconostle de las especies Opuntia matudae, O.duranguensis, O.
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joconostle, O. ezontepecana, O. oligacantha y O. scheinveriana (4.28 - 6.12 °BX)
(Hernandez-Fuentes et al., 2015), pero es similar (7.5 - 12.92 °Bx) al dulzor de la
pitahaya (Hylocereus sp.) (Esquivel et al., 2007) y tuna de O. ficus-indica con 13.9
°Bx (Fernandez-Lopez et al., 2018).

Cuadro 3. Composicion quimica de la pulpa de frutos de algunas especies
de pitaya (Stenocereus spp.).

S. S. stellatus S. stellatus
. . (blanca, !
Especie y/o pruinosus amarilla (roja, cereza, S. S, ariseus
color (rojay ' amarilla 'y gueretaroensis -9
. morada y
anaranjada) ! blanca)
roja)
Fibracruda 553067  1.30-1.63 - - 3.29
(%)
1 0,
Proteina (% 455930  1.08-1.30 1.00¥ 1.51 1.29
base seca)
Lipidos (%) 0.10-0.12 0.39-0.49 3.0% - 0.12
Carbohidratos
0 azlcares 8.50-10.20 9.65-10.85 11.7Y 56+0.8 --
totales (%)
Azlcares
reductores -- 4.33-6.46 8.86-9.91 3.4+04 8.60
(%)
° Bx 9.30-10.30 9.53-9.63 9.33-9.67 10.7+0.8 -
Ac. malico 0.13-0.17  0.48-0.81 - 0.15-0.50% -
(%)
pH 5.7-5.82 3.37-3.64 4.09-4.3 45+0.3 4.96-5.20
Cenizas (%) 0.61-0.63 0.48-0.58 0.48Y - 0.46
Humedad (%) 87.1-89.00 85.39-86.50 86.3Y - --
Beltran-
Garcia- Orozco et al., Pimienta-
Cruz et al., Pérez- 2009; Barrios y Mercado
. 2013; Mercado y Nobel, 1995; y
Referencia . Loredo et WDt Granados,
Garcia- al. 2016 Granados, Pimienta- 2002
Cruz et al., v 2002y, Barrios y
20167 Caballero et Nobel, 1994
al., 2016*.

Otro componente, derivado del metabolismo CAM (Luttge, 2004), es la presencia
de &cido malico, responsable de la acidez en los frutos de cactaceas. La pitaya
contiene menor concentracion de acido malico (0.13 -0.81 %) que la pitahaya
(1.044 %) (Obenland et al., 2016) y que el xoconostle (6 %) (Morales et al., 2012;
Morales et al., 2015), pero similar o mayor que la tuna (0.18 %) (Palma et al.,
2015). Cabe destacar que las pitayas rojas de S. pruinosus presentan valores

mas elevados de acido malico que las variedades anaranjadas (Garcia-Cruz et
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al., 2013), en contraste las blancas de S. stellatus presentan mayor contenido
que las de S. pruinosus (Pérez-Loredo et al., 2016). Por lo que el contenido de
acido malico varia en funcion de la especie y no de la pigmentacion del fruto
(Cuadro 3). Al respecto, los frutos de mayor aceptacion sensorial presentan una
relacion azlcar: acidez de 10:1y de 18:1 (Stintzing et al., 2003). El pH encontrado
en pitaya es mayor (3.37 — 5.8) en comparacion al reportado en xoconostle (2.8
- 3.2) (Guzman-Maldonado et al., 2010; Contreras et al., 2011) que es mas acido,
pero similar al reportado para pitahaya (Hylocereus sp.) (4.26 - 4.98) (Esquivel et
al., 2007; Liaotrakoon et al., 2013), lo que también favorece las preferencias del

consumidor.

El hierro es el principal mineral en pitaya al estar presente aproximadamente 40
% seguido del cobre y zinc (19.4 y 12.7 %, respectivamente); en particular, para
la especie S. pruinosus (Cuadro 4) se encontré que el contenido de hierro es
mayor en los frutos de color anaranjado que en los rojos (Garcia-Cruz et al.,
2013). El calcio es el mineral que se encuentra en menor concentracion; no
obstante, juega un papel crucial en la retencién de agua de los tejidos suculentos
(Stintzing y Carle, 2005).

Cuadro 4. Composicion y contenido (mg kg?) mineral en frutos de pitaya
(Stenocereus pruinosus) de las variantes roja y anaranjada.
Variantes P K Ca Mg Fe Cu Zn Mn

Roja 3.6 11 0.90 235 228 9.67 7.04 4.61
Naranja 3.4 1.2 0.95 215 279 1431 8.77 4.34

Fuente: Garcia-Cruz et al., 2013.

3.10. Calidad nutraceutica

Los ingredientes nutracéuticos productos del metabolismo secundario, presentes
en los vegetales proporcionan beneficios para la salud, incluyendo la prevencion
y el tratamiento de enfermedades (Wildman y Kelley, 2007); ayudan a prevenir
algunos problemas de salud del siglo como obesidad, trastornos
cardiovasculares (Badimon et al., 2010; Das et al., 2012), cancer, osteoporosis

artritis, diabetes, colesterol, etc. (Das et al., 2012).
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Las betalainas se encuentran entre los nutracéuticos restringidos, principalmente
en las familias del orden Caryophyllales (Esquivel y Araya-Quesada, 2012; Khan
y Giridhar, 2015; Brockington et al., 2015). Estos pigmentos son los responsables
del color rojo y amarillo de la pulpa y de la cascara de pitaya, tuna, xoconostle y
pitahaya (Garcia-cruz et al., 2013; Yahia y Mondragon-Jacobo, 2011; Lopez et
al.,, 2015; Liaotrakoon et al., 2013). Estos metabolitos se derivan
biosintéticamente del &cido betaldmico y se agrupan en betacianinas y
betaxantinas; las primeras, son responsables de las coloraciones rojo-purpura y
las betaxantinas de los colores amarillo-anaranjado (Zryd y Christinet, 2004;
Stintzing y Carle, 2007). Estos compuestos ayudan en la prevencion de cancer,
evitan la oxidacion de lipidos de las membranas debido a sus propiedades
antioxidantes (Livrea y Tesoriere, 2006); no presentan efectos tdxicos en
humanos como algunos pigmentos sintéticos (Sumaya—Martinez et al., 2010);
también se usan en la industria de alimentos (Rivera et al., 2010; Barcenas y

Jiménez, 2010) y cosmética (Barcenas y Jiménez, 2010).

La variacion de la intensidad del color rojo de la pulpa de pitaya es debido a la
alta proporcion de betacianinas en comparacion con betaxantinas (Yafiez-Lopez
et al., 2005), como se ha reportado en los frutos rojos de S. stellatus y en los
amarillos de S. pruinosus (Cuadro 5) (Pérez-Loredo et al., 2016). En general, la
pulpa de pitaya presenta concentraciones mayores de betalainas, (hasta 6 mg g-
1 ps de acuerdo con Garcia-Cruz et al., 2016) que otras cactaceas como la tuna
(3.28 mg g ps) (Ramirez-Ramos et al., 2015), xoconostle (0.2- 3.15mg™ g ps)
(Guzméan-Maldonado et al., 2010; Lopez et al., 2015) y pitahaya, con solo 0.17
mg g* (ps) de betacianinas (Liaotrakoon et al., 2013).

45



Cuadro 5. Concentracion de nutracéuticos y actividad antioxidante en la
pulpa de algunas especies de pitaya (Stenocereus spp.).

S. pruinosus S. griseus S. stellatus
Roja Naranja Roja Naranja Blanca Roja
Propiedades
Betaxantinas 2.6 2.3 1.48 1.77 Ndx 15
(mg-g* bs?)
Betacianinas 25 0.3 2.00 0.37 Nd 15
(mg-g* bs)
Fenoles totales 13.6 10.56 1.67 0.53 4.47 5.79
(mg GAE- g bs)
Actividad 1100 750 - - 790.5 673.7
antioxidante
(ABTS) (umol TE -
gl bhy)
(Garcia-Cruz et al., (Garcia-Cruz et al., (Pérez-Loredo et al.,
Referencias 2013) 2012) 2016)

Zhs: base seca; Ybh: base himeda; *Nd: No detectado.

Los compuestos fendlicos, debido a su diversidad y amplia distribucién son el
grupo mas importante de metabolitos antioxidantes naturales. Existen evidencias
epidemioldgicas que muestran los beneficios en la salud y su contribucion en la
prevencion de algunas enfermedades degenerativas (Soto-Hernandez et al.
20017a; b). Estos metabolitos son compuestos con la habilidad quelar metales
pesados, modular algunas enzimas y neutralizar radicales libres (especies
reactivas del oxigeno producidos por el estrés oxidativo en el organismo
afectando lipoproteinas, lipidos y otras biomoléculas) (Delgado-Vargas y
Paredez-Lopez, 2003; Georgé et al., 2005).

Los compuestos fendlicos se acumulan principalmente en la céascara en
comparacion con la pulpa de pitaya (Kanellis et al., 2014), asi como en tuna y
xoconostle (Ramirez-Ramos et al., 2015; Lépez et al., 2015). La concentracion
mayor de compuestos fendlicos en S. stellatus se ha identificado en pitayas de
pulpa roja en comparacion con de las de pulpa anaranjada y blanca (Garcia-Cruz
et al., 2013; Garcia-Cruz et al., 2012; Pérez-Loredo et al., 2016); aunque, la
actividad antioxidante es mayor en las variedades blancas (Pérez-Loredo et al.,
2016 ) debido a un efecto sinérgico de éstos metabolitos y las betalainas, como
se ha reportado en tuna (Albano et al., 2015; Ramirez-Ramos et al., 2015) y en

xoconostle (Lopez et al., 2015). Azeredo (2009) sefiala que las betacianinas son
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antioxidantes mas potentes que las betaxantinas, lo que explica la mayor
actividad antioxidante reportada en la pitaya roja de S. pruinosus (Garcia-Cruz et
al., 2013).

Algunos autores reportan que el acido ascérbico es también una fuente
importante de antioxidantes en algunos frutos, particularmente en pitaya (Beltran-
Orozco et al., 2009), en tuna (Kuti, 2004; Ramirez-Ramos et al., 2015) y
xoconostle (Lopez et al., 2015). De acuerdo con lo anterior, las variedades de
pitaya amarilla y blanca presentan mayores concentraciones de &cido ascorbico,
por lo tanto, muestran una mayor actividad antioxidante que las variedades rojas
gue contienen concentraciones menores (Beltran-Orozco et al., 2009). Al
respecto, se ha propuesto que el consumo de 100 g de pulpa de pitaya cubre el
21 % de la recomendacion de la ingesta diaria (60 mg d!) para adultos (Beltran-
Orozco et al., 2005).

Al respecto, se ha documentado que el consumo de pitayas, principalmente de
las variedades amarillas y blancas proveen una proteccién contra los radicales
libres similar (17 umol g* equivalente aTrolox g*) al valor mas bajo reportado por
las bayas azulesdel género Vaccinium (16.8 -17.3 umol-g* equivalente aTrolox
g?) (Beltran—Orozco et al., 2009; Kahkodnen et al., 2001).

Otro tipo de metabolitos presentes en los frutos de pitaya son los compuestos
volatiles. Se han identificado aldehidos y alcoholes en algunas pitayas (S.
griseus) de las variedades “Amarilla”, “Jarra”, “Meldn”, “Solferino”, “Olla” y
“Smooth red”, los cuales producen los aromas herbaceos, y los ésteres, los
cuales producen los aromas afrutados. Entre los ésteres identificados se
encuentran el hexanoato de metilo, hexanoato de etilo, acetato de etilo y butirato
de etilo; mientras que el pentanal, pentanol, hexanal y 2-nonenal y trans-2-
hexanal fueron detectados entre los aldehidos y alcoholes. El aroma fresco
agradable y herbaceo se debe a la presencia del 1-hexanol y el hexanal, mientras
que el flavor (sabor-olor) afrutado en los frutos se debe a la presencia del butirato
de etilo y acetato de etilo. Se han encontrado diferencias en las concentraciones
de los compuestos volatiles entre variedades del género S. griseus, éstas son
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mayores en la variedad “Jarra” que en “Olla”; sin embargo, estas variedades
representan un potencial comercial (Yafez-Lopez et al., 2005) porque estos

atributos favorecen las preferencias del consumidor.

3.11. Usos agroindustriales

El fruto de pitaya por sus propiedades organolépticas (color, sabor y aroma) se
consume como fruta de mesa y se usa para elaborar aguas frescas, helados,
mermeladas (Martinez et al., 2011; Campos-Rojas et al., 2011), gelatinas
(Martinez et al., 2011), paletas (Luna-Morales y Aguirre, 2001) y licores (Martinez
et al.,, 2011; Luna-Morales y Aguirre, 2001). Se produce mermelada de las
variedades blanca y roja de S. griseus, pero la de mayor aceptacion sensorial y
estabilidad fue la elaborada con la variedad roja porque no se alteran los atributos
de color, sabor y consistencia al término de tres meses (Emaldi et al., 2006).
Recientemente, se ha propuesto la elaboracion artesanal de refrescos, jarabes,
ates y ensaladas de pulpa congelada (Vazquez et al., 2009). Tradicionalmente,
se han empleado las semillas de S. pruinosus mezcladas con maiz para la
elaboracion de tortillas (Luna-Morales y Aguirre, 2001). En los procesos de
industrializacion se aprovechan los polisacaridos (pectinas) de la pulpa y de la
cascara del fruto (Barcenas y Jiménez, 2010; Vazquez et al., 2009). Otras
alternativas de conservacion de los jugos elaborados con la especie S. griseus,
son lostratados con luz UV y almacenados hasta 25 d sin la afectacion de pH,
SST y compuestos fendlicos, pero con un ligero cambio total de color por la
reduccion significativa de betalainas y actividad antioxidante, ademas de la
reduccion de mesofilos aerobios y levaduras (Ochoa-Velasco y Guerrero, 2013).
Por lo que el uso de la luz UV para el tratamiento de jugo de pitaya podria ser
una alternativa factible para producir jugos microbiolégicamente seguros para el
consumidor (Ochoa-Velasco y Guerrero-Beltran, 2012). El jugo de pitaya también
se ha mezclado con pifia y tratado con altas presiones hidrostaticas (400—-600
MPa and 25 °C for 2—10 min). Las altas presiones podrian ser una buena opcion
para la retencion de los compuestos antioxidantes en una bebida de pitaya—pifia
(Sandate-Flores et al., 2017). Las caracteristicas que presenta el fruto de pitaya

tratado lo convierten en una opcidn promisoria para su aprovechamiento
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industrial; particularmente la especie S. pruinosus declarada como
potencialmente industrial y nutracéutica por sus caracteristicas de peso, diametro
(polar y ecuatorial), fraccibn comestible, y por su elevado contenido de
carbohidratos, hierro, fenoles, betalainas y actividad antioxidante (Garcia-Cruz et
al, 2013).

3.12. Usos medicinales

La informacién de las propiedades medicinales del fruto es limitada en
comparacion con otras partes de la planta de pitayo. La planta completa de S.
pruinosus es una alternativa para la formulacién de nuevos farmacos antifangicos
(Trevifio et al., 2012). La parte aérea de S. marginatus (potencialmente
ornamental) se ha empleado en infusiones para el tratamiento de diarrea
(Hernandez et al., 2003) y sin procesar para el tratamiento de diabetes mellitus
tipo 2 (Romero-Cerecero et al., 2009). La parte aérea y la flor de la especie S.
thurberi se usan para el tratamiento de picaduras de algunos insectos (abejas,
raya, vibora y Scorpaena sp.), de cancer de Utero, presion arterial, problemas
cardiacos (Dimayuga et al., 1998a), heridas y Ulceras (Dimayuga et al., 1998b).
El tallo cocido en vapor es usado para el tratamiento de diabetes mellitus
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). Asimismo, se ha declarado el potencial
medicinal del extracto de los tallos por contener flavonas, lactonas
sesquiterpénicas y alcaloides con actividad contra Helicobacter pylori (Moreno et
al., 2015). Los tallos y hojas de S. gummusus se utilizan en el tratamiento de la
presién sanguinea, mordeduras de viboras venenosas y mantarrayas, y para el
control del colesterol y parasitos (Dimayuga et al., 1998a; Dimayuga et al.,
1998b). También se ha reportado su actividad antimicrobiana contra Bacillus
subtilis y Streptococcus faecalis (Dimayuga et al., 1998b). La raiz de S. stellatus
se emplea en infusiones para el tratamiento de afecciones gastrointestinales
(Hernandez et al., 2005; Hernandez et al., 2003).

3.13. Conclusiones
La pitaya es parte de la identidad cultural de México, pero adolece de un potencial

poco reconocido y de la subutilizacibn comercial. Sin embargo, debido a su
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contenido nutricional y propiedades nutracéuticas, esta representa una gran
oportunidad para el desarrollo de nuevos productos agroindustriales. La
presencia de betalainas en pitaya, la sitta como materia prima factible para la
elaboracion de alimentos nutracéuticos por sus propiedades antioxidantes.
Debido a la informacién limitada, se sugiere el desarrollo de investigaciones
orientadas al manejo agronémico, fisioldgico en precosecha, asi como el estudio
de la calidad nutricional. También la identificacién de mejores fenotipos de pitaya
con importancia comercial para el aumento de la demanda y la creacion de
nuevas oportunidades de comercializaciéon. Estas frutas tienen un gran potencial
como fruto del futuro debido a su alta eficiencia en el uso del agua por su

metabolismo fotosintético CAM.
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4.  INACTIVACION Y RECUPERACION DE Listeria innocua Y
Saccharomyces cerevisiae EN JUGO DE PITAYA (Stenocereus
pruinosus) TRATADO CON ALTA PRESION HIDROSTATICA

4.1. Resumen

Se investigd la inactivacion de Listeria innocua y Saccharomyces cerevisiae por
efecto de la alta presion hidrostética (APH) en jugo de pitaya con un subsecuente
almacenamiento (15 d) refrigerado (4 £ 1°C), evaluando la potencial recuperacién
de estos microorganismos. Eljugo inoculado con 7.6 £ 0.4 0 7.3 £ 0.3 logio (UFC
mL1) de L. innocua o S. cerevisiae, respectivamente fue tratado con 400 a 600
MPa por 7.6 a 15 min (Tinicial = 19.5 £+ 2.8 °Cy Tméx = 34.6 £ 2.0 °C) de acuerdo
con un disefio de superficie de respuesta. También se evalu6 el tiempo de
elevacion de la presion (CUT, Come-Up Time). Con la aplicacion del tratamiento
con 400 MPa no se observaron células viables de S. cerevisiae. Los tratamientos
con 550 y 600 MPa por 16 y 12 min, respectivamente lograron reducciones de L.
innocua mayores a 5-logio. No se observaron células viables de S. cerevisiae
cuando el jugo fue tratado y almacenado 15 d a 4 + 1°C; mientras que la poblacion
de L. innocua se redujo mas de 5-logio después de la aplicacion de la APH y
continué su diminuciéon durante el almacenamiento. La APH puede ser una
alternativa no térmica viable para la produccion de un jugo de pitaya estable y
microbiol6gicamente seguro.

Palabras clave: jugo de fruta; tecnologia no térmica; come-up time;
recuperacion; Bacteria Gram-positiva.
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4.2. Introduccion

Pitayo, una cactacea columnar de la subfamilia Cactoideae, tribu Pachycereeae
y género Stenocereus, crece en zonas aridas y semiaridas de América (Terrazas,
Loza-Cornejo, & Arreola-Nava, 2005). Existen alrededor de 22 a 24 especies de
pitayos comestibles, de los cuales 20 son endémicos de México (Rosales-
Bustamente, Luna-Morales, & Cruz-Leon, 2009; Barcenas-Abogado & Jiménez-
Castafieda, 2010). Sus frutas, pitayas, son bayas poliespermaticas uniloculares
con formas esféricas u ovoides (Garcia-Cruz, Salinas-Moreno, & Valle-
Guadarrama, 2012). La pulpa de la pitaya es jugosa, tiene un sabor dulce
agradable y un aroma fresco herbaceo. Las variedades de pitaya con
coloraciones rojas y moradas reflejan su elevado contenido de betalainas
(Garcia-Cruz, Valle-Guadarrama, Salinas-Moreno, & Luna-Morales, 2016), un
pigmento soluble en agua con propiedades antioxidantes, anti-inflammatorias,
anticancerigenas, antilipidémicas y antimicrobianas (Gengatharan, Dykes, &
Choo, 2015). Aunque se dispone de variedades de pitayos que difieren en la
estacionalidad, la comercializacion es dificil debido a su corta temporada de
cosecha (Armella, Yanez-Lopez, Soriano, & Ramirez, 2003), suceptibilidad al
dafio mecanico y vida de anaquel de aproximadamente seis dias a 24 °C (Garcia-
Cruzetal., 2016) and 12 - 14 d at 12 °C (Rosas-Benitez, Trujillo-Cardenas, Valle-
Guadarrama, Salinas-Moreno, & Garcia-Cruz, 2016). Las investigaciones
relacionadas con el valor agregado de las pitayas se han enfocado en la
extenciéon de su vida de anaquel mientras que sus propiedades fiuncionales son
preservadas. El jugo de pitaya pasteurizado seria una opcion comercialmente
viable para agregar valor al fruto, pero el tratamiento térmico provoca cambios
indeseables en sus propiedades sensoriales y funcionales. A elevadas
temperaturas, se provova una escision hidrolitica, desglicosilacion (a bajo pH),
descarboxilacion y deshidrogenacion de betalainas, lo cual genera compuestos
propensos a la oxidacién y consecuentemente ocurren cambios de color en el
jugo (Herbach, Stintzing, & Carle, 2006). Ademas, los aromas herbaceos
caracteristicos de las frutas frescas de pitaya, atribuidos a ésteres, aldehidos y

alcoholes, también se ven afectados negativamente por la pasteurizaciéon térmica
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(McDonald, McCollum, & Baldwin, 1996; Servili, Selvaggini, Taticchi, Begliomini,
& Montedoro, 2000; Yanez-Lopez et al., 2005). Las alternativas para el desarrollo
de productos de valor agregado a partir del jugo de pitaya incluyen el secado por
aspersion, los tratamientos con luz UV-C y el procesamiento con alta presion
hidrostatica (APH). El secado por aspersion permitio la obtencion de un polvo
encapsulado de maltodextrina a partir de jugo de pitaya para ser usado como
colorante o ingrediente alimenticio functional (Garcia-Lucas, Méndez-Lagunas,
Rodriguez-Ramirez, Campanella, Patel, & Barriada-Bernal, 2016). Se ha
demostrado que el tratamiento UV-C inactiva Zygosaccharomyces bailiiy la
microbiota nativa (mesdfilos aerdbios, levaduras y hongos) en jugo de pitaya
(Ochoa-Velasco & Guerrero Beltran, 2012; 2013). Una bebida de pitaya-pifia
tratada con APH ha demostrado que retiene la mayoria de sus compuestos
antioxidantes (Sandate-Flores et al., 2017), pero la inocuidad microbioldica del
jugo de pitaya no ha sido demostrado. Regulaciones actuales (e.g. US Food and
Drug Administration, 2001) requiere que los tratamientos de pasteurizaciéon
reduzcan al menos 5-log la carga de patdgenos tales como Listeria
monocytogenes. Debido al elevado riesgo de mortalidad a causa de L.
monocytogenes, Listeria innocua una cepa no patégena es usada con frecuencia
en sustitucion por sus similitudes fisiolégicas, bioquimicas y metabdlicas
(Sokotowska, Skapska, Niezgoda, Rutkowska, Dekowska, & Rzoska, 2014).

Una comparacion entre L. monocytogenes Scott A y L. innocua mostré que la
primera es menos barotolerante cuando se somete a una presiéon de 400 MPa
durante 1 min. Ambos microorganismos tienen barotolerancia similar cuando son
sometidos a 500 MPa por 1 min (Tay, Shellhammer, Yousef, & Chism, 2003).
Ademas, Wuytack, Diels, and Michiels (2002) clasificaron a L. innocua como una
bacteria con resistencia intermedia cuando es comparada con bacterias Gram-
positivas (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Lactobacillus
plantarum y Leuconostoc dextranicum). Estos autores atribuyeron Ia
barorresistencia de las bacterias Gram-positivas a las diferencias observadas en
la pared celular, donde la mayor concentracidon de peptidoglucanos esta presente

en bacterias con elevada resistencia.

63



Saccharomyces spp. y otras levaduras presentes en frutos, con conteos que
alcanzan 102 - 10° UFC g! son tipicamente resposables del deterioro de jugos de
frutas. Los jugos son ricos en azlcares y contienen aminoacidos, minerals y
vitaminas. El deterioro de jugos ocurre cuando las levaduras metabolizan los
azucares en alcohol etilico y diéxido de carbono. Entre las especies de levaduras,
Saccharomyces cerevisiae es responsable de los procesos de fermentacion
alcohdlica (Walker & Stewart, 2016; Martins Saloméao, 2017) y, por lo tanto, deben
controlarse para prolongar la vida util del jugo de pitaya. También se debe
considerar la recuperacion de estos microorganismos después de una lesion
subletal causada por las condiciones de procesamiento con APH y, por lo tanto,
es altamente recommendable un andlisis microbiolégico de los productos
tratados con APH después de varios dias de almacenamiento (Bozoglu, Alpas, &
Kaletung, 2004). La probabilidad de recuperacion del dafio depende de las
especies/cepas microbianas y de las condiciones de procesamiento.Finalmente,
la inactivacién microbiana después del come-up time (CUT, i.e., tiempo requerido
para llegar a la presion objetivo) también podria ser evaluada para la descripcién
completa de los efectos de la APH (Palou, Lopez-Malo, Barbosa-Canovas, Welti-
Chanes, Davidson, & Swanson, 1998; Guerrero-Beltran, Barbosa-Canovas, &
Welti-Chanes, 2011; Serment-Moreno, Fuentes, Guerrero-Beltran, Torres, &
Welti-Chanes, 2017). Por lo tanto, los objetivos de esta investigacién fueron
evaluar el efecto de los parametros de APH, el nivel de presion y el tiempo de
procesamiento (incluidos los efectos CUT) sobre la inactivacion de L. innocua y
S. cerevisiae en jugo de pitaya y su potencial de recuperacion bajo temperatura
de refrigeracion.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Material vegetal

Las pitayas (Stenocereus pruinosus, también conocida como “Pitaya de Mayo”)
se cosecharon en madurez fisioldgica en una plantacion commercial de Santa
Clara Huitziltepec, Puebla, México (Latitud: 18° 46 'N, Longitud: 97° 53" O).
Después de la cosecha, las pitayas fueron almacenadas durante la noche a 12 +
2 °C, con la finalidad de eliminar el calor de campo. Posteriormente las pitayas
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se transportaron al laboratorio via transporte terrestre (approx. 12 h),
adicionalmente se almacenaron a 16 £ 2 °C. Para la extraccion del jugo, se
removieron manualmente las espinas de las frutas, se desinfectaron con
hipoclorito de sodio (0.05 % v/v) y finalmente, se removio la cdscara. El jugo de
pitaya se extrajo con una despulpadora (MAPISA Polinox™, Ciudad de México,
México) equipada con un tamiz de 0.3 mm de diametro de poro. Finalmente, el
jugo de pitaya (pH 5.2 y 10 °Bx) se envaso en bolsas para congelacién (aprox.
1.5L), se congelo (-20 °C) y se us6 dentro de 9 meses.

4.3.2. Reactivos

Caldo de soya tripticaseina (CST), infusion cerebro corazén (ICC), agar dextrose
y papa (ADP), y peptona fueron adquiridos de BD Bioxon (Cuautitlan Izcalli,
Estado de México, México). Extracto de levadura (EL), NaCl, NaH2PO4*H20 y
Na2HPO4+7H20 fueron adquiridos de Sigma-Aldrich™ (St. Louis, MO). Caldo
extracto de levadura y extracto de malta (CLM) y agar-agar fueron adquiridos de
BD Difco™ (Sparks, MD), Hycel (Zapopan, Jalisco, México), y DEQ (Monterrey,
NL, México), respectivamente. Se empled agua bi-destilada para la preparacion

de todos los medios de cultivo, agua peptonada y solucién buffer.

4.3.3. Material bioldgico

Las cepas de L. innocua (ATCC® 33090™) y S. cerevisiae (ATCC® 20252™)
fueron obtenidas de la coleccion de cultivos del Centro de Biotecnologia FEMSA
en el Tecnolégico de Monterrey (Monterrey, NL, México), las cuales se usaron

por separado para la inoculacion del jugo de pitaya.

Curva de crecimiento
Una muestra del in6culo de L. innocua se se transfirio en caldo de soya
tripticaseina con 0.6 % (p/p) de extracto de levadura (CST-EL) e incubada a 37
°C con agitacién constante (150 rpm) por 16 h (Incubating Orbital Shaker Model
35001, VWR, Radnor, PA). Posteriormente, se tom6 una alicuota (1 mL) del
inéculo incubado y se inoculé en CST-EL fresco e incubado bajo las mismas
condiciones, se realizaron muestreos cada 6 h por 30 h (Apéndice 6.2, Figura
13). Para el caso de S. cerevisiae se us6 un CLM como medio de crecimiento, la
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temperatura de incubacion fue de 27 °C, y el muestreo se realiz6 cada 12 h
durante 48 h (Apéndice 6.2, Figura 13). El tiempo para alcanzar la fase
exponencial fueron 17 y 19 h para L. innocua y S. cerevisiae, respectivamente,
mientras la fase estacionaria temprana se alcanz6 a las 19 y 25 h,

respectivamente.

Cultivo stock

Un alicuota (1 mL) de L. innocua se inocul6 en CST-EL (100 mL) e incubd bajo
las condiciones descritas previamente hasta alcanzar la fase exponencial
(Bruschi, Komora, Castro, Saraiva, Ferreira, & Teixeira, 2017). Para la obtencién
de un pellet de células, 50 mL del inéculo se centrifugaron a 10 062 g por 5 min.
Después, el pellet fue lavado dos veces con buffer fosfato salino (PBS, pH 6.2) y
resuspendido en una solucion de PBS-glicerol (relacion 4:1) para obtener el
cultivo stock. El cultivo stock se colocé en tubos de centrifuga (1 mL) de
polipropileno y se almacené a -80 °C y usados durante 30 d. El cultivo stock de
S. cerevisiae se preparé de manera similar, con el uso de su medio de cultivo

correspondiente e incubacion a 27 °C.

In6culo microbiano

1 mL del cultivo stock de L. innocua previamente descongelado se agreg6 a 100
mL de un medio CST-EL e incubd a 37 °C hasta alcanzar la fase estacionaria
temprana. Siguiendo la metodologia previamente descrita, se recuperaron las
células mediante centrifugacién, lavadas dos veces con PBS, y resuspendidas
en PBS (3 mL), logrando una concentracion final de 8 — 10 logio (UFC mL™). De
manera similar, 1 mL del cultivo stock de S. cerevisiae (descongelado) se agregé
a 100 mL de un medio CLM e incubd a 27 °C. Después delarecuperacion y el
lavado por centrifugacion, y resuspension en 3 mL de PBS, el procedimiento logré
alrededor de 8.5 logio (UFC mL™1).

Inoculacién del jugo

150 mL de jugo de pitaya previamente esterilizado a 121 °C por 15 min (Autoclave

SM-510, Yamato Scientific America Inc., Santa Clara, CA), se inoculo (1 mL) para

la obtencipdn de una concetracion inicial de 7.4 + 0.3y 7.6 = 0.4 logio (UFC mL"
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1) de S. cerevisiae y L. innocua, respectivamente. El jugo inoculado se almacené

por 2 ha2l+1°C antes de la aplicacion de los tratamientos.

Conteo microbiano

Alicuotas de jugo inoculado tratado y sin tratar se diluyeron decimalmente usando
agua peptonada al 0.1 % (p/v) (las primeras diluciones consistieron en diluir 5 mL
de jugo en 45 mL de agua peptonada, y en las siguientes se diluyé 1 mL de la
primera dilucién en 9 mL de agua peptonada). Las diluciones de L. innocua se
inocularon en placas con 1.5 % (p/v) de agar cerebro corazén e incubadas a 37
°C por 48 h. el conteno de S. cerevisiae se obtuvo en placas con PDA incubadas
a 27 °C por 5 d. Los valores se expresaron como log,o,(N/Ny) (N: UFC mL* al

tiempo t, Ny: UFC mL*! iniciales) y se reportaron como valores promedio.

4.3.4. Procesamiento del jugo con altas presiones hidrostaticas (APH)

15 mL de jugo inoculado fueron envasados al vacio (EVD-4, Comercializadora
Internacional Torrey S.A. de C.V., Guadalupe, NL, México) en bolsas de
polietileno (Filmpack S.A. de C.V., Guadalupe, NL, México). Las muestras se
presurizaron como se resume en el Cuadro 6 (Model 2L, Avure Technologies,
Inc., Columbus, OH), usando agua como medio de presurizacién. También se
evalué el efecto del CUT en cada nivel de presién. Se us6 un mimimo tiempo de
procesamiento (1 s) después del CUT para asegurar que se alcanzo el nivel de
presion deseado (CUT de 35y 116 s para 400 y 600 MPa, respectivamente). Los
jugos tratados se almacenaron a 4 + 1 °C hasta la evaluacion microbiolégica

(aprox. 2 h después del tratamiento).
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Cuadro 6. Disefio compuesto central (superficie de respuesta),
con las condiciones de procesamiento del jugo de pitaya y los
datos codificados.

Condiciones de procesamiento Datos codificados
Presion (MPa)  Tiempo (min) Presion Tiempo
400 11.3 0 -1.414
430 8.7 -1 -1
430 13.8 1 -1
500 11.3 02 02
500 15.0 1.414 0
500 7.6 -1.414 0
570 8.7 -1 1
570 13.8 1 1
600 11.3 0 1.414

2En el punto central (0) del disefio se realizaron 5 repeticiones.

Posteriormente, se obtuvieron 4 tratamientos, los cuales lograron la reduccién de
5 log UFC mL la poblacién de L. innocua. Muestras de jugo inoculado fueron
separadas en tres lotes, uno se mantuvo sin tratamiento, mientras que los dos
restantes se procesaron bajo dos condiciones de APH (550 MPa por 12 y 16 min,
y 600 MPa por 8 y 12 min); las muestras de jugos tratados y sin tratar se
almacenaron por 15d a 4 £+ 1 °C y se muestrearon al tiempo 0 (2 h después de
la aplicacion del tratamiento) y cada 5 d.

4.3.5. Andlisis estadistico

Se generd un disefio experimental compuesto central con dos factores (presion:
400 — 600 MPa; tiempo: 7.3 — 15 min), 5 niveles y 5 puntos centrales (Cuadro 6)
usando Minitab® 17.1.0 (Minitab Inc., State College, PA) y los resultados se
analizaron mediante la metodologia de superficie de respuesta para la obtencién

de la siguiente ecuacion polinomial de segundo grado (Ec. 1):

Y = BO + lel + Bzxz + ngle + B4x% + Bsx% (EC 1)

donde: B,= constante, B,y B,= coeficientes lineales, B;= coeficiente de product
cruzado, B, y Bs= coeficientes cuadraticos, x; y x,= variables independientes
(presién y tiempo de procesamiento), y Y = log,,(N/N,). Se obtuvo un modelo
simplificado usando p = 0.05 para discriminar los términos no significativos. Para
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validar la fiabilidad del modelo simplificado obtenido, con base en los datos
experimentales, se seleccionaron 4 tratamientos que probablemente lograrian
una reduccioén de cinco ciclos logaritmicos de L. innocua. El porcentaje de error

(E %) fue calculado con la siguiente ecuacion (Ec. 2):

loglO(N/NO)experimental - loglO(N/NO)predicted

E % =
10910 (N/No)experimental

x 100 (Ec. 2)

El andlisis estadistico se realizd con el programa estadistico Minitab® 17.1.0
(Minitab Inc., State College PA). Los valores del CUT y los experimentos de
recuperacion se evaluaron mediante un ANOVA y una prueba Tukey (p = 0.05).
Los resultados se reportaron como la media = desviacion estandar. Para el
experimento de superficie de respuesta, los valores se obtuvieron de n = 4
repeticiones, mientras que la validacion del modelo se realiz6 con n = 12

repeticiones.

4.4. Resultados y discusion

4.4.1. Efecto del Come-Up Time sobre la poblacién de S. cerevisiae

S. cerevisiae fue susceptible al efecto del CUT independientemente de la presion
(400 - 600 MPa) aplicada, dado que después de la aplicacién del CUT (CUT de
35y 116 s para 400 y 600 MPa respectivamente) no se observé sobrevivencia
de la poblacion de S. cerevisiae, lo que representa la reduccién de al menos 7-
log UFC mL* (Apéndice 6.1, Cuadro 26). Palou et al. (1998) reportaron que el
CUT de presiones que exceden 200 MPa ha logrado reducciones significativas
de las cuentas de S. cerevisiae y Z. bailii, cuando estos microorganismos son
tratados durante su fase de crecimiento exponencial y estacionaria en medios
con diferente actividad de agua, sin mostrar sobrevivencia a presiones mayores
que 517 MPa. Guerrero-Beltran et al. (2011) observaron reducciones mayores de
5 log de S. cerevisiae en jugo de naranja tratado durante el CUT (>144s) de
presiones superiores a 276 MPa. La suceptibilidad de S. cerevisiae a la alta
presion esta relacionada con el dafo a la estructura intracelular y membranas
(Shimada, Andou, Naito, Yamada, Osumi, & Hayashi, 1993; Brul, Rommens, &
Verrips, 2000). Es importante tener en cuenta que las células vegetativas de S.
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cerevisiae son menos baroresistentes que sus ascosporas (Parish, 1998), debido
a que las ascosporas, a diferencia de la células vegatativas, estan compuestas
por cuatro capas multilaminares, la primera de manano, la segunda de beta-
glucano, la tercera de quitosano y la capa mas externa de dityrosina; estas capas
proporcionan a la espora la proteccion contra el estrés ambiental. De manera
particular, la dityrosina es un componente principal de la espora que es
responsable del incremento de la resistencia a ciertos tipos de estrés (Rozali,
Milani, Elham Deed, & Silva, 2017).

Debido al efecto significativo del CUT sobre la inactivacion de S. cerevisiae, este

microorganismo no fue empleado en el andlisis de superficie de respuesta.

4.4.2. Efecto del Come-Up Time sobre la poblaciéon de L. innocua

Para el caso de L. innocua, se observaron reducciones menores a 0.2 log sin
mostrar diferencias significativas en todas las presiones probadas para evaluar
el efecto del CUT (Cuadro 7). Estos resultados son similares a los obtenidos por
Guerrero-Beltran et al. (2011) en jugo de naranja Navel (pH = 3.4) inoculado con
L. innocua, y tratado con CUT (132 s) por debajo de 241 MPa. Sin embargo, estos
autores reportaron mayor inactivacion de este microorganismo con la aplicaciéon
de presion > 276 MPa (CUT = 144 s).

Cuadro 7. Efecto del Come-Up Time (CUT) sobre la inactivacion de Listeria
innocua en jugo de pitaya.

log;o UFC mL?

z 1A
CUT () Presion (MPa)” (media * desviacién estandar)
35 400 -0.06 £ 0.07 a*
85 430 -0.10£0.05a
96 500 -0.13+0.10 a
108 570 -0.01+£0.04 a
116 600 -0.02+0.01a

ZCUT= tiempo requerido para alcanzar la presion de procesamiento.
YEI tiempo de procesamiento para cada nivel de presién fue de 1 s.
*Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (prueba Tukey, p > 0.05).

La resistencia de L. innocua a la APH ha sido atribuida a su naturaleza Gram-

positiva, debido a que este tipo de bacterias tiene alrededor de 40 capas de
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peptidoglucano, las cuales brindan mayor proteccion a la célula (Wuytack et al.,

2002) durante la presurizacion.

4.4.3. Efecto de la alta presion hidrostéatica sore la poblacion de L. innocua
De acuerdo con los valores reportados en otros jugos de frutas tratados con APH,
el elevado pH (5.3 £ 0.1) del jugo de pitaya redujo la letalidad de la APH sobre L.
innocua (Cuadro 8). Por ejemplo, Guerrero-Beltran et al. (2011) observaron 7.4
reducciones log de L. innocua en jugo de naranja (pH 3.4) cuando fue presurizado
con un CUT (3.2 min) de 414 MPa. Sokotowska et al. (2014) reportaron 3.8 — 4.8
reducciones log en jugo de betabel acidificado (pH 4.2) cuando fue tratado a 400
MPa por 10 min. Dogan and Erkmen (2004) encontraron gque la aplicacién de 400
MPa durante 10 min redujo 5y 6 log la poblacion de L. monocytogenes en jugo
de durazno (pH 5.2) y naranja (pH 3.55), respectivamente. Buzrul, Alpas,
Largeteau, and Demazeau (2008) lograron la reduccién de 4 y 1 log la poblacion
L. innocua en jugo de kiwi (pH 3.32) y pifia (pH 3.77), respectivamente, con la
aplicaciéon de menores niveles de presion (300 MPa) y tiempo (5 min) que los
evaluados en este estudio. Aunque las reducciones de la carga microbiana en los
ejemplos mencionados son mas altas que las observadas en este trabajo, la
matriz de estos jugos tenia un pH menor, lo que implica que el medio de
dispersion no contaba con un ambiente propicio para el desarrollo de los
microorganosmos en cuestién, por lo tanto, el pH de los jugos evaluados en los
trabajos mencionados desempefié la funcién de tecnologia de barrera y en
combinacion con la aplicacion de la APH, se obtuvo una mayor inactivacion
microbiana. Como en los tratamientos térmicos y en otras tecnologias, la
inactivacion bacteriana por efecto de la APH,ademas del pH, depende de la cepa
microbiana y matriz alimenticia (Sokotowska et al., 2014); por ejemplo, los
elevados contenidos de sal o azlcar, y bajos contenidos de agua, ejercen un
efecto baroprotector elevado (Cheftel, 1995). Para el caso del jugo de pitaya se
ha reportado en su composicion, carbohidratos, proteinas, lipidos y frbra; ademas
de minerales como fosfor, potasio, calcio, magnesio, hierro, cobre zinc y

manganeso (Garcia-Cruz et al., 2013).
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El modelo predictivo (obtenido con los datos del Cuadro 8) para la inactivacion
de L. innocua en jugo de pitaya (Ec. 3, Rgdj = 86.8 %) se simplific6 mediante la
eliminacion de los factores sin efecto significativo (p > 0.05, Ec. 4, R;,; = 86.7 %).
Con base en este modelo simplificado, se generd un grafico de contorno para la

identificacion de las condiciones de presion y tiempo (Figura 5) que lograron una

reduccion de al menos 5-log (area mas oscura).

Cuadro 8. Efecto del nivel de presion y tiempo de tratamiento con

APH sobre la inactivacién de Listeria innocua en jugo de pitaya.
log,o UFC mL?

(media * desviacidén estandar)

Pressure (MPa)  Time (min)?

400 11.3 -0.23 £0.03
430 8.7 -0.40 £0.02
430 13.8 -0.44 £ 0.07
500 7.6 -1.53+0.16
500 11.3 -3.39+0.10
500 11.3 -3.51£0.23
500 11.3 -3.39+£0.22
500 11.3 -3.32 £0.08
500 11.3 -4.06 £ 0.21
500 15.0 -4.95+0.15
570 8.7 -5.51£0.10
570 13.8 -4.96 + 0.41
600 11.3 -5.15+0.10

ZTiempo de procesamiento después del CUT, CUT= tiempo requerido para
alcanzar la presion de procesamiento (35 - 116 s para 400 - 600 MPa,
respectivamente).

N
logso 3y~ = 44.6 — 0.131P — 1.18¢ + 0.00085Pt + 0.000092P o3
0 C.

+ 0.0239¢2

N
logio - = 35.7 = 0.1171P — 0.213¢ + 0.000088P (Ec. 4)
0
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Figura 5. Gréfica de contornos de la inactivacion de la poblacién de L. innocua
en jugo de pitaya tratado con APH.

4.4.4. Validacion del modelo de superficie de respuesta

Para validar el modelo de superficie de respuesta se seleccionaron cuatro
condiciones de procesamiento: 550 MPa por 12 y 16 min, y 600 MPa por 8y 12
min (Cuadro 9). El tiempo de 16 min exedio el limite superior del disefio de
superficie de respuesta, pero se considerd necesario para lograr reducciones de
5-log con base en los niveles de inactivacion provocados por los tratamientos 500
MPa/15 miny 570 MPa/8.7 y 13.8 min. En general, el modelo (Ec. 4) sobreestimo
ligeramente la reduccién de L. innocua, con exepcion del tratamiento 550 MPa/16
min donde ocurrié lo opuesto. El error de prediccién fue menor a 10 %, excepto
para el tratamiento 550 MPa/12 min, lo que indicé que el modelo puede ser

empleado para la estimacién de valores de inactivacion de L. innocua.
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Cuadro 9. Validacion del modelo de superficie de respuesta (simplificado) para
la prediccion de la inactivacion de Listeria innocua en jugo de pitaya tratado con
APHZ,

log;o UFC mL?
Presion  Tiempo

. E %~
(MPa) (min)” (media ?ei?/?;\é?édnaesténdar) Predicha
550 12 -4.07 +0.73 a% -4.67 14.7
550 16 -6.04+0.35¢C -5.52 8.6
600 8 -4.33+0.51 ab -4.61 6.6
600 12 -5.01+0.63b -5.46 9.1

ZAPH= alta presion hisdrostatica.
YTiempo de procesamiento después del CUT, CUT= tiempo requerido para alcanzar la presion
de procesamiento (102 y 116 s para 550 y 600 MPa, respectivamente).

XE %= Porcentaje de error.

“Medias con letras diferentes indican diferencias significativas (prueba Tukey, p < 0.05).

4.4.5. Evaluacion del potencial de recuperacion de L. innocua durante el
almacenamiento refrigerado (15 d)

Wemekamp-Kamphuis, Karatzas, Wouters, & Abee (2002) mostraron que L.
monocytogenes puede sobrevivir en condiciones de almacenamiento refrigerado
mediante la produccién de proteinas de choque frio después de ser expuesta a
la APH. En el presente estudio, la carga inicial de L. innocua del jugo de pitaya
sin tratar, 9.5 x 10’7 UFC mL?, no cambi6 significativamente durante el
almacenamiento a 4 + 1 °C por 15 d. Los tratamientos 550 MPa por 16 min y 600
MPa por 12 min redujeron las cuentas a 9.5 x 10'y 2.3 x 102 UFC mLY,
respectivamente, sin mostrar diferencias significativas (p > 0.05) entre el efecto
de estos dos tratamientos. Se observd una reduccion significativa (p > 0.05)
adicional (hasta 1.2 log) durante el almacenamiento (a 4 £ 1 °C) de los jugos
tratados con 600 MPa/12 min (Cuadro 10). Estos resultados fueron inesperados,
debido a la naturaleza psicrofilica de Listeria y el pH 5.2 del jugo de pitaya.
Aunque esto sugiere que las células presurizadas son mas sensibles a la
presencia de un compuesto bactericida presente en el jugo de pitaya, lo cual es

consistente con las propiedades antibacterianas reportadas en extractos de
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Stenocereus spp. (e.g., Soto-Cabrera et al., 2016), las cuales podrian estar
relacionadas con el contenido de betalainas (Lila, 2004) y fenoles totales
(Oluwasina, Ezenwosu, Ogidi, & Oyetayo, 2019) contenidos en el jugo de pitaya.
No obtante, con respecto a lo mencionado anteriormente, se requiere informacion
adicional para confirmar esta posibilidad.

Cuadro 10. Recuperacion de L. innocua en jugo de pitaya después de 15 d de
almacenamiento a 4 = 1°C.

Tiempo de log,o UFC mL! (media £ desviacion estandar)
almacenamiento Sin tratar 550 MPa-16 min* 600 MPa-12 min?
0 7.98 £ 0.03 a* 1.97+0.08 b 2.36 £0.05b
5 7.75+0.04 a 1.49+0.54 c 217+0.37Db
10 7.70+0.10 a 1.13+0.21 cd 1.00+0.00d
15 7.84+0.04 a 1.40+£0.41 cd 1.10+0.16 cd

ZEl tiempo de procesamiento reportado fue después del CUT, CUT= tiempo requerido para
alcanzar la presién de procesamiento (102 y 116 s para 550 y 600 MPa, respectivamente).
*Medias con letras diferentes indican diferencias significativas (prueba Tukey, p < 0.05).

4.4.6. Evaluacién del potencial de recuperaciéon de S. cerevisiae durante el
almacenamiento refrigerado (15 d)

No se observo sobrevivencia de S. cerevisiae después del tratamiento con APH
ni durante el almacenamiento (15 d, 4 £ 1 °C), mientras que se observaron ligeros

decrementos (8.4 x 108 a 1.5 x 106 UFC mL™) en las muestras sin tratar (Cuadro
11).
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Cuadro 11. Sobrevivencia de S. cerevisiae en jugo de pitaya tratado con APH?
y almacenado a 4 + 1°C.

Tiempo de log,o UFC mL* (media + desviacion estandar)
almacenamiento
(dias) Sin tratar 550 MPa-16 minY 600 MPa-12 minY
0 6.93 £ 0.03 a* NdW Nd
5 6.25+0.09 b Nd Nd
10 6.06 £ 0.15 bc Nd Nd
15 6.18+0.10c Nd Nd

ZAlta presion hidrostética.

YEI tiempo de procesamiento reportado fue después del CUT, CUT= tiempo requerido para
alcanzar la presiéon de procesamiento (102 y 116 s para 550 y 600 MPa, respectivamente).
*Medias con letras diferentes indican diferencias significativas (prueba Tukey, p < 0.05).

“Nd= No detectado.

4.5. Conclusiones

La aplicacion del CUT (35 s) de 400 MPa inactivo la poblacion de S. cerevisiae
hasta niveles no detectables. Por otro lado, no se observaron reducciones
significativas de L. innocua por efecto del CUT (35 — 116 s) de todos los niveles
de presion evaluados (400 - 600 MPa). Los tratamientos 550 MPa/16 min y 600
MPa/12 min lograron la reduccion de 5 logio la poblacion de L. innocua en jugo
de pitaya sin acidificar. La baroresistencia de L. innocua puede ser atribuida a la
composicién de la matriz del jugo y el decremento de la poblacién de Listeria
durante el almacenamiento sugiere la presencia de un compuesto activo con
efecto bacteriostéatico o bactericida sobre células presurizadas, pero es necesario
realizar mas investigacion para confirmar estos supuestos. Se puede concluir que
el jugo de pitaya tratado con APH cumple con las regulaciones actuales para
jugos pasteurizados, ya que la poblacién de L. innocua se mantuvo, durante 15

d (4 + 1 °C) con reducciones mayores a 5 log UFC mL™.
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5.  ALMACENAMIENTO REFRIGERADO DE JUGO DE PITAYA
(Stenocereus pruinosus) TRATADO CON ALTAS PRESIONES
HIDROSTATICAS

5.1. Resumen

La pitaya es una fruta jugosa de agradable sabor dulce, fresco y delicado, con
propiedades antioxidantes; sin embargo, esta fruta tiene una corta vida de
anaquel. Al respecto se ha observado la extension de la vida de anaquel de jugos
de frutas mediante la aplicacién de altas presiones hidrostaticas (APH) a través
de la inactivacion microbiana y retencion de compuestos bioactivos. Por lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la APH sobre la
microbiota nativa, actividad de la enzima pectinmetilesterasa (PME) y sobre la
estabilidad fisicoquimica, nutraceutica y sensorial de jugo de pitaya tratado con
APH y almacenado (60 d, 4 £ 1°C). Jugo de pitaya se traté con 550 y 600 MPa
durante 16 y 12 min, respectivamente; el analisis del efecto de los tratamientos
durante el almacenamiento se realiz6 de acuerdo con un modelo mixto con
medidas repetidas. La poblacion de mesdfilos aerobios fue inhibida totalmente
(2.87 logio UFC mL) después del procesamiento con APH y las cuentas se
mantuvieron por debajo de 2.0 logio (UFC mL™?). Los hongos y levaduras en los
jugos tratados se mantuvieron totalmente inhibidos (2.87 logio UFC mL1) hasta
el final del almacenamiento. Después de la aplicacion de presién a los jugos y
durante su almacenamiento no se observaron cambios significativos en el
contenido de sdlidos solubles totales (SST, 9.8-10.00 °Bx), indice de saturacion
de color (18.87-20.74 %) y comportamiento reoldgico (fluido pseudoplastico). Al
final del almacenamiento, los jugos tratados con APH mostraron un incremento
de la luminosidad (3 %) y decremento (84 %) de la actividad de la enzima PME.
El contenido de acido malico, compuestos fendlicos, betalainas, actividad
antioxidante y pH no fueron afectados por la APH, pero mostraron un decremento
de 43, 10, 14, 6 y 0.6 %, respectivamente al final del almacenamiento.
Finalmente, la aceptabilidad sensorial (5.2-6.3) de los jugos no fue afectada por
la APH, pero los jugos almacenados mostraron la mayor (15 %) aceptabilidad.
Por lo anterior, la APH es una alternativa viable para la produccion de jugo de
pitaya (sin acidificar) para su distribucion refrigerada, con una vida de anaquel de
60 d.

Palabras clave: antioxidante, jugo fresco, calidad, inocuidad.
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5.2. Introduccion

La pitaya es una fruta producida por el arbol de pitayo, una cactacea columnar
perteneciente al género Stenocereus (Bravo & Sanchez-Mejorada, 1991). La
pitaya es una baya poliespermatica pigmentada con forma redondeada u ovoide,
y un exocarpo (cascara) que posee areolas con espinas (Arnaud, Santiago, &
Bautista, 1997; Buxbaum, 1961; Pimienta-Barrios & Nobel, 1994), las cuales son
similares a pequefias agujas, que proveen proteccion natural a la fruta (Quiroz-
Gonzélez et al., 2018). La pulpa jugosa tiene un agradable sabor dulce, fresco y
delicado (Yafiez-Lépez et al., 2005) con propiedades nutricionales vy
antioxidantes (Garcia-Cruz et al., 2016). Sin embargo, la pitaya es poco conocida,
debido a que es comercializada principalmente en areas cercanas a las zonas de
produccion, debido a su perecibilidad (Ochoa-Velasco & Guerrero Beltran, 2013;
Garcia-Cruz, Valle-Guadarrama, Salinas-Moreno, & Luna-Morales, 2016). Se
han estudiado algunas tecnologias emergentes (no térmicas) para la
preservacion de jugos de diversos frutos, tales como radiacién, alta presion
hidrostatica, ozono, ultrasonido, gas inerte, plasma frio y membranas (Bevilacqua
et al., 2018), aunque existen sélo dos estudios donde aplican alguna de estas
tecnologias en jugo de pitaya. Por ejemplo, Ochoa-Velasco & Guerrero-Beltran
(2012) y Ochoa-Velasco & Guerrero Beltran (2013) lograron la reduccion de la
carga microbiana (mesofilos aerobios, hongos, levaduras y Zygosaccharomyces
bailii) en jugo de pitaya tratado con radiaciéon UV-C; estos autores reportaron una
corta vida de anaquel (5 d) del jugo y la reduccién del contenido de compuestos
antioxidantes (betalainas y compuestos fendlicos) durante el almacenamiento (25
d). Por otro lado, Sandate-Flores et al. (2017) trataron una bebida de pifia-pitaya
con APH (400-600 MPa, 2-10 min), estos autores reportaron la retencion de
betacianinas, incremento del contenido de vitamina C, pero un decremento del
contenido de compuestos fendlicos y betaxantinas en los jugos tratados. No
obstante, para asegurar la efectividad de estas tecnologias de procesamiento es
necesaria la evaluacion de las propiedades del jugo de pitaya durante el
almacenamiento. Por lo anterior, los autores de la presente investigacion

previamente desarrollaron la evaluacion de la letalidad de las APH sobre L.
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innocua y S. cerevisiae (reduccion de mas de 5 log UFC mL™1) (Quiroz-Gonzélez
et al., 2018) en jugo de pitaya, debido a la importancia de estos microorganismos
en la salud humana (Sokotowska et al., 2014) y calidad sensorial (Walker y
Stewart 2016; Martins, 2018) de los jugos; sin embargo, las caracteristicas
fisicoquimicas, nuraceuticas y sensoriales no han sido evaluadas en los jugos de
pitaya tratados con los niveles de APH (550 y 600 MPa durante 16 y 12 min,
respectivamente) que aseguran su inocuidad. Por lo tanto, el objetivo del estudio
fue evaluar el efecto de la APH sobre la microbiota nativa, actividad de la enzima
pectinmetilesterasa (PME) y sobre la estabilidad fisicoquimica, nutraceutica y

sensorial de jugo de pitaya tratado con APH y almacenado (60 d, 4 £ 1°C).

5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Material vegetal

Las pitayas (Stenocereus pruinosus, también conocida como “Pitaya de Mayo”)
se cosecharon en madurez fisiolégica en una plantacion commercial de Santa
Clara Huitziltepec, Puebla, México (Latitud: 18° 46 'N, Longitud: 97° 53' O).
Después de la cosecha, las pitayas fueron almacenadas durante la noche a 12 +
2 °C, con la finalidad de eliminar el calor de campo. Posteriormente las pitayas
se transportaron al laboratorio via transporte terrestre (approx. 12 h),
adicionalmente se almacenaron a 16 + 2 °C. Para la extraccion del jugo, se
removieron manualmente las espinas de las frutas, se desinfectaron con
hipoclorito de sodio (0.05 % v/v) y finalmente, se removio la cascara. El jugo de
pitaya se extrajo con una despulpadora (MAPISA Polinox™, Agricola industrial,
Ciudad de México, México) equipada con un tamiz de 0.3 mm de diametro de
poro. Finalmente, el jugo de pitaya colectado (pH 5.2, 10 °Bx, y 9.5 % de solidos)
se envaso en bolsas para congelacion (aprox. 1.5 L), se congelo (-20 °C) y se

uso6 dentro de 4 meses.

5.3.2. Aplicacion de APH
Muestras de jugo (15 mL) en bolsas de polietileno (Filmpack S.A. de C.V,,
Huejotzingo, Puebla, México) selladas al vacio fueron tratadas en un equipo de

APH (Flow Autoclave Systems, 2 L, Columbus, OH, USA) con agua como medio
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de presurizacion, a temperatura ambiente como condicion inicial (20 °C). Las
muestras fueron tratadas a 550 y 600 MPa por 16 y 12 min, respectivamente.
Debido al calentamiento adiabatico durante el tratamiento, las temperaturas de
procesamiento oscilaron entre 26 y 33 °C. los jugos tratados se almacenaron
durante 0, 5, 10, 15, 25, 30, 35,45y 60d a4 £ 1 °C (los jugos sin tratar solo se
almacenaron durante 0, 5, 10 y 15 d). Inmediatamente después de cada
tratamiento se evalué la microbiologia, las propiedades fisicoquimicas y la
actividad de la enzima pectinmetilesterasa. Las muestras de jugo para la

evaluacion fitoquimica, antioxidante y sensorial se almacenaron a -80 °C.

5.3.3. Efecto de APH sobre la microbiota nativa en el jugo

5 mL de jugo se diluyeron decimalmente en 45 mL de agua de peptonada al 0.1
% (w/v) (BD Bioxon, Becton Dickinson, Cuautitlan lzcalli, Estado de México,
Mexico), las diluciones subsecuentes consistieron en la dilucion de 1 mL de la
muestra diluida en mL 9 mL de agua peptonada al 0.1 %. Las diluciones de
mesofilos aerdbios se inocularon en agar para cuenta estandar (BD Difco™,
Sparks, MD) con la posterior incubacién a 37 °C por 48 h. El conteo de hongos y
levaduras se obtuvo en un medio de agar de papa y dextrosa (BD Bioxon,
ajustado a un pH de 3.5 con acido tartarico) incubado a 27 °C por 5 d (Leyva-
Daniel, Escobedo-Avellaneda, Villalobos-Castillejos, Alamilla-Beltran, & Welti-
Chanes, 2017). Las diluciones de coliformes totales se inocularon en un medio
de agar bilis rojo violeta (Merck, Darmstadt, Hesse) incubado a 37 °C por 24 h
(Akgiin & Unliturk, 2017). Los resultados fueron reportados como log (UFC mL-

1)y corresponden al promedio de seis repeticiones.

5.3.4. Efecto de la APH sobre la actividad de la enzima PME

La evaluacion de la PME (EC 3.1.1.11) se realiz6 mediante el método propuesto
por Sandate-Flores et al. (2017). El jugo de pitaya (10 g = m) se mezclé con 10
mL de una solucion de pectina de citricos (1 % p/v, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
y una solucion de NaCl (0.1 M, J.T. Baker, Luis I, Madrid). La mezcla se agito a
200 rpm a 37 °C (placa caliente, CTR scientific, Monterrey, Nuevo Ledn, Mexico).
El pH de la mezcla se ajust6 a 7.7 con NaOH (0.1 M, J.T. Baker) e
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inmediatamente se agregaron 20 pL (v) de NaOH 0.1 M (c), se midio el tiempo
de reaccién (t) para mantener el pH (7.7). La actividad residual de la PME se
calculé mediante las siguientes ecuaciones (Ec. 1y 2):

C*v

Actividad de PME = —— Ec.1
m*t

Porcentaje de actividad residual de PME (%)

PMEunp i, Ec. 2
= g, * 100

PMEyyp = actividad de PME en muestra tratada

PME, = actividad inicial de PME en muestrra sin tratar

Los resultados se reportaron como porcentaje de actividad residual de PME y

corresponden al promedio de tres repeticiones.

5.3.5. Efecto de la APH sobre el comportamiento reoldgico del jugo

El comportamiento reolégico del jugo de pitaya se determin6 de acuerdo con el
método descrito por Nindo et al. (2005) con un viscosimetro Anton Paar (Physica
MCR 101 TruGap, Ostfildern, Deutschland) equipado con un peltier cilindrico y
geometria conica (CP50-1 28724). La medicién de esta variable se realiz6 en
alicuotas de 17 mL de jugo a 20 £ 2 °C con un gap de 1.0 mm para la
estabilizacion del equipo. Las curvas de flujo se registraron con un incremento de
la tasa de corte desde 0.1 a 100 s™. La viscosidad aparente (4, Pa - s), K= indice
de consistencia (Pa - s") e indice de flujo (n) fueron descritos de acuerdo con la

ley de potencia o modelo de Ostwald-de-Waele (Ec. 3).

p=K-y®»t Ec. 3

Doénde: y = velocidad de corte (1/s) (Polydera, Stoforos, & Taoukis, 2005).
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5.3.6. Efecto de la APH sobre pH, SST y contenido de acido malico

El pH, los sdlidos solubles totales, la humedad y el contenido de acido malico del
jugo de pitaya se midieron de acuerdo con los métodos 981.12, 932.12, 920.151
y 942.15 de la AOAC, respectivamente (AOAC, 1995).

5.3.7. Efecto de la APH sobre los parametros de color

El cambio neto de color (CNC), angulo de tono (°), Luminosidad (%) e indice de
saturacion (%) se evalu6 con la metodologia propuesta por (McGuire, 1992) con
un colorimetro Hunter Lab (MiniScan TM XE Plus No. 45/0-L, series 5348,
Reston, VA). Los resultados de las propiedades fisicoquimicas corresponden al

promedio de tres repeticiones.

5.3.8. Efecto de la APH sobre compuestos nutraceulticos y actividad
antioxidante

Preparacion del extracto metandlico

2 g de jugo se diluyeron en 8 mL de metanol (Sigma-Aldrich, 99.8 %), la solucién
obtenida se sonic6 en un equipo de ultrasonido (BRANSON, 2510R-MTH,
Gaithersburg, MD) a 5 + 1 °C durante 5 min y se centrifug6 (centrifuga Thermo
Scientific SL 16R, Osterode, Federated state of Lower Saxony) a 10062 g por 5
min (4 + 2 °C), el sobrenadante obtenido se denomind extracto metandlico, el
cual fue empleado para el andlisis de betalainas, compuestos fendlicos y
actividad antioxidante (AA).

Cuantificacion de betalainas

Para la evaluacion de betalainas se siguio el método empleado por Pérez-Loredo
et al. (2015)adaptado a microplaca de 96 pozos. Del extracto metandlico diluido
en una proporcion 1:9 en agua tridestilada, se tomaron 300 uL para realizar la
lectura de su absorbancia en un lector de microplacas (BioTek, Synergy HT,
Winooski, VT) a las longitudes de onda de 535 y 483 nm para betacianinas y
betaxantinas, respectivamente. La concentracion de betacianinas y betaxantinas
se determind mediante la ecuacion (Ec. 4) propuesta por Garcia-Cruz et al.
(2016):
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Betacianinas 6 betaxantinas (mgg~'ps) ... Ec. 4

= (1000x AxDFxPMxV) /(exPxL)

Doénde: A= Absorbancia para cada pigmento, FD= Factor de dilucion, PM = peso
molecular (betacianina y betaxantina, 550 y 308 g mol?, respectivamente), V=
volumen del extracto (mL), €: coeficiente de extincibn molar (betacianina y
betaxantina, 60 000 y 48 000 L mol cm?, respectivamente), P= peso del jugo (g);
L= longitud de la celda (cm). La evaluacion se realizé por triplicado (cada

repeticion se evaluo por triplicado).

Cuantificacion de compuestos fendlicos

La evaluacion de los compuestos fendlicos se realizd con base en el método
propuesto por Sanchez-Rangel et al. (2013). 15 uL del extracto metandlico, 15
pL de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) (0.25 N) y 240 uL de agua tridestilada se
colocaron en una microplaca y se mantuvo en oscuridad por 3 min.
Posteriormente, a la mezcla se le adicionaron 30 pL de Na2COs (1N, J.T. Baker)
y se mantuvo en oscuridad durante 2 h. Finalmente, se midid la absorbancia a
765 nm en un lector de microplacas. La concentracion de los compuestos
fendlicos totales se determind mediante una curva estandar (y = 0.3534x —
0.0159; R2=0.9923) de acido gélico (GA, Sigma-Aldrich) (0.016 to 0.099 mg mL"
1). La evaluacion se realizé por triplicado (cada repeticién se evalué por triplicado)

y los resultados se expresaron como mg de &cido gdlico g* (ps).

Evaluacion de la actividad antioxidante

La evaluacién se realiz6 siguiendo el método de Villarreal-Lozoya et al. (2007)
con modificaciones. En una microplaca se llevé a cabo la reaccion entre 234 uL
de una solucion 160.7 pm del radical DPPH" (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl;
Sigma-Aldrich) y 26 pL del extracto metanolico. Después de 15 min se midio la
absorbancia de la mezcla a una longitud de onda de 515 nm. El valor final de

absorbancia fue calculado con la siguiente ecuacion (Ec. 5):
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ABS = ABS,uostra - ABShignco  reeeeeeeeeeeeees Ec.6

Donde: ABS es el valor de la absorbancia final, ABSmuestra €S la absobancia del
extracto metandlico mas el radical DPPH, y ABShianco €S la absorbancia del
blanco, la cual se realiz6 demanera similar a la muestra, pero en lugar de usar
DPPH se mezclaron 234 pL de metanol con el extracto metandlico. Para
determinar la actividad antioxidante (AOX), se generd una curva estandar con
Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid; Sigma-
Aldrich) a concentraciones desde 172.4 a 431 yM. La AOX se calcul6 con la
ecuacion de la curva (y = 698.98x — 7.6705; R2 = 0.9922) y se report6 como mM
equivalentes de Trolox (TE)-g* ps. Los resultados son el promedio de tres

repeticiones.

5.3.9. Efecto de la APH sobre la aceptabilidad global de los jugos

La evaluacion de aceptabilidad global de los jugos se realizé con 144 panelistas
(edad: 18 - 33 afios) mediante la aplicacion de una escala heddnica de 9 puntos.
Se evaluaron seis tratamientos: jugos tratados a 550 y 600 MPa durante 16 min
(550 MPa-16 min) y 12 min (600 MPa-12 min), respectivamente y almacenados
(4 £ 1 °C) durante 0, 15 y 60 d. Cada panelista evalud tres tratamientos y un

control (jugo sin tratar y sin almacenar).

5.3.10. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con un modelo mixto para medidas repetidas (Ec.
6), con una prueba Tukey (software Statistical Analysis System version 9, para
Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC).

Viig = W+ o5 +djoy +ve + (@y)ict e Ec. 6

Donde: Yii=respuesta medida en el tiempo t en la j-ésima repeticion asignada al
i-ésimo tratamiento, Yir~ NI (0, a;)(con distribucién normal independiente, con

media O y varianza constante), p=efecto de la media general, ai=efecto fijo del
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iésimo tratamiento, djj=efecto aleatorio de la j-ésima repeticion dentro del-ésimo
tratamiento, dji~ NI (0, ¢3), Y= efecto fijo del t tiempo cuando se realizé la
medicion, (ay)i= efecto fijo de la interaccidn entre el tratamiento y el tiempo, eiji=
error aleatorio asociado con la j-ésima repeticion asignada al i-ésimo tratamiento
en el tiempo t, eiit~NID (0, 02). Bajo el supuesto que djg Y eit son independientes
(Wang & Goonewardene, 2004).

Para la determinacion de las diferencias significativas por efecto de los
tratamientos se us6 una prueba de Friedman, la cual se basa en la distribucion
¥? (Ec. 7).

12 -
X2 = mz Xz.j — [S(p)(t + 1)] .................. Ec. 7
i=1

Donde: p= numero de panelistas, t= nimero de tratamientos comparados y Xx.j=

suma de los ordenamientos del j-ésimo tratamiento. Los grados de libertad para

xzz t-1. Posteriormente, para la comparacion (p = 0.05) de las sumas de los
tratamientos se determind la minima diferencia de ordenamiento significativa
(MDOS) de acuerdo con la Ec. 8. Donde: za2= es el valor critico de la distribucion
normal con o/2, p= ndmero de panelistas y t= numero de tratamientos
comparados (Hernandez-Montes, 2007; Valdivia-Najar, Martin-Belloso, & Soliva-
Fortuny, 2018).

MDOS = 7o o /pt(t+ 1)/6 e, Ec. 8

5.4. Resultados y discusion

5.4.1. Effect of APH sobre la microbiota nativa en el jugo

Los jugos sin tratar mostraron un incremento de la poblacion de mesdéfilos
aerobios durante el almacenamiento; por lo tanto, después de los 15 d ya no se
realizé la evaluacion de las variables antes mencionadas. Los jugos tratados a
los 60 d de almacenamiento presentaron diferencias significativas por efecto de
las diferentes condiciones de APH. Los jugos con el tratamiento 550-16
mostraron un incremento significativo de la carga de mesdéfilos aerobios a los 15
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d de almacenamiento, mientras que los jugos con el tratamiento 600-12
mostraron un incremento de estos microorganismos hasta los 25 d. No obstante,
al final del periodo de almacenamiento (60 d) el tratamiento 550-16 present6 una
carga de microorganismos igual a la inicial (Figura 6), lo que indica que a mayor
periodo de presurizacion del jugo, mayor fue la inactivaciéon microbiana durante
el almacenamiento (Guerrero-Beltran, Barbosa-Canovas, & Welti-Chanes, 2011,
Bermudez-Aguirre, Guerrero-Beltran, Barbosa-Canovas, & Welti-Chanes, 2011),
este efecto pudo ser causado por una mayor eficiencia en la ruptura de la
membrana celular debido a la desnaturalizacion de las proteinas y el cambio de
fase (gel-liquido) de los lipidos que la componen (Cheftel, 1995; Huang et al.,
2014; Lado & Yousef, 2002). La carga de mesobfilos aerobios observada (menor
a 2 ciclos logaritmicos) a los 60 d podria asegurar, de acuerdo con la
normatividad nacional (Secretaria-de-Salud, 1995), la inocuidad microbiolégica

de los jugos tratados.

[iny
o
|

550 MPa 16 min

—A— 600 MPa 12 min

8_

a —&— Sin tratar

Mesofilos aerobios (log;o UFC mL™1)

ofB 8 10fB fB 20
Periodo de almacenamiento (dias)

30 40 50 60

Figura 6. Sobrevivencia de la poblacion de mesofilos aerobios en jugo de pitaya
durante el almacenamiento a 4 £+ 1 °C. Barras verticales indican la desviacién
estandar (n = 6); letras minudsculas indican la evaluacion de todos los jugos
durante 15 d, y letras mayusculas indican sélo el analisis de los jugos tratados y
almacenados durante 60 d. No existe diferencia significativa entre las medias que
comparten la misma letra (prueba Tukey, p = 0.05).
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Aunque la presencia de hongos y levaduras se asocian con el deterioro de
alimentos altamente acidos o acidificados (Marques da Silva & Evelyn, 2018); en
el jugo de pitaya (sin tratar) la poblacion de hongos y levaduras mostré un
incremento significativo (1.8 log UFC mL™?) durante el almacenamiento. En jugo de
melén (pH 6.3) se observdé un incremento de hasta 1 logio a los 10 d de
almacenamiento (Fundo, Miller, Mandro, Tremarin, Branddo, & Silva, 2019),
mientras que en jugos de pifia, guayaba y mango (pH 3.6-4.5) s6lo se ha
reportado un aumento de la poblacién de levaduras de 0.5 logio a las 24 h, con
una reduccion posterior hasta niveles no detectables (da Cruz Almeida, de
Souza, de Sousa, Barbosa, de Sousa, Castellano, & de Souza, 2019). Lo que
muestra que el pH tiene una participacién importante en la conservacion de los

jugos.

Por otro lado, la aplicacién de las APH en el jugo logré inactivar totalmente la
carga de estos microorganismos, sin mostrar cambios durante los 60 d de

almacenamiento (Cuadro 12).

Cuadro 12. Sobrevivencia de la poblaciéon de hongos y levaduras en jugo de
pitaya durante el almacenamiento a4 £ 1 °C.

Periodo de Logio UFC mL* (media * desviacién estandar)
almacenamiento Sin tratar 550 MPa-16 min 600 MPa-12 min
0 2.83+0.03 c? Nd* Nd
5 2.89+0.05b Nd Nd
10 455 +0.04 a Nd Nd
15 459 +0.08 a Nd Nd
25 - Nd Nd
30 - Nd Nd
35 - Nd Nd
45 - Nd Nd
60 - Nd Nd
ZNo existe diferencia significativa entre las medias que comparten la misma letra (prueba Tukey,

p > 0.05).

*Nd= No detectado.

5.4.2. Efecto de la APH sobre la actividad de la enzima PME
En los jugos sin tratar se observd una disminucién significativa (58 %) de la
actividad de la PME durante el almacenamiento. Sin embargo, los jugos tratados

mostraron una disminucion de la actividad enzimatica mayor (59 — 63 %; p=
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0.0001) después de la aplicacion de las APH (Figura 7), actividad que alcanzo
una actividad de 16 % a los 60 d de almacenamiento, posiblemente por la
desnaturalizacion de la estructura terciaria o cuaternaria de la enzima debido a
que el ingreso de agua causado por la APH (Buckow, 2018) indujo cambios
conformacionales previos a su desnaturalizacion (Nash & Jonas, 1997; Saad-
Nehme et al., 2001).

120

100
W Sin tratar

550 MPa 16 min
m 600 MPa 12 min

80

Actividad residual de la enzima PME (%)

60
AB
40 BB IAB Cc
i [ ..
C - c
20 I I - C
0 l
0 5 10 15 25 30 35 45 60

Periodo de almacenamiento (dias)

Figura 7. Cambios en la actividad residual de la enzima PME (%) en jugo de
pitaya durante el almacenamiento a 4 + 1 °C. Barras verticales indican la
desviacién estandar (n = 6). No existe diferencia significativa (en cada variable)
entre los valores que comparten la misma letra (prueba Tukey, p > 0.05). Letras
minusculas indican el analisis estadistico de todos los jugos almacenados por 15
d, y letras mayusculas indican solo el andlisis de los jugos tratados y
almacenados por 60 d.

La disminucién de la actividad de esta enzima evita la pérdida de estabilidad de
los jugos, dado que ésta se ha relacionado con la pérdida de turbidez en los
jugos, caracteristica indeseable para los consumidores (Liu, Zhao, Zou, & Hu,
2012; Sandate-Flores et al., 2017). La elevada actividad de la enzima PME
explica la pérdida de estabilidad del sistema coloidal de los jugos (disminucion de
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turbidez) mediante la hidrélisis de pectinas, co-precipitacion de pectatos y su
interacciéon con materiales insolubles presentes en jugos (iones Ca ?*) (Carbonell
et al.,, 2005), que consecuentemente se logra una separacion de fases o

floculacion.

5.4.3. Efecto de la APH sobre el comportamiento reoldgico del jugo

La APH y el almacenamiento no causaron un efecto significatico sobre la
viscosidad aparente (1, modelo Ostwald-de-Waele, R2> 95 %, Figura 8) del jugo
de pitaya; tampoco fueron afectados el indice de flujo (n, 0.43 - 0.51, n < 1,
Apéndice 6.1, Cuadro 27) y el indice de consistencia (K, 5.19 - 8.95 Pa-s", K> 0,
Apéndice 6.1, Cuadro 27). De acuerdo con lo anterior, el comportamiento
reolégico del jugo de pitaya presentd las caracteristicas de un fluido
pseudoplastico, tal como lo ha reportado Moussa-Ayoub et al. (2017) en jugo de
tuna (O. dillenii). Estos resultados permitieron suponer que algunos componentes
(fibra, pectina, mucilago y otros hidrocoloides) presentes en los frutos de algunas
cactaceas (tuna y pitaya) (Moussa-Ayoub et al., 2017; Garcia-Cruz et al., 2013,
Mercado & Granados, 2002) no fueron afectados por las APH y se mantuvieron

estables durante el almacenamiento.
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Figura 8. Viscosidad aparente de jugo de pitaya tratado con 550 y 600 MPa
durante 16 y 12 min, respectivamente, y almacenado por 0, 15y 60 d (4 £ 1°C).
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5.4.4. Efecto de la APH sobre pH, SST y contenido de acido malico

La aplicacion de APH no mostro efecto sobre (p < 0.05) el pH, SST y contenido
de acido malico en el jugo, y aunque el periodo de almacenamiento causo la
disminucién del pH (5.25 a 5.22, Apéndice 6.1, Cuadro 28), esta disminucion fue
irrelevante. Tampoco, los SST fueron afectados significativamente (10 - 9.93 °Bx,
Apéndice 6.1, Cuadro 28) por efecto del almacenamiento; sin embargo, el
contenido de acido malico disminuy6 hasta alcanza una pérdida de 43 % al dia
60 (Cuadro 13). Al respecto, se ha reportado la disminucién del contenido de
algunos acidos organicos (malico, ascorbico y citrico) durante el almacenamiento
de jugos de algunos frutos (manzana, naranja, uva y fresa) (Juarez-Enriquez,
Salmeron-Ochoa, Gutierrez-Mendez, Ramaswamy, & Ortega-Rivas, 2015;
Mezey & Mezeyova, 2018; Garcia et al., 2018; Cao et al., 2012) como se observo

en el jugo de pitaya del presente estudio.

Cuadro 13. Cambios del contenido de acido malico en jugo de pitaya
durante el almacenamiento a 4 + 1 °C (media + desviacion estandar).
Acido malico (%)

Dia Sin tratar 550 M.Pa 600 M.Pa
16 min 12 min

0 0.14+0.01 a 0.14 £ 0.01 a,A? 0.15+0.01 a,A
5 0.11+0.00b 0.11+£0.01 b,B 0.10+0.01 b,B
10 0.10+0.01c 0.10+0.01c,C 0.10+£0.01¢c,C
15 0.09+0.00d 0.08 £0.00d,D 0.08 +£0.00d,D
25 - 0.08+0.00D 0.08 £+ 0.00 D
30 - 0.07+£0.00D 0.08 +0.00D
35 - 0.08 +0.00 D 0.08 £+ 0.00 D
45 - 0.07+£0.00D 0.07+0.00D
60 - 0.08 +0.00 D 0.08 £+ 0.00 D

ZNo existe diferencia significativa entre las medias que comparten la misma letra (prueba
Tukey, p > 0.05). Letras minlsculas indican el analisis estadistico de todos los jugos
almacenados por 15 d, y letras mayusculas indican solo el andlisis de los jugos tratados
y almacenados por 60 d.

5.4.5. Efecto de la APH sobre los parametros de color

La aplicacion de la APH (550 MPa-16 min and 600 MPa-12 min) en el jugo de
pitaya no causd CNC (p > 0.05), sin embargo, el periodo de almacenamiento
provoco un incremento (p = 0.0001) de éste. Algunos autores (Cao et al., 2012;

Bull et al., 2004; Zhou et al., 2016) han reportado la estabilidad del color en jugos
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tratados con APH; sin embargo, tal como se observo en este trabajo, también se
ha reportado un efecto negativo del almacenamiento, por ejemplo, en jugo de
fresa tratado con 600 MPa por 4 min se observaron 4.8 unidades de CNC a los
60 d de almacenamiento (4 °C) (Cao et al., 2012); en jugo de naranja tratado con
600 MPa (1 min) y almacenado por 30 d (4 °C) se han reportado 5.52 unidades
de CNC (Bull et al., 2004) y en jugo de mora tratado con 500 MPa (5 min), se
han observado CNC de 1.38 unidades a los 28 d de almacenamiento (4 °C) (Zou
et al., 2016). En los jugos del presente estudio se observé un maximo de 2.24
unidades de CNC (Cuadro 14).

Consistetemente con los resultados de la variable CNC; los parametros: angulo
de tono, luminosidad e indice de saturacion no fueron afectados (p > 0.05) por el
procesamiento con APH. Sin embargo, todos los jugos (tratados y sin tratar)
mostraron un aumento significativo (p = 0.0001) del angulo de tono conforme se
incrementd el periodo de almacenamiento (Cuadro 14), con una pérdida de la
tonalidad roja, posiblemente por la pérdida de pigmentos; estos cambios podrian
explicarse por enzimas y/o microorganismos aun presentes a pesar de los

tratamientos (Oey, Lille, Van Loey, & Hendrickx, 2008).

La luminosidad y el indice de saturacion mostraron cambios (p > 0.05) por efecto
del almacenamiento, los jugos sin tratar mostraron una diminucién de la
luminosidad de 4.2 a 3.4°, e indice de saturacion de 19.8 a 18.6 (Apéndice 6.1,
Cuadro 29), mientras que la reduccion de la luminosidad (4.3 a 4.4 %, Apéndice
6.1, Cuadro 29) e indice de saturacién (19.9 a 20.3, Apédice 6.1, Cuadro 27) en
jugos tratados fue irrelevante, lo que significa que los jugos tratados mostraron
un color mas brillante y también mantuvieron su intensidad de color durante el

almacenamiento refrigerado.

5.4.6. Efecto de la APH sobre compuestos nutraceuticos y actividad
antioxidante

En todos los jugos (tratados y sin tratar) no se afectd (p > 0.05) el contenido de
betalainas, las cuales comprenden a las betacininas (rojas) y a las betaxantinas
(amarillas, Khan & Giridhar, 2015). Pero a diferencia de las betaxantinas (21.1 -
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18.9 mg g bs, Apéndice 6.1, Cuadro 30), sélo las betacianinas mostraron una
disminucién significativa (28 %) por efecto del perido de almacenamiento (Cuadro
15). Al respecto, Ochoa-Velasco & Guerrero-Beltran, 2012) reportaron una
disminucién de 25 % en jugo de pitaya (Stenocereus griseus) tratado con luz UV-

C y almacenado durante 25 d a 4 °C a la observada en el presente estudio.
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Cuadro 14. Cambio neto de color y angulo de tono en jugo de pitaya durante el almacenamiento a 4 + 1 °C (media
+ desviacién estandar).

Cambio neto de color Angulo de tono (°)
Dia Sin tratar 550 M.Pa 600 M.Pa Sin tratar 550 M_Pa 600 M_Pa
16 min 12 min 16 min 12 min
0 0.10+£0.06e 0.14+0.01e,D* 0.14+0.04eD 100%£01c 101%+0.2cE 10.1%0.2cE
5 1.10+0.05¢c 0.57+0.11de,D 045+0.18de,D 10.8+0.3b 106+0.1b,D 10.7+0.3b,D

10 141+041bc 057+0.23de, D 0.37+0.03de,D 11.1+0.1a 11.1+01aD 11.1%0.1aD
15 1.33+0.04bc 167+0.08aB 161+004abB 11.8+x14ab 11.8+0.2ab,B 11.5+0.1ab,B

25 - 1.58+0.23B 1.58+0.11B - 142+04C 147+0.2C
30 - 1.77+0.29B 1.54+0.08 B - 146+04C 148+0.3C
35 - 200+0.39AB 2.13+0.38AB - 15.1+0.28B 155+058B
45 - 210+ 045AB 1.94+0.29 AB - 157+0.2B 154+0.2B
60 - 2.24+0.30 A 207+0.11A - 16.3+0.3 A 16.3+0.1A

2No existe diferencia significativa (en cada variable) entre las medias que comparten la misma letra (prueba Tukey, p > 0.05). Letras
mindsculas indican el analisis estadistico de todos los jugos almacenados por 15 d, y letras mayusculas indican sélo el analisis de los
jugos tratados y almacenados por 60 d.
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La disminucion de los contenidos de estos pigmentos coincide con el incremento
de hue durante el almacenamiento, es decir, con una pérdida de la tonalidad roja
(Cuadro 14). Las betalainas comprenden a las betacianinas (rojo) y betaxantinas
(amarillos), pigmentos identificados principalmente en la familia de
Caryophyllales y Cactaceae que a diferencia de otros pigmentos (antocianinas)
son estables a valores de pH préximos a 5 (Jiménez-Aguilar et al., 2015) similares
al jugo de pitaya estudiado. Otro factor que pudo degradar a estos pigmentos
podria ser la presencia de algunas enzimas residuales como B-glucosidasas,
peroxidasas y polifenoloxidasas (Stintzing & Carle, 2004), que han mostrado un
reduccion maxima de 53 % cuando son sometidas a las APH (Garcia-Palazon et
al., 2004; Morales-de la Pefia, Salinas-Roca, Escobedo-Avellaneda, Martin-
Belloso, & Welti-Chanes, 2018). Al respecto, Azeredo (2009) reporté que las
betacianinas son mas susceptibles a degradarse por la actividad enzimatica que

las betaxantinas, durante el almacenamiento.

El contenido de compuestos fendlicos totales en todos los jugos no se afect6 por
la aplicacion de las APH en los primeros dias de almacenamiento. Sin embargo,
en los jugos presurizados se observé una disminucién de 10 % después de los
45 d de almacenamiento (Cuadro 16). Esta disminucion es similar (13 %) a la
encontrada en jugo de pitaya después de la aplicacion de luz UV-C. Se han
reportado disminuciones mayores en jugo de granada y kiwi (19 y 30 %,
respectivamente) tratados con 550 MPa (2.5 y 10 min, respectivamente) y
almacenados durante 35y 42 d, respectivamente (Varela-Santos et al., 2012; Xu
et al., 2018). Es importante sefialar que los contenidos de los compuestos
bioactivos (betalainas y fenoles) no se afectaron con la aplicacion de APH pero

si por efecto del almacenamiento.
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Cuadro 15. Cambios en el contenido de betalainas totales y betacianinas (mg g bs?) en jugo de pitaya durante

el almacenamiento a 4 + 1 °C (media * desviacion estandar).

Betalainas Betacianinas
Dia Sin tratar 550 M'Pa 600 M'Pa Sin tratar 550 M_Pa 600 M.Pa
16 min 12 min 16 min 12 min

0 427+27a 408+1.8aAY 40.6+1.0aA 215+09a 20.7+x1.0aA 21.1+0.3aA
5 434+22a 408+14aA 392+41aA 219+11a 206+0.7aAB 19.8+2.0a,AB
10 421+29a 417+x12aA 411+13aA 212+x14a 209+0.6aA 20.7+0.6 a,A
15 413+22a 419+10aA 405+06aA 208+11a 21.1+06aA 20.9+0.24a,A
25 - 39.8+x1.0A 40.1+20A - 19.2 £+ 0.3 BC 19.4+1.0BC
30 - 39.2+1.7A 402+20A - 18.9+0.8 BC 19.0+1.3BC
35 - 37.2+1.08B 36.2+2.7B - 17.4+£0.1CD 17.3+1.5CD
45 - 36.1+158B 359+158B - 16.9+0.6 D 16.9+1.1D
60 - 35.6+258B 35.0+0.6B - 16.4+1.2D 15.8+0.2D

Zps= base seca.
YNo existe diferencia significativa (en cada variable) entre las medias que comparten la misma letra (prueba Tukey, p > 0.05). Letras
mindsculas indican el analisis estadistico de todos los jugos almacenados por 15 d, y letras mayusculas indican sélo el analisis de los
jugos tratados y almacenados por 60 d.
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La actividad antioxidante no fue afectada significativamente por la aplicacion de
la APH en los jugos, no obstante, esta fue afectada por el almacenamiento, los
jugos sin tratar mostraron una rediccion significativa (9%) a los 15 d de
almacenamiento, mientras que en los jugos tratados este decremento (hasta 6%)
se observo después de los 30 d de almacenamiento (Cuadro 16). La actividad
antioxidante observada en los jugos podria deberse al contenido de compuestos
fendlicos y betalainas totales, los cuales mostraron disminucion significativa a los
35 y 45 d de almacenamiento, respectivamente. Aunque habria también que
considerar el efecto sinérgico de la presencia de algunos acidos organicos como
el &cido malico y el acido citrico (Ramirez-Ramos et al. 2015; Garcia-Cruz et al.
2017), el ultimo no evaluado en este trabajo. Al respecto, algunos estudios
informaron el efecto de negativo del almacenamiento en los jugos; Cao et al.
(2012) y Juarez-Enriquez et al. (2015) reportaron una disminucion de 8 y 6 % de
la actividad antioxidante en jugo de fresa tratado con 600 MPa durante 4 min (60
d de almacenamiento) y en jugo de manzana 430 MPa durante 7 min (34 d de

almacenamiento), respectivamente.

5.4.7. Efecto de la APH sobre la aceptabilidad global de los jugos

Los panelistas calificaron la aceptabilidad global de los jugos de acuerdo con una
escala heddnica de 9 puntos con valores entre 5.5 y 6.3. En general, los jugos
con mayor aceptabilidad fueron los almacenados (excepto los jugos tratados con
550 MPa por 16 min). Es posible que la aceptabilidad estuviera influida por el
menor contenido de acido malico en los jugos, por lo tanto menor acidez, y
consecuentemente los panelistas percibieran un mayor dulzor (Cuadro 17)
(Mezey & Mezeyova, 2018).
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Cuadro 16. Cambios en el contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante en jugo de pitaya durante el
almacenamiento a 4 + 1 °C (media * desviacion estandar).
Compuestos fendlicos totales

(mg de &cido galico g! bs?)

Actividad antioxidante
(mM equivalentes de Trolox g bs)

Dia Sin tratar 550 MPa 600 MPa Sin tratar 550 MPa 600 MPa
16 min 12 min 16 min 12 min

0 040+00la 040+00laA 040+00laA 269+006a 272+003aA 267+006aA
5 040+000a 040+001Aa 041+00laA 260+0.12a 2.69+006aA 2.68+0.03aA
10 0.40+002a 040+00laA 040+002aAB 259+010a 2.68+008aA 2.68+0.09aA
15 039 +00la 041+00laA 040+00laA 246+003c 2.60+006bA 2.66+0.08bA
25 - 040+0.01A  0.39+0.01A ] 2.63+0.04 A 2.64+0.04 A
30 - 040+001A  0.39+002A - 2.60+0.06 B 2.52+0.04B
35 - 0.38+0.02AB  0.37 +0.02 AB ] 2.54+0.05B 254+0.01B
45 - 037+0.02B  036+002B - 2.55+0.08 B 2.56+0.06 B
60 ; 0.36+0.02B  0.37+0.00B - 2.59+0.09 B 258+ 0.06 B

Zps= base seca.

YNo existe diferencia significativa (en cada variable) entre las medias que comparten la misma letra (prueba Tukey, p > 0.05). Letras
mindsculas indican el analisis estadistico de todos los jugos almacenados por 15 d, y letras mayusculas indican sélo el andlisis de los jugos
tratados y almacenados por 60 d.

Cuadro 17. Cambios en la aceptabilidad del jugo de pitaya durante el almacenamiento a4 + 1 °C.

Presién (MPa) Tiempo de almacenamiento (d)

0 15 60

0 5.57 ¢? --- ---
550 551c 6.25a 5.76 cb
600 5.17¢c 6.33 a 5.96 cb

ZMedias que comparten la misma letra indican que no existe diferencia significativa, de acuerdo con la minima diferencia de ordenamiento
significativa (MDOS, p > 0.05).
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5.5. Conclusiones

Los jugos tratados con 550 y 600 MPa durante 16 y 12 min, respectivamente, y
almacenados hasta 60 d mantuvieron la carga microbiana por debajo de 2 ciclos
logaritmicos y mayor vida de anaquel que el jugo natural (sin aplicaciéon de APH).
El indice de saturaciéon de color, SST y el comportamiento reolégico no se
afectaron por las APH, tampoco por el tiempo de almacenamiento. Sin embargo,
con la aplicacion de APH se observd incremento de luminosidad y una
disminucién de la actividad de la enzima PME en los jugos. El contenido de &cido
malico, compuestos fendlicos, betalainas y actividad antioxidante no se afectaron
por la aplicacion de APH, pero el almacenamiento disminuyd sus contenidos, asi
como el pH. La aceptabilidad sensorial no result6é afectada por las APH, pero fue
favorecida por el almacenamiento al presentar menor acidez. Las altas presiones
podrian ser una alternativa para la obtencion de jugos con mayor vida de anaquel

con calidad nutracéutica.
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6. SINERGISMO OZONO-ALTAS PRESIONES
HIDROSTATICAS PARA LA ESTABILIZACION DE JUGO DE
PITAYA (Stenocereus pruinosus) ALMACENADO

6.1. Resumen

Se evaluo el efecto sinérgico ozono-APH sobre la poblacion microbiana,
parametros de color, betalainas, compuestos fendlicos, actividad antioxidante y
preferencia sensorial en jugo de pitaya almacenado (5 = 2 °C). Jugo de pitaya
fue tratado con ozono (24 mg Oz L'*:mint) durante 1.8-9.6 min, y presién de 179-
321 MPa (5 min) de acuerdo con la metodologia de superficie de respuesta; se
empled también un disefio de medidas repetidas con una prueba Tukey. S.
cerevisiae se redujo 6.89 logio con la aplicacion de 300 MPa; mientras que L.
innocua se redujo al menos 5.1 logio con la aplicacion de 7 min de ozono mas
316 MPa (70s+316MPa). La microbiota nativa se mantuvo en niveles no
detectables durante 30 d de almacenamiento. Sin embargo, la aplicacién de
703+316MPa causo la disminucién de luminosidad (12.8 %), indice de saturacion
(5.9 %), betalainas (33 %), fenoles totales (8 %) y actividad antioxidante (21-28
%). Pero estos jugos, después de 30 d de almacenamiento mostraron una mayor
preferencia sensorial que los jugos sin tratar. La aplicacion de la sinergia ozono-
APH permitié la disminucion de los niveles de presion y ozonizado para la
obtencion de jugos inocuos.

Palabras clave: Inocuidad, refrigeracién, dafio letal, compuestos bioactivos.

Tesis de Doctorado en Ciencias, en Ciencias Agroalimentarias, Departamento de Ingenieria
Agroindustrial, Universidad Auténoma Chapingo
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6.2. Introduccion

Los jugos de frutas han sido sujeto de interés debido a sus propiedades
nutricionales (Tiwari et al., 2009). Por tal razén, su consumo es considerado como
una de las principales estrategias para lograr un estilo de vida saludable
(Jaramillo-Sanchez, Garcia-Loredo, Gémez, & Alzamora, 2018). La pitaya
(Stenoceresus spp.), fruta valorada (por su elevado contenido betalainas y
compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes) (Garcia-Cruz, Valle-
Guadarrama, Salinas-Moreno, & Joaquin-Cruz, 2013; Garcia-Cruz, Valle-
Guadarrama, Salinas-Moreno, & Luna-Morales, 2016; Pérez-Loredo et al., 2016).
Algunos estudios han reportado que la ingesta de betalainas causa efectos
antiinflamatorios y anticancerigenos (vg. ovario, cervical y de vejiga) (Azeredo,
2009); por su parte los compuestos fendlicos exhiben propiedades
antialergénicas, antiarterogénicas, antiinflamatorias, antimicrobianas,
antitrombdticas, y muestran efectos cardioprotectores y vasodilatadores
(Balasundram, Sundram, & Samman, 2006). Por lo tanto, estos frutos tienen
potencial agroindustrial (Garcia-Suarez, Carreto-Montoya, Cardenas-Navarro,
Diaz-Pérez, & Lb6pez-Gomez, 2007). Sin embargo, los frutos de pitaya son
altamente perecederos (aproximadamente 5 d a temperatura ambiente) (Armella,
Soriano, & Ramirez, 2003). La aplicacion de tratamientos térmicos en los jugos
de frutas es una tecnologia ampliamente adoptada para la prolongacion de la
vida de anaquel. Los tratamientos térmicos provocan cambios indeseables en los
alimentos y modifican el balance entre alta calidad (color, sabor y funcionalidad)
e inocuidad. Por lo tanto, los procesadores de alimentos han orientado su interés
hacia las tecnologias no térmicas, debido a que el consumidor demanda
alimentos frescos, nutritivos, inocuos y libres de quimicos (Jaramillo-Sanchez,
Garcia-Loredo et al., 2018; Ludikhuyze & Hendrich, 2001). Una tecnologia, no
térmica, ampliamente estudiada es la alta presién hidrostatica (APH), que ha
mostrado la capacidad de preservar sabor, olor y color en los productos tratados,
ésta se basa en el hecho de que las APH no afectan los enlaces covalentes de
proteinas, carbohidratos, vitaminas, lipidos y pigmentos sometidos a la APH
(Mozhaev, Heremans, Frank, Masson, & Balny, 1994). Asimismo, esta tecnologia
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permite obtener alimentos inocuos, dado que causa dafio estructural, ruptura de
la cadena de ADN y de la membrana celular de los microorganismos
(enteropatdégenos, hongos y levaduras); ademas, las funciones celulares de estos
se alteran cuando se desactivan enzimas clave o la membrana pierde su
selectividad (Lado y Yousef, 2002). No obstante, trabajos previos mostraron que
la efectividad antimicrobiana de las APH en jugo de pitaya esta sujeta al uso de
elevados niveles de presién por periodos prolongados de tiempo (550-600 MPa,
12-16 min) (Quiroz-Gonzalez, Rodriguez-Martinez, Garcia-Mateos, Torres, &
Welti-Chanes, 2018).

Otra alternativa de procesamiento no térmico para favorecer la vida de anaquel,
en algunos jugos, ha sido la aplicacion de ozono. El ozono es un fuerte oxidante
efectivo para el control de bacterias, mohos, protozoarios y virus (Rodoni et al.,
2010); la descomposicién del ozono produce radicales libres, principalmente
hidroxilo, y sus efectos estan asociados con la inactivacibn de enzimas, la
alteracion de acidos nucleicos y la peroxidacion lipidica a nivel de las membranas
microbianas. Se ha evaluado su efecto en jugos de naranja, manzana y durazno
para el control del crecimiento bacteriano (Garcia et al., 2015; Patil et al., 2009;
Torlak, 2014). Si bien, algunas publicaciones han confirmado el efecto positivo
del ozono sobre la calidad microbiana de los jugos, también el impacto de este
fuerte antioxidante sobre compuestos bioactivos deberia ser investigado. Al
respecto, se han observado reducciones en el contenido de antocianinas (hasta
98.2 %) y acido ascorbico (hasta 85.8 %) cuando se aplican 10.6 — 70.8 mg O3
L-*durante 10 min en jugo de fresa (Tiwari, O’donnell et al., 2009); asimismo, se
ha observado una afectacion negativa en el color, parametros reologicos y
contenido de compuestos fendlicos en jugo de manzana tratado con 10 - 48 mg
Os L durante 10 min (Torres et al., 2011). Por su parte, Garcia, Guerrero, &
Alzamora (2015) evaluaron un jugo de durazno tratado con 22 - 40 mg Oz L de
jugo durante 12 min y lograron inactivar 1, 4.3 y 4.9 ciclos logaritmicos la
poblacion de Saccharomyces cerevisiae, coliformes y Listeria innocua,
respectivamente; no obstante, se observd una reactivacion de estos

microorganismos durante el almacenamiento (14 d). Lo anterior muestra que las
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elevadas concentraciones de ozono pueden afectar negativamente la calidad de
los jugos tratados; en contraste, las bajas concentraciones ponen en riesgo la

inocuidad de los jugos.

De acuerdo con lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar
un posible efecto sinérgico de una relativa baja dosis de ozono (24 mgL* de jugo
min-t) en combinacién con niveles relativamente bajos de APH (179 — 321 MPa,
5 min) sobre la inocuidad, el color, propiedades fitoquimicas y preferencia

sensorial del jugo de pitaya.

6.3. Materiales y métodos

6.3.1. Material vegetal

Frutos de pitaya (en madurez horticola, 75 % de tonalidad roja en el pericarpio)
se recolectaron en una plantacion comercial de Santa Clara Huiziltepec, Pue.,
México (Latitud:18°46" N; Longitud: 97°53' O). Después de la cosecha, las pitayas
fueron enfriadas (para eliminar el calor de campo) hasta obtener una temperatura
interna del fruto de 10 + 1 °C (3 frutos muestreados con la interfaz de recopilacién
de datos Vernier LabPro®, USA). Para la extraccion del jugo se removieron
manualmente las espinas de los frutos, estos se lavaron, se desinfectaron con
hiploclorito de sodio (216 mg L-1) y se les eliminé el pericarpio. Después la pulpa
se coloco en un extractor de jugos (TURMIX™ México), donde se separaron las
semillas del jugo. Finalmente, el jugo (pH: 5.13 £ 0.06, SST: 12.23 + 0.06° Bx y
acido malico: 0.02 + 0.00 %, peso fresco) se colect6 y se almacend en

congelacion (-20 °C) hasta el momento de la aplicacién de los tratamientos.

6.3.2. Reactivos

Los reactivos quimicos empleados fueron: Agar para métodos estandar (AME),
Agar dextrosa y papa (ADP),agar de soya tripticaseina (AST), caldo se soya
tripticaseina (CST) y extracto de levadura (EL), de la marca BD Bioxon; peptona
buferada, acido tartérico y extracto de malta (EM), de la marca Fluka Analytical,
Meyer y Difco, respectivamente; metanol, glucosa, acido galico (AG), reactivo de
Folin-Ciocalteu, DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) y trolox ((x)-6-Hydroxy-
2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid), de la marca Sigma-Aldrich; y
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carbonato de sodio e hidroxido, de sodio de la marca J.T. Baker. Se empled agua
destilada para la preparacion de los medios de cultivo y de los reactivos para los

analisis fitoquimicos y antioxidantes.

6.3.3. Material bioldgico

Para evaluar el efecto biocida de los tratamientos se emplearon cepas de L.
innocua ATCC 33090 y S. cerevisiae CDBB-L-331 obtenidas de la Coleccion
Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del Centro de Investigacién
y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (San Pedro
Zacatenco, Ciudad de México, México). L. innocua se empleé debido a la
patogenicidad, ya que de 20-30 % de las infecciones por listeriois pueden ser
fatales (Ramaswamy et al., 2007), también se emple6 debido a que en trabajos
previos se ha observado que esta cepa presenta barorresistencia (Quiroz-
Gonzalez et al., 2018). Por otro lado, S cerevisiae se emple6 como indicador de
vida de anaquel de los jugos, por su importancia en la fermentacion del jugo de

pitaya.

Curva de crecimiento

Para la activacion de la cepa, una asada de L. innocua se inoculé en CST con
0.6 % (p/v) de EL se incub6 a 37 °C por 16 h (en estufa de cultivo, Riossa™,
México). Posteriormente, una alicuota (1 mL) se transfiri6 a CST-EL e incub6 bajo
las mismas condiciones, y se realizaron muestreos cada 6 h por 30 h. Para el
caso de S. cerevisiae, se us6 un medio CLM (0.3 % de EL, 0.3 % de EM, 0.5 %
de peptona y 1 % de glucosa,; ajustado a pH 3.5 con acido tartarico a 10 %), la
temperatura de incubacion fue de 27 °C (durante 16 h para la activacion de la
cepa) y el muestreo para la obtencion de la curva de crecimiento se realizo cada
8 h por 30 h. El tiempo para alcanzar la fase exponencial fue de 15y 20 h para
L. innocua y S. cerevisiae, respectivamente, mientras la fase estacionaria

temprana se alcanz6 a las 17 y 24 h, respectivamente (Apéndice 6.2, Figura 14).

Cultivo stock
Un alicuota (1 mL) de L. innocua activada se inocul6 en CST-EL (100 mL) e
incubé bajo las condiciones descritas previamente hasta alcanzar la fase
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exponencial (Bruschi, Komora, Castro, Saraiva, Ferreira, & Teixeira, 2017). Para
la obtencidn de un pellet de células, 50 mL de L. innocua en fase exponencial se
centrifugaron a 2900 g (centrifuga Thermo Scientific, Sorvall ST 8, China) por 5
min. Después, el pellet fue lavado dos veces con agua peptonada bufferada (0.1
% p/v) y resuspendido en una solucion de peptona-glicerol (relacion 4:1) para
obtener el cultivo stock. El cultivo stock se coloco en tubos de centrifuga (1 mL)
de polipropileno y se almacend a -20 °C y usados durante 15 d. El cultivo stock
de S. cerevisiae se preparé de manera similar, con el uso de su medio de cultivo

correspondiente e incubacion a 27 °C.

In6culo

1 mL del cultivo stock de L. innocua (descongelado) se agregd a 100 mL de un
medio CST-EL e incubado at 37 °C hasta alcanzar la fase estacionaria temprana.
Siguiendo la metodologia previamente descrita, se recuperaron las células
mediante centrifugacion, lavadas dos veces con agua peptonada bufferada, y
resuspendidas en agua peptonada bufferada (3 mL). De manera similar, 1 mL del
cultivo stock de S. cerevisiae (descongelado) se agreg6 a 100 mL de un medio
CLM e incub6 27 °C hasta alcanzar la fase estacionaria temprana. Después del
lavado y resuspension de las células en 3 mL de agua peptonada bufferada, se
obtuvo una concentracion de alrededor de 8.5 logio (UFC mL™') de ambos

microorganismos.

Inoculacién del jugo

1 mL del in6culo se transfirid a 150 mL de jugo estéril (a 121 °C for 15 min) para
obtener una concentracién inicial de 6.9+0.34 y 7.5+0.24 logio (UFC mL™?) de la
poblacion de S. cerevisiae y L. innocua, respectivamente. Para favorecer la
adaptacion de los microorganismos inoculados, el jugo inoculado se almacend

durante 3 h a 21 £ 1 °C antes de aplicar los tratamientos.

6.3.4. Experimento 1. Efecto del ozono y alta presion hidrostéatica sobre L.

innocuay S. cerevisiae

Se evalu6 el efecto del tiempo de ozonizado (24 mg Oz Lt de jugo min-t durante

1.8, 3, 5.75, 8.5y 9.6 min) y del nivel de presion (179, 200, 250, 300 y 321 MPa
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por 5 min) en el jugo de pitaya. El jugo (125 mL) inoculado con las cepas
indicadas (de manera separada) se tratdé con ozono (Biozon K-20, México); para
la aplicacion de las APH, un volumen menor de jugo (10 mL) se envaso al vacio
(en equipo Henkelman, the Netherlands) en bolsas de polietileno (Oster™) y
posteriormente se aplico la APH (en equipo ElImhurst Systems, LLC; usando agua
como medio de presurizacion). La temperatura en la camara de presurizacion
oscilo entre 23.2 - 25.0 °C.

Evaluacion microbiana

Se realizaron diluciones decimales de jugo inoculado tratado y sin tratar (control)
en agua peptonada bufferada 0.1 % (p/v). L. innocua se sembré en placas con
Agar soya tripticaseina con 0.6 % de extracto de levadura (p/v) e incub6 a 37 °C
por 48 h (Bruschi et al., 2017). La cuenta de S. cerevisiae se realizé en un medio
PDA (pH 3.5) y la incubacion se realiz6 a 27 °C por 5 d (Leyva-Daniel et al.,
2017). Los valores se expresaron como log,o(N/Ny) (N: cuenta después de
tratamiento, N,: cuenta inicial) y se reporté el valor promedio de tres repeticiones

(cada repeticion se evalu6 por duplicado).

6.3.5. Experimento 2. Efecto de la combinacién ozono-APH

El jugo (125 mL) inoculado con las cepas indicadas (de manera separada) fue
tratado con ozono (Biozon K-20, México; 24 mg Os Lt min‘!), posteriormente, se
tomd una muestra (10 mL) de este jugo, el cual se envaso al vacio en bolsas de
polietileno, y finalmente éstas se presurizaron (23.2 - 25.0°C); la descripcion de
los tratamientos se muestra en el Cuadro 18. La evaluacion de L. innocua y S.

cerevisiae se realizo siguiendo el método descrito previamente.
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Cuadro 18. Disefio compuesto central (superficie de
respuesta) con las condiciones de procesamiento del jugo
de pitaya (presion y tiempo de ozonizado) y los datos

codificados.

Condiciones de procesamiento Datos codificados

Presion Tigmpo del Presion Tiempo de

(MPa)? ozonizado (min)Y 0zonizado
179 5.75 -1.414 0
200 3 -1 -1
200 8.5 -1 1
250 1.8 0 -1.414
250 5.75 0x 0x
250 9.6 0 1.414
300 3 1 -1
300 8.5 1 1
321 5.75 1.414 0

ZTiempo de procesamiento: 5 min.
YFlujo de ozono: 24 mg Lt mint
*En el punto central (0) del disefio se realizaron 5 repeticiones.

6.3.6. Experimento 3. Validacién del dafio letal de L. innocuay S. cerevisiae
Muestras de jugo previamente inoculado con L. innocua y S. cerevisiae (de
manera separada) fueron tratadas con la combinacién Osz-APH éptima (reduccién
de mas de 5 ciclos logaritmicos de la poblacién de ambos microorganismos) y
luego almacenadas por 15 d (5 + 2 °C), la evaluacion microbiolégica se realizé
cada 5 d.

6.3.7. Experimento 4. Vida de anaquel del jugo tratado con la combinacién
Os-APH

Después de la evaluacion de la efectividad del tratamiento seleccionado,
muestras de jugo sin esterilizar y sin inocular fueron tratadas (Os-APH oOptima) y

almacenadas por 35d (5 £ 2 °C).

Microbiota nativa

Se realizaron diluciones decimales de jugo tratado y sin tratar (control) en agua
peptonada bufferada 0.1 % (p/v). Las diluciones de mesofilos aerobios se
sembraron en placas con AME e incubaron a 37 °C por 48 h. Los hongos y
levaduras (HyL) se sembraron en placas con ADP (pH 3.5) e incubaron a 27 °C
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por 5 d (Leyva-Daniel et al., 2017). Los valores se expresaron como logio UFC
mL1y se reporto el valor promedio de tres repeticiones (cada repeticion se evalué

por duplicado).

Parametros de color

Con la metodologia propuesta por McGuire (1992) se evalué el cambio neto de
color (AE, Ec. 1), luminosidad (L), &ngulo de tono (Ec. 2) e indice de saturacion
de color (Ec. 3) con los valores de L, a 'y b obtenidos con un colorimetro Hunter
Lab (MiniScanTM XE Plus No. 45/0O-L (EUA), series 5348).

AE = /(L — L1)? + (ay — a;)? + (b — by)? (Ec. 1)
Angulo de tono = /(a)? + (b)? (Ec. 2)

i Ec. 3
Indice de saturacién = tan™?! (5) ( )

Propiedades fitoguimicas y antioxidantes

Preparacion de extractos

Muestra (2 mL) de jugo se diluy6 en 8 mL de metanol (99.8 %), posteriormente
esta dilucién se sonic6 con un equipo de ultrasonido (Cole Parmer 8890, lllinois,
USA) por 5 min y se centrifugo (centrifufa Sol-bat J-600, México) a 4000 g (5560
rpm) por 5 min. El extracto metandlico obtenido se emple6 para la evaluacion de
fenoles totales, betalainas totales (betacianinas y betaxantinas) y actividad

antioxidante.

Contenido de betalainas

Para la evaluacion de betalainas se siguié el método empleado por (Pérez-
Loredo et al., 2016) adaptado a microplaca de 96 pozos. El extracto metanolico
se diluyo en una relacion 1:9 en agua destilada; de esta dilucion se tomaron 300
uL y se depositaron en una microplaca; posteriormente, se realiz6 la lectura en
un lector de microplacas (BioTek™, Sinergy 2, USA) a las longitudes de onda de

535 y 483 nm para betacianinas y betaxantinas, respectivamente. La
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concentracion de betacianinas y betaxantinas se determiné con la ecuacion

descrita por Garcia-Cruz et al. (2016):

(1000x AxFDx PM x V) (Eq. 4)
(exPxL)

Betacianinas 6 betaxantinas (mg mL™1) =

Donde: A= Absorbancia para cada pigmento, FD= Factor de dilucién, PM= peso
molecular (betacianina y betaxantina, 550 y 308 g mol, respectivamente), V=
volumen del extracto, €: coeficiente de extincidon molar (betacianina y betaxantina,
60 000 y 48 000 L mol cm-?, respectivamente), P= peso del jugo y L= longitud de
la celda.

Contenido de fenoles totales

Esta determinacion se realiz6 con base en el método propuesto por Sanchez-
Rangel et al. (2013). 240 uL de agua, 15 pL del extracto y 15 pL de Folin (0.25
N) se colocaron en una microplaca y la mezcla se reposé durante 3 min en
oscuridad; posteriormente, se adicionaron 30 puL de Na2COs (1N) y se llevo a
cabo la reacciéon en oscuridad por 30 min. Finalmente, se realizo la lectura de la
absorbancia a 765 nm. La concentracion de los fenoles totales se determiné
mediante una curva de acido galico con concentraciones de 0.01 to 0.09 mg mL"
1 (y = 0.2781x + 0.0096, R2 = 0.9979). Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de acido galico mL.

Evaluacion de actividad antioxidante (AA)

La evaluacion de AA se realizo por el método del radical libre DPPH siguiendo el
método de Villarreal-Lozoya et al. (2007) con modificaciones. En una microplaca
se llevo a cabo la reaccion entre 50 pL de una solucion 1mM de DPPH y 200 uL
del extracto (5 %) a una longitud de onda de 515 nm por 30 min. Para la
determinacion de la AA se elabor6 una curva estandar de trolox con
concentraciones de 0.002 — 0.16 uM (y=-0.3385x + 0.1761, R2 = 0.9969).

La evaluacion de AA mediante la oxidacion del radical cation ABTS se realizd
siguiendo el método descrito por Re et al. (1999) con modificaciones. Para la
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preparacion de la disolucion del radical ABTS, 10 mL de ABTS 7.4 mM se mezclé
con 10 mL de una solucién de persulfato de sodio 2.6 mM. La mezcla reposo a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 16 h. Después, 1 mL de la
disolucién del radical ABTS se disolvid en metanol puro hasta obtener una
absorbancia de 0.73 (a 734 nm). En una microplaca se llevo a cabo la reaccion
entre 20 uL del extracto metandlico (50 %) y 180 uL de disolucion de ABTS, la
disminucion de la absorbancia se registré a 734 nm después de 10 min. La AA
se cuantifico a través de una curva estandar de trolox con concentraciones de
0.05 — 0.4 pmol (y = -0.6821x + 0.4506, R2 = 0.9935). Los resultados se

expresaron en uM equivalentes de Trolox mL™.

La evaluacion de las propiedades fitoquimicas y antioxidantes se realizd por

triplicado (cada repeticidn se ejecutd por duplicado).

Evaluacion sensorial

Se aplicé una prueba de 2-Seleccion Alternativa Forzada a 56 panelistas no
entrenados (con edades entre 15 y 34 afios) consumidores de pitaya. Cada
panelista recibi6é dos pares de muestras codificadas; cada par contenia un jugo
control (sin tratamiento y sin almacenamiento) y un jugo tratado (con 316 MPa/7
min Oz y almacenado por 30 d a 5 £ 2° C). Se solicité que probaran la muestra
(10 mL) una sola vez y que de cada par presentado eligieran la muestra de su
preferencia; se indicé a los panelistas que en caso de que no tuvieran preferencia

por alguna muestra deberian elegir al azar (Hernandez-Montes, 2007).

6.3.8. Andlisis estadistico

El efecto biocida del ozono y la APH sobre la poblacion de S. cerevisiae y L.
innocua se analizé con el programa Statistical Analysis System version 9, para
Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC), por medio de un ANOVA y prueba Tukey
(p= 0.05). Los resultados se presentaron como la media + desviacion estandar

(n= 3 repeticiones).

El efecto sinérgico ozono-APH se evalu6 mediante un disefio experimental

compuesto central con dos factores (presion: 179 — 321 MPa; tiempo de
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ozonizado: 1.8 —9.6 min), 5 niveles y 5 puntos centrales (Cuadro 18) usando
Minitab® 17.1.0 (Minitab Inc., State College, PA) y los resultados se analizaron
mediante la metodologia de superficie de respuesta para la obtencion de la
siguiente ecuacion polinomial de segundo grado (Ec. 5):

Y = By + Byx; + Byx, + B3xyx, + Byx? + Bsx2 (Ec. 5)

donde: B,: constante, B, y B,: coeficientes lineales, B;: coeficiente de product
cruzado, B, y Bs: coeficientes cuadraticos, x; y x,= variables independientes
(presion y tiempo de ozonizado), y Y = log,,(N/N,). Se obtuvo un modelo
simplificado usando p = 0.05 para discriminar los términos no significativos. De
acuerdo con el modelo simplificado se obtuvo el tratamiento que predijo la

reduccion de mas de 5 ciclos logaritmicos la poblacién de L. innocua.

Los datos de la recuperacion de L innocua y S. cerevisiae fueron analizados con
un modelo mixto para medidas repetidas (Ec. 6), con una prueba Tukey (software

Statistical Analysis System version 9, para Windows).
Yije = W+ a; +dj) + Ve + (ay)ie + e (Ec. 6)

Donde: Yii= respuesta medida en el tiempo t en la j-ésima repeticion asignada al
i-ésimo tratamiento, Yir~ NI (0, a;)(con distribucién normal independiente, con
media 0 y varianza constante), u= efecto de la media general, ai= efecto fijo del
iésimo tratamiento, dji= efecto aleatorio de la j-ésima repeticion dentro del-ésimo
tratamiento, dio~ NI (0, ¢7), Yt = efecto fijo del t tiempo cuando se realizé la
medicion, (ay)i= efecto fijo de la interaccion entre el tratamiento y el tiempo, ejji=
error aleatorio asociado con la j-ésima repeticién asignada al i-€simo tratamiento
en el tiempo t, eit~NID (0, o%). Bajo el supuesto que dj Yy eit son independientes
(Wang & Goonewardene, 2004).

Se realiz6 un andlisis del coeficiente de correlaciobn de Pearson entre los

compuestos bioactivos y la AA, el cual esta definido por la Ec.7.
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(X — X)X — X
Jk —
\/Zi(Xij - Xj)z\/zi(xik — Xp)?

Donde Xi es el valor de la variable i para el caso j, y X; es la media de todas las

,coni=1,..,p (Ec. 7)

variables que definen el caso j (Diaz & Morales, 2012).

Para la evaluacion de las diferencias en la preferencia de los jugos se us6 una
distribucién chi-cuadrada (x?) (Ec.8).
[(Oc — Ec) —=0.5]>  [(Or — Er) — 0.5]?

2 — Ec.8
X E, + E, (Ec.8)

Donde Oc = numero de elecciones observadas para la muestra control; Ot =
namero de opciones observadas para las muestras tratadas; Ec = numero de
elecciones esperadas para la muestra control (N/2 = 56); Er = nimero de
elecciones esperadas para la muestra tratada (N/2 = 56, again) (Lawless &
Heymann, 2010).

6.4. Resultados y discusién

6.4.1. Efecto del ozono o alta presién hidrostatica sobre L. innocua y S.
cerevisiae

S. cerevisiae fue mas susceptible al efecto de la presion que L. innocua, ya que
S. cerevisiae fue inhibida totalmente a partir de la aplicacion de 300 MPa;
mientras que L. innocua sélo se redujo 12 % cuando fue sometida a la misma
presion (Cuadro 21). Estos resultados coinciden con lo ya establecido por Trujillo
(2002) en el sentido de que los hongos y levaduras son mas sensibles a la APH
gue las bacterias. Los resultados también concuerdan por lo declarado por Lado
& Yousef (2002), quienes han mencionado que los microorganismos de tamano
pequefio (vg. bacterias) son mas resistentes a la APH que los grandes (vg.
hongos y levaduras), debido a que la reducida area de la superficie celular en
contacto con el medio ambiente puede limitar la fuga de células a una intensidad
de presion dada, y asi minimizar el efecto del tratamiento.
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En contraste, en el presente trabajo también se encontré que L. innocua fue mas
sensible a la aplicacion de ozono que S. cerevisiae; tal como ya ha sido reportado
para jugo de durazno tratado con 22-40 mg Os L* min por 2 min (Garcia,

Guerrero, & Alzamora, 2015).

Entonces, los resultados de esta fase experimental sugieren que para lograr una

reduccion superior a 5 ciclos logaritmicos (FDA, 2001) de ambos
microorganismos (S. cerevisiae y L. innocua) se requeriria tanto de niveles de
presion como de tiempos de exposicion al ozono elevados. Otra alternativa seria
la aplicacién de las dos tecnologias no térmicas de manera combinada (O3-APH)
para evaluar un posible efecto sinérgico; esto justificd el desarrollo del siguiente

experimento.

Cuadro 19. Reduccioén de L. innocua y S. cerevisiae (Log UFC mL1) en jugo
de pitaya tratado con ozono o APH (media + desviacion estandar).

Tiempo
Presion . - de , y ——
(MPa)? L. innocua S. cerevisiae ozonizado L. innocua S. cerevisiae
(min)Y
179 -0.18+0.07a" -0.78+0.40a 1.8 -0.15+£0.04a -0.07+0.03a
200 -0.19+£0.07a -0.60+£0.13a 3 -0.06 £0.06 a -0.21+0.04b
250 -0.19+0.04a -1.46+0.02b 5.75 -0.67+0.00b -0.40+£0.00c
300 -0.89+0.12b NdY 8.5 -1.80+£0.17c -0.45+0.03c
321 -1.34£0.10c Nd 9.6 -251+0.03d -0.47+0.04c

ZTiempo de procesamiento: 5 min

YFlujo de ozono: 24 mg Lt min?t

*Poblacion inicial de L. innocua: 7.5 £ 0.24 log UFC mL*
wPoblacién inicial de S. cerevisiae: 6.89 + 0.34 logio UFC mL?

YNo detectado.
UMedias con letras diferentes, en cada columna, indican diferencias significativas (prueba Tukey,

p < 0.05).

6.4.2. Efecto de la combinacién ozono-APH

El efecto sinérgico O3-APH para reducir la poblacion de S. cerevisiae en los jugos
no fue necesario, ya que solo con la aplicacion de 300 MPa (5 min) fue suficiente
para lograr la reduccion de esta levadura hasta niveles no detectables; estos
resultados son similares a los obtenidos con la aplicacién de al menos 300 MPa

con un ozonizado previo de 3, 5.75 u 8.5 min (Figura 9).
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Figura 9. Efecto sinérgico de O3-APH sobre la inactivacion de S. cerevisiae en
jugo de pitaya (media + desviacion estandar, n = 3). ZFlujo de ozono: 24 mg L*

min-t. YTiempo de procesamiento de cada presién: 5 min. *Poblacién inicial: 6.98
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Cuadro 20. Efecto sinérgico de O3-APH sobre la inactivaciéon
de L. innocua en jugo de pitaya.

Presion Tlempo de log
ozonizado . J10 ,

(MPa)*? (min)Y (media * desviacion estandar)
179 5.75 -1.95+£0.01
200 3 -0.37 £ 0.02
200 8.5 -3.68 £ 0.06
250 1.8 -1.09 £ 0.07
250 5.75 -1.03 £0.02
250 5.75 -0.75 £ 0.03
250 5.75 -0.70 £ 0.00
250 5.75 -0.60 + 0.00
250 5.75 -0.73+0.01
250 9.6 -4.71 +0.05
300 3 -3.66 £ 0.00
300 8.5 -6.20 £ 0.00
321 5.75 -3.57 £0.23

ZTiempo de procesamiento para cada presion: 5 min.
YFlujo de ozono: 24 mg Lt min2,

El modelo predictivo (R2adj= 92.75 %, Ec. 9) indicé que la aplicaciéon de 7 min de

0zono mas la aplicacion de 316 MPa durante 5 min (703 + 316MPa) fue suficiente

para inactivar 5.1 logio UFC mL* (Figura 10).

—27.91+0.2182 P + 1.373 t — 0.000479 P? — 0.1635 t>

(Ec. 9)
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Figura 10. Superficie de respuesta de la reduccion de L. innocua en jugo de
pitaya tratado con ozono (24 mg L't min!) y alta presion hidrostatica (5 min).

El efecto biocida de la sinergia Os-APH encontrado pudo haber ocurrido debido
a que el ozono pudo provocar dafio superficial a la membrana celular, debido a
la afinidad de éste para reaccionar con las proteinas de la misma (Thanomsub,
Anupunpisit, Chanphetch, & Watcharachaipong, 2002) con el consecuente dafio
a los fosfolipidos que la conforman, ya que la exposicidon a las APH, ademas de
modificar la estructura cuaternaria de las proteinas, provocan el cambio de fase
(gel-sdlido) de los lipidos (Cheftel, 1995), lo que finalmente de alguna manera
pudo causar la inactivacion de L. innocua.

Aungue no hubo necesidad de un efecto sinérgico O3-APH para la reducciéon de
S. cerevisiae, se procedid a validar el dafio letal provocado por el tratamiento
703+316 MPa tanto de S. cerevisiae como de L. innocua, esto debido a que el
dafio a las células microbianas (bacterias o levaduras) podria ser reversible
durante el almacenamiento (Bozoglu, Alpas, & Kaletung, 2004), lo cual implicaria
una reactivacion posterior de estos microorganismos y consecuentemente

pondria en riesgo la salud del consumidor y/o la calidad de los jugos.
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6.4.3. Validacion del dafio letal de L. innocuay S. cerevisiae

Las poblaciones microbianas se mantuvieron elevadas durante los 15 d de
almacenamiento (5 £ 1 °C) en los jugos sin tratar con una disminucion minima de
0.23 ciclos logaritmicos para el caso de la poblacién de S. cerevisiae. Por el
contrario, los jugos tratados con 703+ 316MPa mostraron la reduccion predicha
(mas de 5 ciclos logaritmicos) inmediatamente después del tratamiento, mas una
reduccion adicional durante el almacenamiento, ya que tanto L. innocua como S.
cerevisiae se redujeron hasta niveles no detectables a partir de los 10 d de
almacenamiento en los jugos tratados (Figura 11). Esta disminucion puede
atribuirse a que los microorganismos fueron dafiados a un grado que ya no fue
posible su recuperacién, o bien, es posible que la presencia de betalainas en el
jugo de pitaya contribuyera con su actividad antimicrobiana. Al respecto, se ha
reportado que las betalainas tienen actividad quelante de metales, y
consecuentemente podrian haber quelado cationes internos como Ca?*, Fe? +y
Mg?* de los microorganismos (Hayek & lbrahim, 2012). Este efecto
antimicrobiano también ha sido reportado en extractos de xoconostle (Opuntia
matudae) y de pitahaya (Hylocereus polyrhizus) (Carlo, Novellino, & Basile, 2011;
Hayek & Ibrahim, 2012), frutos que al igual que la pitaya, también contienen

betalainas como pigmentos.

La evidencia mostrada anteriormente acerca de la reducciéon microbiana quedaria
incompleta sin el analisis del efecto del tratamiento 703+316MPa sobre el color,
potencial nutracéutico y preferencia sensorial; ante tal necesidad, para completar

el estudio, se planteo el siguiente experimento.
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Figura 11. Comportamiento de la poblacion microbiana de S. cerevisiae y L.
innocua en jugo de pitaya durante el almacenamiento refrigerado (5 + 2 °C). 7
min ozono+316 MPa: aplicacién de 7 min de ozono con un flujo de 24 mg L™* min-
! més 316 MPa durante 5 min. Barras verticales indican la desviacién estandar.
Medias con letras mindsculas y mayusculas diferentes indican diferencias
significativas de la poblacion de L. innocua y S. cerevisiae, respectivamente
(prueba Tukey, p < 0.05).

6.4.4. Vida de anaquel del jugo tratado con la combinacién Os-APH
Microbiota nativa

Los jugos sin tratar mostraron un aumento de la microbiota nativa durante el
almacenamiento hasta lograr un incremento maximo de 4.7 y 2.6 logio UFC mL™*
la poblacién de mesdfilos aerobios y HyL, respectivamente (Cuadro 21); mientras
que en los jugos tratados con 703+316MPa, estos microorganismos se
mantuvieron por debajo del nivel detectable por 30 d de almacenamiento; sin
embargo, con un pequefio incremento (5 d) del almacenamiento observo un
efecto negativo; ya que a los 35 d, la poblacion de hongos y levaduras se

incrementd abruptamente. Al parecer en la microbiota nativa del jugo
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posiblemente estaba presente una cepa resistente (colonias rosadas sin
identificar) a la sinergia 703+316MPa; esto explicaria tanto el efecto del dafio
subletal como la adaptacion de las levaduras al medio (Lado & Yousef, 2002). Al
respecto, se ha reportado que las levaduras responden a dafos subletales ya
gue generan un serie de respuestas adaptativas al estrés, tales como sintesis de
proteinas de choque térmico (o estrés), alteraciones en la composicion de la
membrana lipidica y actividad de la ATPasa de la membrana plasmatica, asi
como la modulacion de los procesos de intercambio i6nico (Birch & Walker,
2000).

Cuadro 21. Cambios en la microbiota nativa (logio UFC mL™) en jugo de pitaya
durante el almacenamiento refrigerado (5 = 2 °C).

. Mesofilos aerébios Levaduras y hongos

Tiempo de 703+316MP

almacenamiento  Sin tratar 703+316MPa?  Sin tratar a

0 1.99+0.07 ¢ Nd* 352+001e Nd

5 4.06 £0.09 f Nd 4.89+0.06d Nd

10 5.36+0.06 e Nd 542+0.02c Nd

15 6.24 +0.05d Nd 6.12+0.03a Nd

25 6.73+£0.01a Nd 6.06 £0.03 b Nd

30 6.67 £0.01 b Nd 6.05+0.05b Nd
35 6.59+0.02c Nd 6.04+0.05b 3.37+0.02f

Z703+316MPa= jugo ozonizado (24 mg Lt min't) por 7 min, y después presurizado a 316 MPa
(5 min).

YMedias con letras diferentes (por microorganismo) indican diferencias significativas (prueba
Tukey, p < 0.05).

*Nd= No detectado.

Debido a la recuperacion de una levadura resistente a los 35 d de
almacenamiento y de acuerdo con la norma nacional vigente NOM-130-SSA1-
1995 (Secretaria-de-Salud, 1995), que establece un limite de 25 UFC mL™ la
carga de hongos y levaduras en jugos pasteurizados, las variables de color,
fitoquimicas y preferencia sensorial se evaluaron sélo en jugos almacenados
hasta los 30 d, porque estos jugos mostraron una carga de mesofilos aerobios y
hongos y levaduras por debajo del limite mencionado, lo que evidencia su

inocuidad.
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Parametros de color

Después de la aplicacion del tratamiento (703+316MPa), el cambio neto de color
(AE) de los jugos se incremento (1.4 unidades) significativamente; asimismo, al
final del almacenamiento (30 d) los jugos tratados se mantuvieron con AE mayor
(1.1 unidades) en comparacion con los jugos sin tratar (Figura 12). ElI AE en los
jugos se debio a la reduccion de luminosidad e indice de saturacién, e incremento
del angulo de tono.
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Figura 12. Cambios en los parametros de color: cambio neto de color (A),

luminosidad (B), indice de saturacién de color (C) y angulo de tono (D) en jugo

de pitaya durante el almacenamiento refrigerado (5 + 2 °C). Jugo tratado= jugo

ozonizado (24 mg Lt min1) por 7 min, y después presurizado a 316 MPa (5 min).

Barras verticales indican la desviacion estandar. Medias con letras diferentes (por

cada parametro de color) indican diferencias significativas (prueba Tukey, p <
0.05).

El tratamiento con la combinacion 703+316MPa causoé reduccion (12.8 %) de la
luminosidad e indice de saturacion (5.9 %) en los jugos, esta disminucion se

observé inmediatamente después de la aplicacion del tratamiento; aunque
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también hubo una disminucion durante el almacenamiento, hasta obtener una
reduccion de 22.8 % de luminosidad y 16.7 % de indice de saturacion a los 30 d
de almacenamiento. El angulo de tono no fue afectado significativamente (p=
0.05) por el tratamiento, pero se incrementd hasta 11.9 % en todos los jugos

durante el almacenamiento.

Lo anterior sugiere que los jugos tratados mostraron un ligero oscurecimiento,
con una ligera pérdida de intensidad de color, y tanto los jugos tratados como sin

tratar mostraron un ligero amarillamiento durante el almacenamiento.

Esta modificacion del color en los jugos tratados con 703+316MPa pudo ser
causada por la oxidacién de algunos pigmentos responsables del color rojo, ya
gue se ha reportado que el procesamiento con ozono tiene un efecto negativo

sobre los pigmentos debido a su fuerte actividad oxidante (Tiwari et al., 2013).

Propiedades fitoguimicas y antioxidantes

El contenido total de betalainas en los jugos sin tratar se redujo 14 % durante el
almacenamiento y en los jugos tratados con 703+316MPa se redujeron sélo 10
%; no obstante, la mayor (33 %) reduccion (reduccion de betacianinas: 2.22 a
1.61 y de betaxantinas: 2.13 a 1.30 mg mL?) fue la causada por el efecto
inmediato del tratamiento (Cuadro 22). La disminucién de las betalainas durante
el almacenamiento pudo ser provocada por la presencia de algunas enzimas que
se mantuvieron activas después de la aplicacion del tratamiento, como ha sido
reportado por Garcia-Palazon et al. (2004) y Morales-de la Pefia, Salinas-Roca,
Escobedo-Avellaneda, Martin-Belloso, & Welti-Chanes (2018) en alimentos
tratados con APH, sin embargo, también es posible que se hayan activado
algunas enzimas oxidantes (peroxidasa y polifenoloxidasa) por efecto del estrés
causado por la aplicacion del ozono (Ong et al., 2014).

De manera patrticular, las betaxantinas (reduccion de 39 %) fueron mas sensibles
(p < 0.05) a la oxidacion por el tratamiento, que las betacianinas (reduccion de
27 %); asimismo, el almacenamiento afecto (p < 0.05) su concentracion en los

jugos, con una reduccion de 6.21 y 15 % del contenido de betacianinas y
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betaxantinas, respectivamente. Es notable que los jugos sin tratar mostraron
estabilidad de las betacianinas durante el almacenamiento, mientras que las
betaxantinas se redujeron en 25 % (Cuadro 23), esta reduccién pudo ser
provocada por efecto de algunas enzimas presentes en el jugo, ya que se ha
reportado (Azeredo, 2009) que las betacianinas son mas susceptibles a
degradarse por la actividad enzimatica que las betaxantinas, durante el
almacenamiento. Otros investigadores indican la mayor estabilidad de las
betacianinas que de las betaxantinas cuando son sometidas a la luz blanca

(Moreno, Belén, & Viloria, 2002) calor u oxigeno (Azeredo, 2009).

La dinamica de reduccion por efecto de la aplicacion de ozono en jugos o frutos

intactos aun no ha sido reportada.

Cuadro 22. Cambios en el contenido de betalainas y fenoles totales (mg mL)
en jugo de pitaya durante el almacenamiento refrigerado (5 + 2 °C).

Dia _ Betalainas totales _ Fenoles totales
Sin tratar 703+316MPa? Sin tratar 703+316MPa
0 4.34 +0.05 &Y 2.90+0.02d 0.25+0.00a 0.24+0.01b
5 4.13+0.03 b 2.81+0.05d 0.24+0.00a 0.23+0.02b
10 409+0.11b 276+0.17de 0.24+0.00a 0.22+0.01b
15 406+0.14b 2.71+0.06de 0.24+£0.00a 0.22+0.01b
25 3.96+0.03b 2.69+0.01de 0.24+£0.00a 0.22+0.00b
30 3.72+0.03 ¢ 2.61+0.09e 0.24+0.02a 0.21+0.00b

Z703+316MPa= jugo ozonizado (24 mg Lt min) por 7 min, y después presurizado a 316 MPa (5
min).

YMedias con letras diferentes (por cada metabolito) indican diferencias significativas (prueba
Tukey, p < 0.05).

Por otro lado, los fenoles totales también se redujeron en los jugos tratados, pero

éstos presentaron estabilidad (p= 0.05) durante el almacenamiento.

De acuerdo con Jiménez-Aguilar et al. (2015) y Sandate-Flores et al. (2017), las
betalainas y los fenoles totales no son afectados por la APH; por lo tanto, la
reduccion de estos compuestos encontrada podria ser atribuida a la accion del
ozono, ya que Tiwari et al. (2013) mencionaron que la degradacién de
fitoquimicos puede ser debido a la reaccidn directa con el 0zono o con reacciones
indirectas de oxidantes secundarios, tales como -OH, HO?, -O2y -Os; tales

oxidantes pueden provocar reacciones nucleofilicas y electrofilicas sobre los
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compuestos aromaticos que son sustituidos con un electréon donador (vg. OH"),
lo que conlleva a la oxidacion del metabolito. La accion del ozono molecular sobre
la fraccion aromatica de los compuestos fendlicos favorece la formacion de
compuestos hidroxilados y quinonas (Asokapandian et al., 2018); compuestos
gue pueden causar oscurecimiento de los alimentos que los contienen. De
acuerdo con lo anterior, es posible que se hayan llevado a cabo estas reacciones
oxidantes en los jugos tratados, lo que causé la disminucién de su luminosidad

(ver apartado de pardmetros de color).

La diminucion del contenido de compuestos fendlicos encontrada en el presente
trabajo es menor (6 %) a la reportada en jugo de manzana (50 %) tratado
Gnicamente con ozono (48 mg Oz L* durante 10 min) (Torres et al., 2011), lo que
sugiere que debido al bajo nivel de ozono empleado en el presente trabajo es

posible la obtencion de un jugo de pitaya con elevado contenido fendlico.

Cuadro 23. Cambios en el contenido de betacianinas y betaxantinas en el jugo
de pitaya sin tratar, y tratado con la combinacion ozono-APH, durante el
almacanemiento a5 + 2 °C.

Storage Betacianinas (mg mL™1) Betaxantinas (mg mL™?)

time (d) Untreated 703+ 316 MPa? Untreated 703+ 316 MPa
0 222+001a 161+0.04b 213+005a 1.30x0.02e
5 216+0.03a 155+0.01b 197+0.00b 1.27+0.03e
10 212+0.10a 154+0.07b 196+0.01b 1.23+0.10e
15 212+0.11a 152+0.01b 194+0.03b 1.19+0.04f
25 211+001a 152+001b 184+0.02c 1.17+0.02fg
30 213+0.02a 151+0.01b 159+001d 1.10+0.1g

Z703 + 316 MPa= jugo ozonizado (24 mg L' min-1) por 7 min, y después presurizado a 316 MPa
(5 min).
YLetras diferentes (por cada metabolito) indican diferencias significativas (prueba Tukey,
p=0.05).

Aunque la AA se evalué mediante el método del radical ABTS y DPPH, con
ambos métodos se observé reduccion de la AA inmediatamente después de la
aplicacion del tratamiento 703+316MPa; sin embargo, con el método ABTS, el
cual fue el de mayor consistencia (por detectar diferencias durante el
almacenamiento) se observd una reduccion de 29 % (Cuadro 24). Durante el
almacenamiento se observé una reduccion de 13-15 % en ambos jugos (tratados
y sin tratar). La reduccion de la AA se correlaciona positivamente (p = 0.0001)
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con la reduccion de betalainas (r = 96 %) y fenoles totales (r = 73 %) por efecto
de la aplicacion del tratamiento 703+316MPa. Esto es consistente con lo
reportado por algunos autores, quienes mencionan que tanto las betalainas como
los compuestos fendlicos contribuyen con la AA en pitaya (Leticia Garcia-Cruz et
al., 2016; Carlos E. Ochoa-Velasco & Guerrero Beltran, 2013) y en tuna

(Ramirez-Ramos et al., 2015).

Cuadro 24. Cambios en la actividad antioxidante (um equivalentes de Trolox
mL1) en jugo de pitaya durante el almacenamiento refrigerado (5 + 2 °C).

Periodo de ABTS DPPH
almacenamiento
(dias) Sin tratar 703+316MPa? Sin tratar 703+316MPa
0 1.07+£0.02a¥ 0.76+£0.06¢c 1.63+0.22a 1.18+0.13b
5 1.03+£0.04a 0.71+0.05cd 1.60+0.09a 1.17+0.12b
10 1.01+£0.04a 0.70+£0.01cd 1.61+0.03a 1.09+0.09b
15 1.01+0.06a 0.68+0.08d 158+0.11a 1.09+0.09b
25 0.97+0.01ab 0.68+0.05d 1.59+0.03a 1.07+0.13b
30 0.91+0.02bc 0.66+0.02d 1.48+0.03a 1.04+0.00b

Z703 + 316 MPa= jugo ozonizado (24 mg Lt min) por 7 min, y después presurizado a 316 MPa
(5 min). YLetras diferentes (para cada método) indican diferencias significativas (prueba Tukey,
p < 0.05).

Evaluacion sensorial

Los resultados de la prueba 2-Seleccion Alternativa Forzada resultaron muy
promisorios, dado que éstos indicaron que el 79 % de los juicios de los panelistas
(consumidores de pitaya) prefirieron el jugo tratado con Os-APH y almacenado
por 30 d que el jugo sin tratar (Cuadro 25). Esto sugiere de ademas de que este
jugo se mantuvo inocuo durante 30 d, sus caracteristicas sensoriales se
mejoraron. De acuerdo con los comentarios por diversos panelistas al final de la
prueba (de manera voluntaria), la mejora de estas propiedades pudo ser causada
por un posible cambio en la viscosidad por efecto del ozonizado, como lo ha
reportado Jaramillo-Sanchez, Garcia-Loredo et al. (2018) y Torres et al. (2011)
en jugo de durazno (60 mg durante 0.3-12 min) y manzana (10-48 mg Oz L por
10 min), respectivamente. No obstante, la viscosidad no fue evaluada en el

presente estudio.
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Cuadro 25. Resultados de la prueba de preferencia aplicada en jugo de pitaya
sin tratar y tratado con la combinaciéon ozono-APH.

Sin tratar 703 + 316 MPa?

89 a¥ 23 b

2703 + 316 MPa= jugo ozonizado (24 mg L' min-t) por 7 min, presurizado a 316 MPa (5 min) y
almacenado durante 30 d

YMedias con letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
chi-cuadrada (p < 0.05)

6.5. Conclusiones

S. cerevisiae fue mas sensible a las APH y L. innocua al efecto del ozono. La
aplicaciéon de 7 min de ozono (24 mg Lt mint) mas 316 MPa de presién (5 min)
mostré el mejor efecto sinérgico para la inactivacion de mas de 5 log (UFC mL™1)
la poblacién de L. innocua en jugo de pitaya. La aplicacién de esta combinacion
mantuvo innocuo el jugo de pitaya por 30 d (5 = 2 °C); sin embargo, por efecto
del tratamiento se disminuyé la luminosidad e indice de saturacion de color, y por
efecto del almacenamiento se incremento el angulo de tono. Asimismo, los jugos
tratados presentaron menor contenido de compuestos bioactivos y actividad
antioxidante. Durante el almacenamiento, tanto el contenido de betalainas como
la actividad antioxidante en los jugos tratados disminuyé. A pesar de los cambios
ocurridos en los jugos tratados, se observé un incremento de su preferencia
sensorial en comparacion con los jugos sin tratar. Por lo tanto, la combinacion
ozono-HHP puede ser explorada en otros jugos, con la finalidad de mantenerlos

inocuos con elevada aceptabilidad sensorial.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

Las mejores condiciones de procesamiento con APH para la obtencién de un jugo
de pitaya innocuo, con efecto letal sobre la poblacién de L. innocuay S. cerevisiae
fueron: 550 MPa por 16 min y 600 MPa por 12 min.

La aplicacion de los tratamientos 550 MPa por 16 min y 600 MPa por 12 min en
jugo de pitaya puede ser una alternativa para mantenerlo inocuo (por reduccion
de microbiota nativa) durante 60 d (4 £ 1 °C) con elevada aceptabilidad sensorial
y calidad nutracedutica, sin la modificacion de su comportamiento reologico y con

una baja actividad de la enzima PME y bajo cambio neto de color.

La aplicacién de 316 MPa durante 5 min con una aplicacion previa de 7 min de
ozono (24 mg mint L1) en jugo de pitaya puede provocar un efecto biocida
sinérgico, el cual puede ser una alternativa para mantener el jugo de pitaya
inocuo (sin microbiota nativa) durante 30 d (5 £ 2 °C) con elevada preferencia
sensorial. Sin embargo, la aplicacion de este tratamiento causa la reduccién de

la luminosidad, el angulo de tono y componentes nutrceuticos.
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6.1.

8. APENDICES

Cuadros de datos no mostrados en el texto

Cuadro 26. Efecto del Come-Up Time (CUT) sobre la
inactivacion de Saccharomyces cerevisiae en jugo de pitaya.

CUT (s)? Presion (MPa)Y log,o (N/NO)
35 400 -7.3+0.3 a*
85 430 -7.3+0.3a
96 500 -7.3+0.3a
108 570 -7.3+0.3a
116 600 -7.3+0.3a

zCUT= tiempo requerido para alcanzar la presion de procesamiento.
YEI tiempo de procesamiento para cada nivel de presion fue de 1 s.

*Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (prueba

Tukey, p > 0.05).
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Cuadro 27. Parametros reologicos n y K de jugo de pitaya durante el almacenamiento a4 + 1 °C.

n? KY R?
Dia 550 600
550 MPa 600 MPa 550 MPa 600 MPa Sin MPa MPa
Sin tratar 16 min 12 min Sin tratar 16 min 12 min tratar 16 min 12 min

0O 051+0.01a 046+0.03a,AY 047+0.02a,A 895+0.22a 6.83+£094aA 7.19+x044aA 0.99 0.96 0.97

5 045+006a 048+000aA 046+0.04aA 648+249a 7.71+x043aA 7.48+0.75aA 0.98 0.97 0.97

10 046+0.03a 049+0.02a,A 047+0.01aA 7.24%+116a 7.63+0.67aA 7.35+x045aA 0.97 0.98 0.96
15 0.49+0.04a 048+0.02a,A 048+0.02a,A 800+238a 7.02+062aA 7.72+1.24aA 0.98 0.97 0.97
25 - 0.45+0.04 A 0.47+0.01 A - 6.53+1.28 A 6.97 £+ 0.43 A - 0.98 0.98
30 - 0.44+£0.02 A 0.48 £0.02 A - 519+ 054 A 6.47 £ 0.98 A - 0.97 0.98
45 - 0.44 +0.02 A 0.46 £ 0.04 A - 5.61+0.57 A 7.00+1.87A - 0.95 0.96
60 - 0.43+0.02 A 0.44£0.03 A - 5.19+0.85A 6.77 £ 0.89 A - 0.97 0.97

zn= indice de consistencia (Pa-s"); *K= indice de flujo. YLetras minlUsculas indican el analisis estadistico de todos los jugos almacenados por
15 d, y letras mayusculas indican sélo el analisis de los jugos tratados y almacenados por 60 d. No existe diferencia significativa (en cada
variable) entre los valores que comparten la misma letra (prueba Tukey, p > 0.05).

Cuadro 28. Cambios de pH y SST en jugo de pitaya durante el almacenamiento a 4 + 1 °C.

pH SST (°Bx)
bia Sin tratar 550 MPa 600 M.Pa Sin tratar 550 MPa 600 MPa
16 min 12 min 16 min 12 min

0 5.25+0.00 a¥ 5.25+0.00 a,A 5.25+0.00 a,A 10.00£0.00 a 10.00 £ 0.00 a,A 10.00 £ 0.00 a,A
5 5.20£0.01b 5.24+0.01aA 5.24+0.01a,A 10.00+£0.00 a 10.00 £ 0.00 a,A 10.00 £ 0.00 a,A
10 518+ 0.01c 524 +0.01aA 524+0.01aA 10.00£0.00 a 10.00 £ 0.00 a,A 10.00 £ 0.00 a,A
15 5.11+0.01d 5.24+0.01a,B 5.23+£0.01b,B 10.00+£0.00 a 10.00 £ 0.00 a,A 10.00 £ 0.00 a,A
25 - 523+0.01B 5.23+£0.00B - 10.00 £ 0.00 A 10.00 £ 0.00 A
30 - 5.23+0.00B 5.23+£0.00B - 10.00 £ 0.00 A 10.00 £ 0.00 A
35 - 522+0.01C 522+0.01C - 10.00 £ 0.00 A 9.93+0.12A
45 - 5.22+0.01C 5.22+0.01C - 10.00 £ 0.00 A 9.87+0.12A
60 - 522+0.00C 5.22+0.00C - 9.93+0.12A 9.93+0.12A

YLetras minUsculas indican el andlisis estadistico de todos los jugos almacenados por 15 d, y letras mayusculas indican sélo el andlisis de
los jugos tratados y almacenados por 60 d. No existe diferencia significativa (en cada variable) entre los valores que comparten la misma

letra (prueba Tukey, p > 0.05).
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Cuadro 29. Cambios en luminosidad e indice de saturacion de color en jugo de pitaya durante el almacenamiento

a4+1°C.
Luminosidad (%) indice de saturacion
Dia Sin tratar 550 M.Pa 600 M.Pa Sin tratar 550 M.Pa 600 M_Pa
16 min 12 min 16 min 12 min

0 42+00a 43+0.0aE 43+0.0aE 19.8+0.1a 199+0.0a,A 19.9+0.1a,A
5 39+£0.1b 43+0.0a,D 43+0.0a,D 189+0.1b 20.1+0.7 a,A 20.2+0.2aA
10 3.7x0.6ab 43+0.04a,D 43+0.04a,D 18.8+0.6 b 20.0+0.0a,A 20.2+0.1aA
15 34+03c 4.3+0.0a,CD 43+0.0a,CD 18.6+0.8b 20.7+0.7 a,A 206 £0.54a,A
25 - 4.3+0.0BC 4.4+0.0BC - 201+ 04 A 201£05A
30 - 43+0.08B 43+0.08B - 20.3+0.7 A 202+0.1A
35 - 44+008B 44+008B - 20.3+0.8A 2007+ 1.1A
45 - 44+00A 44+00A - 20.7+0.7 A 203+ 0.1A
60 - 44+0.0A 44+0.0A - 202+ 1.1A 203+ 0.1 A

YLetras minusculas indican el analisis estadistico de todos los jugos almacenados por 15 d, y letras mayusculas indican soélo el analisis
de los jugos tratados y almacenados por 60 d. No existe diferencia significativa (en cada variable) entre los valores que comparten la
misma letra (prueba Tukey, p > 0.05).
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Cuadro 30. Cambios en el contenido de betaxantinas (mg g bs) en jugo de

pitaya durante el almacenamiento refrigerado (4 + 1 °C).

Betaxantinas

Dia Sin tratar 550 M'Pa 600 M'Pa
16 min 12 min

0 21.1+18a 20.1+09aA 19.5+0.9 a,A
5 216+x1.1a 20.2+0.7a,A 194+214aA
10 209+15a 20.7+ 0.6 a,A 20.4+0.7a,A
15 205+1.1a 209+0.4aA 196+ 0.8a,A
25 - 206 £0.7 a,A 20.7+1.0a,A
30 - 20.3+£094a,A 21.2+09aA
35 - 19.8+1.1aA 189+1.3aA
45 - 19.2+094aA 19.0+0.6 a,A
60 - 19.2+1.7 a,A 19.2+0.4 a,A

YLetras minudsculas indican el analisis estadistico de todos los jugos almacenados por 15 d, y
letras mayusculas indican sélo el analisis de los jugos tratados y almacenados por 60 d. No
existe diferencia significativa entre los valores que comparten la misma letra (prueba Tukey, p

> 0.05).
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6.2. Figuras no mostradas en el texto
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Figura 13. Curva de crecimiento de L. innocua (A) y S. cerevisiae (B).
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Figura 14. Curva de crecimiento de L. innocua (A) y S. cerevisiae (B).
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International Nonthermal Processing Workshop and Short Course 2018

September 25 — Moming session — 2018 Intemational Monthermal Processing Workshop and Short Course

The effect of pressure on the kinetics of EGCG degradation — implications to
hwperbaric storage

H. Shkolnikov, V. Belochvostoy, Z. Okun, Awi Shpigelman

isroel nstitule of Technology - Tedhnion, [srosl

Continuous UV-C treatment of packed meat products
Hanna Harmeling', K. Aganovic!, V. Heinz®, P Muranyi?

Igerman Institite of Food Technologies - DIL el Garmany

< Fraunhofer institute VY, Germmany

Refrigerated microbial, enzymatic, nutraceutical and crgancleptic stability of pitayva
(Stencceraus pruinosus) juice processed by high hydrostatic pressura

B. Quiroz-Gonzdlez!, V! Rodriguez Martinez®, M.d.R. Garcia-Mateos®, J.
Antonic Torres®, J. Welti-Chanes®

1Umiversidad Autdnama Chapingo, Mesioo

< Tecnoldgico de Monbermey, Mésice

Hyperbaric storage of ground beef and turkey under uncontrolled room temperature

X Wi, K Deg‘-, J. D, V. Rodriguez Martinez', J. Welti-Chanes®, J.
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Trecnoldgioo de Montermey Mésico

“Oregaon State University, LISA
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6.4. Evidencias de publicacion de articulos cientificos

Innovative Food Science and Emerging Technologies

Innovative Food Science and Emerging Technologies 50 (2018) 160-173

=
TR F7ATIVE FCHA0 SIENCE
i EMERGING TEQINILOGIS

Contents lists available at ScienceDirect

Innovative Food Science and Emerging Technologies

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ifset

High hydrostatic pressure inactivation and recovery study of Listeria innocua
and Saccharomyces cerevisiae in pitaya (Stenocereus pruinosus) juice

‘ Chack for
psdalins
Beatriz Quiroz-Gonzdlez®, Verdnica Rﬂdriguez-Ma.rtinezb, Maria del Rosario Garcia-Mateos®,

J. Antonio Torres™, Jorge Welti-Chanes™"*

® Departamento de Ingenieria Agroindustrial, Universidad Autdnoma Chapingo, Chapingo, MEX 56230, Mexico
Y Tecnologico de Monterrey, Escuela de Ingenieriz y Ciencias, Centro de Biotecnologfa FEMSA, Monterrey, NL 64849, Mexico
© Instituto de Horticultura, Universidad Autdnoma Chapingo, Chapingo, MEX 56230, Mexico

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The high hydrostatic pressure (HHP) inactivation of Listeria innocua and Saccharomyces cereviside was in-
Fruit juice vestigated in pitaya juice subsequently stored 15d under refrigeration to assess recovery. Juice inoculated to
Non-thermal technology 7.6 = 0.4 or 7.3 = 0.3 log,, (CFUmL ) of L. innocug or 5. cerevisige, respectively, was treated at 400 to
E""'“"’P time 600 MPa for 7.6 to 15min (Taea = 19.5 + 2.8°C and To. = 34.6 £ 2.0°C) following a Response Surface
ecovery

Design. Come-up time (CUT), defined as pressure release 1s after reaching pressure set-point, was also eval-
uated. After a 400 MPa CUT treatment, no viable 5. cerevisiae survivors were observed. Treatments at 550 and
600 MPa for 16 and 12 min, respectively, achieved L. innocua reductions exceeding 5-log,p. No viable 5. cere-
visiae were observed when treated juice was stored at 4 = 1°C for up to 15 d. HHP appears a viable nonthermal
alternative to produce a microbiologically safe and stable pitaya juice.

Gram-positive bacteria

149



Journal of the Professional Association for Cactus Development
Ouroz-Gorssler et al, 2008

Pitaya {Stenoceraus spp.): an under-utilized fruit

Beatriz Quirez-Gorzalez’, Rosario Garcia-Mateos™, J. Jos| E. Corrales Garcia',
Maria Teresa Colinas-Letn®

! Depatemento de Ingenieria Agroindustnal, Universidad Auténoma Chapingo.
Inestittuio de Horticuhura, Deparemento de Frotecnia, Universided Audnome Chapingo.
Km. 365 Carretera Méaico-Taxcoco, Maxico. 56230

*Corresponding author: rosgenl8i@hotmail com
Recaived: May 2, 2018 Accepied: August 14, 28

ABSTRACT
Piteye [ Stenocersus 5op.) i3 an axaolic frull, which has been consumed snoe ancient timas
by pre-Hepanic cultures. Recently in Maxico, this cactus hes been the target of commercial
gttertion due 1o the pleasant teske of their succulen fruits with juicy and sweat pulp, and &
great venety of colors while, yellow, purple end red fruitsl. This fruit has excelienl sensory,
rutritional, rutracedtical, sproindusirial and medicinal atiributes; howevar, it has been
under-utifzed. The high content of batalaina in this fruit ellows us fo consider these variefies
&5 a source of natural pigments to be used in the food industry. The aim of this study is to
show “the state of the art™ of the properies of Sienocereus fo promole its study,
dizseminetion, production, consumption and egroindusirial use. The presant study shows &
description of its boteny, distribution, cultivation, physiology, pre and posthersest especls,
rutritional and nuiraceutical composition, as well s agroindustrizl and meadicinal usas. The
production of this fruit mpresants an opportuniy for the economic development of some
arid end sami-and zones of Maxico due to the egronomic, nutraceulical and agroindusirial
gdv entages. Theredone, more studies are reguired, mainky on physiologicel, nuiraceuticel
medicinal and agroindusiriel especis, more specifically on the non-swdied species of
Stenocersus, Bnd future researches should deal with development of agro-tachnologies to
puarenies high yields and pood quelity products to enable growars to meke & living from it

Keywords: Stenocersus, cactus, anioxdans, eootic, agroindusial usss.

INTRODUCTION

The pitayo tree is a columnar cachus belonging fo the gerus Sienocersws (Brevo and
Sanchez-Mejorade, 1991). The name derves from the Greek words: “oTewds” (stenos)
meening “tight or narrow”, rleming fo the narrow riks of planis, end cereus meaning
“candke”. 22 to 24 edible spacies of thiz genus have been reporied in Amernica (Temazas af
al., 2005, Aosalks-Bustaments af all, 20049); 20 of thess spaces are andemic o Mexico
(Amzpla-Mava, 1899; Bircenss and Jiménez, 2010). Thersfore, Mexico could be
considersd the center of mngin, being the country with the largest and mosi imporant cactus
diversity (Esquivel, 2004, Reyes-Aplero, 2006, Movos st al, 2015

Racantly, this ceclus has been the terget of commercial attention due 10 the plessant tasie
of thair succulant fruits with juicy end sweet pulp, snd & grest variaty of colors [white, yeliow,
purple &nd red) (Campos-Rojas ef al, 2011; Gercia-Cruz et &, 2012), but this fruit hes
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