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Introduccién

1.- INTRODUCCION

1.1.- FRUTAS Y VEGETALES

El consumo de frutas y vegetales juega un papel vital para proporcionar una
dieta variada y equilibrada. Hoy en dia existe un consumo bajo de frutas y vegetales,
solamente una pequefia e insignificante minoria de la poblacion mundial sigue las
recomendaciones generales de tomar un alto porcentaje de frutas y vegetales. En 1998
solo 6 de las 14 regiones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) disponian de
frutas y vegetales en cantidad igual o superior a la ingesta diaria recomendada de 400 g
por persona y dia. La situacion favorable de 1998 fue debida a la disponibilidad de
vegetales registrada entre 1990 y 1998 por la mayoria de los paises. Sin embargo, la
produccion de la fruta disminuy6 entre 1990 y 1998 en la mayoria de los paises del
mundo (OMS, 2003).

La evolucion del sector de frutas y hortalizas estd muy unida a su mayor o
menor orientacidon al mercado, es decir, al objetivo de satisfacer a los clientes y a los
consumidores finales, tanto nacionales como internacionales. En la actualidad existe una
clara evolucion de los habitos de consumo hacia dietas mas saludables como la
mediterranea, con un mayor consumo de productos hortofruticolas (figura n® 1). La
decision de compra de frutas y hortalizas debe su resultado a impulsos visuales
centrandose en las dimensiones del producto, su forma, color, apariencia de frescura,
pero la repeticion de la compra viene determinada por los factores que tienen mucho
que ver con el gusto, existiendo una demanda generalizada por recuperar el sabor y
aroma de las frutas y hortalizas lo més frescas posibles.

Si bien las frutas y hortalizas se consumen generalmente frescas, un gran
nimero de ellas han de ser procesadas y/o conservadas por razones economicas,
logisticas, para mejorar su digestibilidad, por necesidades culinarias o para facilitar su
consumo a determinados grupos de consumidores (nifios, ancianos, enfermos o personas
con poco tiempo para preparar los alimentos, etc.). El consumidor reclama alimentos

seguros, obtenidos mediante un procesado y cuya preparacion ocupe el menor tiempo
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posible. Estos nuevos habitos han repercutido en el aumento del consumo de zumos de
frutas y hortalizas preparados. Algunos de los factores que han influido en este
incremento son: la falta de tiempo en los hogares actuales para preparar los alimentos, la
facilidad de consumo de frutas y hortalizas en forma de zumo para determinados
segmentos de poblacion como nifios, ancianos o enfermos, asi como la tendencia en
comedores colectivos (colegios, oficinas o fabricas) de incrementar el consumo de
frutas y hortalizas segun recomendaciones de organismos relacionados con la salud
(OMS, 2003).

A nivel de todas las Administraciones se estd fomentando el consumo de frutas
y hortalizas, la OMS, expertos en nutricion y sociedades afines estiman que el consumo
recomendado es de 400 g o superior, dividido en 5 raciones variadas de frutas y
hortalizas, cantidad que asegura el consumo minimo de compuestos bioactivos de
origen vegetal con efectos beneficiosos para la salud. En Espana este fomento estd

a2

siendo fuertemente impulsado por el Club “5 al dia” (Cullum, 2003; Tomadas-Barberén,

2003).

Figura n° 1. Pirdmide nutricional de la dieta mediterranea tradicional 6ptima.

ACarnes rojas

Dulces
Huevos/pollo Sise
Pescado consume
vino, con
Licteos moderacién
Realizar actividad Aceite de oliva
fisica T
regularmente Leguminosas y frutos secos Sol
i Frutas Verduras y hortalizas
4 Ensaladas

Pan y cereales, incluyendo pasta, arroz, cuscts, polenta, bulgur

Los zumos de fruta y hortalizas y productos derivados, como néctares y bebidas,

han experimentado un crecimiento en su popularidad en los Ultimos afios. Las naranjas
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son una de las frutas predominantes en las areas tropicales y subtropicales. Entre otras
razones, el aumento en el consumo y en la exportacion de los zumos de fruta
procesados, pulpas y concentrados, pueden ser atribuidos al progreso en el cultivo y a la
mejora en el procesado, transporte y distribucion (Schieber et al., 2001).

En la actualidad, investigadores y tecnélogos de alimentos estan realizando un
gran esfuerzo para asegurar que los compuestos fitoquimicos o bioactivos presentes en
los alimentos de origen vegetal se mantengan o se modifiquen minimamente durante el
procesado y almacenamiento, conservando intacto su valor nutricional y sus
propiedades beneficiosas para la salud, por tanto los derivados de frutas y hortalizas,
como zumos, pueden ser fuentes adecuadas de compuestos bioactivos para asegurar

acciones protectoras en el organismo.

1.1.1.- IMPORTANCIA DE SU CONSUMO EN LA SALUD

Las frutas son beneficiosas por sus caracteristicas nutricionales, su contenido en
minerales: K, Mg, Ca y P (Topuz et al., 2005) y vitaminas, asi como también otros
compuestos beneficiosos para nuestra salud (Cassano et al., 2003).

Las frutas y hortalizas presentan en su composicion, ademas de nutrientes
indispensables para la vida (hidratos de carbono, proteinas, grasas, vitaminas, etc.),
otras sustancias, con un posible efecto protector frente a determinadas enfermedades
degenerativas, conocidas como compuestos fitoquimicos o bioactivos (carotenoides,
compuestos fendlicos, vitaminas A, C y E, fibra, glucosinolatos (isotiacianatos),
compuestos organosulforados, lactosas sesquiterpénicas, etc.), cuya actividad bioldgica
ha sido estudiada en numerosos ensayos in vitro, ex vivo y mediante ensayos de
intervencion en humanos (Hertog et al., 1994; Giovannucci et al., 1995; Granado et al.,
1997; Omaye & Zhang, 1998; Tribble, 1998; Duthie, 1999; Lampe, 1999; Kurowska et
al., 2000; Slattery et al., 2000; Simon et al., 2001; Sdnchez-Moreno et al., 2003; Brandt
et al., 2004). La actividad antioxidante es una caracteristica comin a todos estos
compuestos bioactivos por su capacidad para atrapar radicales oxigeno (hidroxilo,
peroxilo, superoxido, oxigeno simple), radicales nitrogeno y radicales organicos

(hidroperoxidos lipidicos, etc.). Los radicales libres aparecen en los tejidos en
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situaciones de estrés oxidativo, atmosferas contaminadas, etc. La acumulacion de estas
especies provoca la aparicion de dafios oxidativos en el ADN, asi como en las proteinas
y lipidos de las membranas celulares. Todos estos dafios conllevan el consecuente
envejecimiento de los tejidos y la aparicion de enfermedades degenerativas (Ames et al.,
1993; Halliwell, 1996). Lampe (1999) describe varios mecanismos por los que las frutas
y sus constituyentes pueden ejercer un efecto protector. Este mecanismo incluye la
capacidad de modificar el metabolismo del colesterol, regular la detoxificacion de
enzimas, estimular el sistema inmune, disminuir la agregacion plaquetaria, reducir la
presion arterial, actuar sobre la concentraciéon y metabolismo de las hormonas
esteroideas, su papel como agente antibacteriano y antiviral y por su actividad
antioxidante. Fawzi et al. (2004) obtienen en su estudio que los suplementos
multivitaminicos retrasan la progresion de la enfermedad del HIV y proporcionan un
efectivo, y de bajo coste, instrumento para retrasar la iniciacion de la terapia
antiretroviral en las mujeres infectadas por HIV.

El consumo de frutas y vegetales puede prevenir ciertas enfermedades como el
cancer y enfermedades cardiovasculares, ya que estos alimentos son ricos en vitaminas
antioxidantes, como la vitamina C y E, compuestos fenolicos y carotenos (McCall &
Frei, 1999; Williamson, 1999; Gardner et al., 2000; Block et al., 2001; Schieber et al.,
2001; John et al., 2002; Burns et al., 2003; Sanchez-Moreno et al., 2003). Estudios
epidemioldgicos demuestran un gran efecto protector del consumo de frutas y vegetales
frente al riesgo de determinadas enfermedades relacionadas con la edad, tales como el
cancer, enfermedades cardiovasculares, cataratas, degeneraciéon macular y diabetes
(Jacques et al., 1988; Block et al., 1992; Hertog et al., 1993; Sarma et al., 1994;
Giovannucci et al., 1995; Varma et al., 1995; Steinmetz & Potter, 1996; Kritchevsky et
al., 1998; Law & Morris, 1998; Tribble, 1998; Albanes et al., 2000; Forastier et al.,
2000; Slattery et al., 2000; Virtamo et al., 2000; Jacques et al., 2001; Simopoulos, 2001;
Bazzano et al., 2002; Lichtenthidler & Marx, 2005). Estudios epidemiologicos han
demostrado que el consumo de vegetales y frutas con alto contenido en a-caroteno, [3-
caroteno y licopeno, se relaciona con una baja incidencia de ciertos tipos de cancer:
pulmon, piel y tracto digestivo, atribuyendo sus propiedades a su cardcter antioxidante

(Epler et al., 1993; Chen et al., 1995; Anguelova & Warthesen, 2000).
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Los profesionales de la salud consideran el consumo de frutas y vegetales de
gran importancia como un medio de proteccidon contra estas enfermedades debido a su
alto contenido en vitaminas antioxidantes, como las vitaminas C y E, compuestos
fenolicos y carotenoides. La prevencion parece ser la forma mas eficaz de lucha contra
esas enfermedades, desempefiando un importante papel las dietas ricas en estos
compuestos (Tee, 1992; Rojas-Hidalgo, 1996; Van den Berg et al., 2000). Hay algunas
situaciones (infancia, pubertad, embarazo, lactancia, vejez), en donde los patrones de
nutriciéon asi como también la suplementacion vitaminica estan claramente indicados.
Las investigaciones epidemiologicas indican que cuanto mas elevada es la ingesta de
vitaminas, menor es la incidencia de ciertas enfermedades. Sin embargo, estudios de
intervencion consultados han aportado una pequefa evidencia inequivoca que apoya
este argumento. Para ciertas vitaminas (vitaminas A, D, E, acido f6lico, acido
nicotinico, B¢ y B-caroteno), ingestas excesivas estan asociadas con un riesgo para la
salud o una clara toxicidad (Donma & Donma, 2005). Sin embargo, algunos estudios de
suplementacion con estos compuestos antioxidantes, sobre todo P-caroteno, han dado
lugar a resultados contradictorios. Numerosos estudios epidemioldgicos (ATBC,
CARET, Women’s health study) con suplementos de B-caroteno, so6lo o asociado con
vitamina E, no evita ni las enfermedades cardiovasculares ni algunos tipos de cancer,
siendo poco recomendables en individuos fumadores (ATBC, 1994; Hennekens et al.,
1996; Taylor, 1996; Lee & Coates, 1999). Sin embargo, los estudios epidemioldgicos
con frutas y hortalizas o derivados, si muestran resultados beneficiosos para la salud
(Lampe, 1999; Aviram et al., 2000; Kris-Etherton et al., 2002; Temple & Gladwin,
2003).

Los citricos, como las naranjas y mandarinas, contienen un cierto nimero de
carotenoides y también un alto contenido en vitamina C. La zanahoria es el alimento
con mayor contenido de carotenos. Los zumos de citricos tienen muchos carotenos pero
no todos son precursores de la vitamina A, por lo que el zumo mezcla de naranja-
zanahoria es rico en antioxidantes y por tanto una importante fuente dietética de éstos
(Bureau & Bushway, 1986).

En las zanahorias el agua es el componente mas abundante (88%), seguido de

los hidratos de carbono; nutrientes que nos aportan energia, en cantidades superiores a
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otras hortalizas, ya que se trata de una raiz. Su color naranja se debe a la presencia de
carotenos, entre ellos destaca el B-caroteno. Asimismo es fuente de vitamina E, que
interviene en la estabilidad de las células sanguineas y en la fertilidad, y de accion
antioxidante, y de vitaminas del grupo B, tales como los folatos y la vitamina B3 o
niacina. En lo que se refiere a su contenido mineral destaca el aporte de potasio, calcio,
fosforo y yodo. El consumo regular de zanahorias contribuye a cubrir las necesidades de
vitamina A cuyos requerimientos diarios son de 0.8 a 1 mg. El B-caroteno o pro-
vitamina A, tras ser absorbido en nuestro cuerpo se transforma en vitamina A o retinol;
esencial para la vision, el buen estado de la piel, los tejidos y para el buen
funcionamiento de nuestro sistema inmunoldgico. Ademas, como antioxidante, al igual
que la vitamina E, neutraliza los radicales libres, por lo que el consumo frecuente de
zanahorias contribuye a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares,
degenerativas y del cancer. El 4cido félico que aportan las zanahorias contribuye a tratar
o prevenir anemias y a reducir el riesgo cardiovascular y de espina bifida en el
embarazo. La niacina interviene en el funcionamiento del sistema digestivo, el buen
estado de la piel, el sistema nervioso y en el metabolismo energético. También a la
zanahoria se le atribuyen propiedades vermifugas (antiparasitarias) debido a la presencia
de un aceite esencial. Este aceite, junto con la pectina (fibra soluble) presente en
cantidades considerables, proporciona a la zanahoria un alto poder de gelificacion y su
accion astringente (Fundacion Grupo Eroski, 2003).

Stern (1998) abordo6 el desarrollo de los zumos mezcla de frutas y vegetales
enriquecidos con vitaminas, y entre los zumos seleccionados di6 relevancia al zumo
mezcla de naranja-zanahoria por su gran aceptacion por parte de los consumidores. Esta
claro que, ademas de las excelentes y particulares caracteristicas sensoriales y nutritivas
del zumo de naranja, la incorporacion de un porcentaje de zanahoria proporciona una
considerable contribucion a la salud del consumidor. Ademas de esto, el zumo de
naranja es el mas popular entre los consumidores por su sabor agradable, su aroma
fresco y su valor nutricional. También tiene un elevado contenido en carotenoides
antioxidantes (p-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina y luteina). Y, por otro lado, el

zumo de zanahoria es también uno de los zumos vegetales mas populares y representa
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una fuente natural rica en By a-caroteno y luteina (Chen et al., 1996; Marx et al.,
2003).

Es evidente, que ademés de las excelentes caracteristicas intrinsecas tanto
sensoriales como nutritivas del zumo de naranja, la incorporacion de una parte de
zanahoria hace una importante contribucion para la salud del consumidor puesto que las
naranjas tienen un contenido en vitamina C elevado y las zanahorias tienen el mayor
contenido de carotenos entre los alimentos frescos (Bureau & Bushway, 1986). Este
nuevo producto proporciona un aumento en la calidad (valor nutritivo, color, etc.),
siendo el factor que mas contribuye en la aceptacion por parte del consumidor de dicho

producto y aumenta su valor anadido.

1.1.2.- CAROTENOIDES Y PROVITAMINA A

Los carotenoides son pigmentos naturales que proporcionan el color naranja,
amarillo, rojo y parpura a los vegetales (Burns et al., 2003). La vitamina A es poco
sensible al calor y a la luz solar y ultravioleta, y sensible al oxigeno y al pH 4cido entre
otros factores (Casas y Mallent, 1988; Abraham, 1991).

La mayoria de los carotenoides se nombran por su nomenclatura tradicional,
cuyas normas estan basadas en nombres semisistematicos, publicadas por la Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC).

Dependiendo de la disposicion de los sustituyentes, los dobles enlaces carbono-
carbono pueden existir en dos configuraciones, llamadas como isomeros E/Z o cis/trans.
En la actualidad, en el campo de la bioquimica de los carotenoides se utiliza el término
cis/trans. Segin el nimero de dobles enlaces presentes en la molécula, tedricamente se
pueden formar un gran numero de diferentes mono y poli cis isobmeros geométricos. Sin
embargo, debido a los impedimentos estéricos, pocos isémeros se formaran en
concentracion apreciable en las reacciones de isomerizacion. En la naturaleza, los
carotenoides principalmente se encuentran en la configuracion all-trans.

Su estructura bésica es un esqueleto simétrico de tetraterpeno formado por la

conjugacion de dos unidades de Cy. Formalmente, todos los carotenoides pueden ser



Introduccioén

obtenidos desde una unidad aciclica C49Hse, y todos contienen un sistema de dobles
enlaces conjugados que les confiere sus propiedades fisicas, bioquimicas y quimicas.
Basandonos en su composicion, los carotenoides se subdividen en dos grupos:
aquellos que contienen solamente atomos de carbono e hidrogeno: carotenos o
carotenoides hidrocarbonados (p-caroteno, a-caroteno, licopeno...), y los carotenoides
que contienen al menos un grupo oxigeno, y se llaman xantofilas u oxocarotenoides
(carotenoides oxigenados). Las xantofilas se encuentran esterificadas con 4cidos grasos.
A continuacidn, en la figura n°® 2, se pueden ver las estructuras de algunos de los
carotenoides mas comunes (Straub, 1987; Furr et al., 1992; Olmedilla et al., 1992;

Britton, 1995; Minguez-Mosquera, 1997; Mercadante et al., 1998).
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Figura n° 2. Estructuras de carotenoides: carotenos y xantofilas.

CAROTENOS
a-caroteno: (PM=536.89) o-caroteno: (PM=536.89) Fitoflueno: (PM=542.94)
Toruleno: (PM=534.88) y-caroteno: (PM=536.89) C-caroteno: (PM=540.92)
y-caroteno: (PM=536.89) B-caroteno: (PM=536.89) g-caroteno: (PM=536.89)
B-zeacaroteno: (PM=538.91) 9-cis-B-caroteno:(PM=536.89) 9-cis-a-caroteno: (PM=536.89)
Fitoeno: (PM=544.96)
Licopeno: (PM=536.89)
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XANTOFILAS

3-hidroxi-beta, y-5’-cis-caroten- 3’-dehidro-luteina: (PM=566.88)  3-hidroxi-beta, y-caroten-4-ona:
4-ona: (PM=566.88) (PM=566.88)
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3-hidroxi-echinenona: Adonirubina: (PM=580.86) a-criptoxantina: (PM=552.89)
Anteraxantina: (PM=584.89) Astaxantina: (PM=596.86) B-apo-8’-carotenal: (PM=416.65)
B-criptoxantina: (PM=552.89) Cantaxantina: (PM=564.86) Capsantina: (PM=584.89)
g,e—caroten-3,3-diona: Echinenona: (PM=550.88) Luteina: (PM=568.89)
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apsorubina: (PM=600.89)

Mutatoxantina: (PM=584.89) Zeaxantina: (PM=568.89)
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Los carotenoides son pigmentos liposolubles y se encuentran en los plastidios
del flavedo y en las vesiculas del zumo y constituyen una mezcla muy compleja. Los
carotenoides, ademds de dar color a los zumos citricos, tienen importancia desde el
punto de vista nutritivo por la actividad de provitamina A que poseen algunos de ellos.
Poseen caracter de provitamina A aquellos carotenoides que tienen al menos un anillo
de B-ionona no sustituido en uno de los extremos de su molécula (Casas y Mallent,
1988) y puede perderse por la formacion de isdmeros cis durante el calentamiento
(Chen & Chen, 1993).

La vitamina A es un nutriente esencial para el hombre y para todas las especies
mamiferas porque no pueden sintetizarla (Meléndez-Martinez et al., 2003). Hoy en dia,
mas de 700 tipos de carotenoides han sido aislados en la naturaleza (O’Neil &
Schwartz, 1992). Los carotenoides presentes en los citricos son una mezcla compleja de
>115 sustancias naturales (Klaui & Bauernfeind, 1981), pero no todos ellos son
precursores de la vitamina A. Varios carotenoides, incluyendo a-caroteno, [3-caroteno,
C-caroteno, B-criptoxantina y zeaxantina, tienen actividad provitamina A, pero en menor
grado que el B-caroteno, siendo transformados en los mamiferos mediante reacciones
enzimaticas en la mucosa intestinal y en el higado (Misawa et al., 1994). La importancia
de los carotenoides, asi como de los alimentos que los contienen, se basa en sus dos
propiedades mas importantes, su actividad provitaminica A y su capacidad antioxidante
(Granado et al., 1992; Grassmann et al., 2002), ademas son capaces de modular la
patogénesis de los canceres (Van Breemen et al., 1993; Van Poppel & Goldbohm, 1995;
Giovannucci, 1999; Slattery et al., 2000) y de enfermedades coronarias (Kritchevsky,
1999). Las xantofilas (oxocarotenoides) luteina y zeaxantina son también conocidas por
proporcionar proteccion contra la degeneracion macular relacionada con la edad, a
través de su habilidad para capturar el oxigeno libre y la luz azul en la retina (Landrum
& Bone, 2001).

La prevalencia de ingestas inadecuadas y el riesgo de deficiencia es més elevada
de lo esperado, segun se desprende de los estudios llevados a cabo en las Comunidades
Autoénomas de Madrid, Catalufia y Pais Vasco (Aranceta et al., 2000).

En los cuadros n° 1 y 2 se muestran las ingestas recomendadas de vitamina A

para la poblacion americana (Food & Nutrition Board, 2000) y para la poblacion
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espaiola (Departamento de Nutricion. Universidad Complutense de Madrid)
respectivamente. Se puede comprobar que las recomendaciones espafiolas son

ligeramente superiores a las americanas.

Cuadro n° 1. Ingestas dietéticas recomendadas (RDA).

Edad Sexo Vitamina A (equivalentes de retinol)

Lactantes

0 — 6 meses 400

7 — 12 meses 500

Ninos

1 — 3 afios M 300

F 300

o M 400

4 — & afos F 400

~ M 600

9 — 13 afios F 600

~ M 900

14 — 18 afios F 700

Adultos

N M 900

19 — 30 afos F 700

N M 900

31 — 50 afos F 700

N M 900

51 — 70 afos F 700

o M 900

> 70 anos F 700
Embarazo

14 — 18 afios 750

19 — 30 afos 770

31 — 50 afios 770
Lactancia

14 — 18 afios 1200

19 — 30 afios 1300

31 — 50 afios 1300

M: masculino, F: femenino
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Cuadro n° 2. Ingestas recomendadas de vitamina A para la poblacidn espafiola.

Edad Sexo Vitamina A (equivalentes de retinol)
Ninos
0 — 6 meses 450
7 — 12 meses 450
1 — 3 afios 300
4 — 5 anos 300
6 — 9 anos 400
Adultos

N M 1000

10 — 12 afos F 200
N M 1000

13 — 15 afos F 200
N M 1000

16 — 19 anos F 200
N M 1000

20 — 39 anos F 200
N M 1000

40 — 49 anos F 200
N M 1000

50 — 59 afos F 200
N M 1000

60 — 69 anos F 200
o M 1000

> 70 anos F 200

Embarazo
800
Lactancia

1300

M: masculino, F: femenino

El déficit de vitamina A produce un efecto adverso en el desarrollo, la
reproduccion y en la resistencia a las infecciones, aunque la gravedad depende del grado
de insuficiencia. La manifestacion mas importante del déficit de vitamina A es la
xerolftalmia, con ceguera irreversible en uno o en los dos ojos. Los déficits en vitamina
A estan ampliamente extendidos en paises en vias de desarrollo, afectando gravemente
al crecimiento de los jovenes (Fawzi et al., 1994; Biesalski, 1997; Chytil, 1999).
UNICEF y ONU consideran que mejorar el estado de vitamina A en los jévenes con una

deficiencia marginal puede reducir la mortalidad en un 23% por término medio. Las
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estrategias dietéticas son necesarias para sustituir los programas de suplementacion,
asegurando la sostenibilidad y una adecuada cobertura de los niflos necesitados
(Scrimshaw & Murray, 2000). Aunque las frutas y vegetales que contienen carotenoides
son accesibles en los paises en desarrollo, las deficiencias suelen encontrarse fuera de
temporada (Zeitlin et al., 1992).

Aunque todos los tejidos resultan alterados por la deficiencia de vitamina A, los
ojos son los que resultan afectados de modo mas sobresaliente. En los lactantes y nifios
pequenos, el estado patologico conocido como xerolftalmia (0jos secos), constituye un
sintoma temprano de esta deficiencia y es causa corriente de ceguera en algunas zonas
tropicales, donde la nutricion es generalmente escasa. En los adultos, uno de los
primeros signos de deficiencia en vitamina A es la ceguera nocturna, dificultad de
adaptacion a la oscuridad que se emplea frecuentemente como prueba para el
diagnostico.

Puesto que la deficiencia de vitamina A afecta a todos los tejidos de los
mamiferos y no solamente a la retina, el papel del retinol en el ciclo visual no
representa, por tanto, la accion total de la vitamina A. Es posible que esta vitamina
desempefie un papel general en el transporte de Ca’" a través de ciertas membranas, por
analogia con su papel en las células bastoncillo; un papel mas general y de este tipo
podria explicar los efectos de la deficiencia y del exceso en vitamina A sobre los huesos
y los tejidos conectivos (Lehninger, 1993).

Una deficiencia suave de vitamina A estd ampliamente extendida entre nifios y
mujeres embarazadas en paises en desarrollo. Esta deficiencia aumenta la severidad de
las enfermedades infecciosas, anemias relacionadas con el hierro y alteraciones en el
crecimiento. Mejorar el estado de vitamina A podria prevenir un millébn o mas de
muertes anuales entre la poblacion pediatrica. Por otro lado, altas dosis de suplementos
de vitamina A causan pocos efectos adversos en nifios que se recuperan de la neumonia.
Por esta razon, no son recomendables durante el tratamiento de tales pacientes a menos
que haya una evidencia clinica de falta de vitamina A o exista una infeccion concurrente
de sarampion. En niflos con edades > 6 meses, los suplementos de vitamina A son
beneficiosos para reducir la morbilidad y la mortalidad en paises en vias de desarrollo,

incluyendo los nifios infectados por HIV. Actualmente los carotenoides estan llamando
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la atencién de los consumidores y de especialistas en el campo de la nutricion,
basicamente por sus propiedades antioxidantes y por sus funciones en relacion al
sistema inmune (Hosotani & Kitagawa, 2003). Sin embargo, entre mujeres
embarazadas, los suplementos de vitamina A aumentan el riesgo de transmision madre-
hijo. La asociacion inversa entre el nivel de B-caroteno y algunas formas de cancer no
han sido confirmadas en la actualidad.

El B-caroteno en los fumadores ha sido asociado con el aumento de niveles de
cancer de pulmén y enfermedades cardiacas (Blumberg & Block, 1994; Nicol &
Savoure, 1993). A los fumadores oficialmente se les recomendaba abstenerse de
comidas ricas en [-caroteno (ATBC, 1994). Conforme a una reciente recomendacion, la
suplementacion con [-caroteno no deberia exceder de 2 mg (Schieber et al., 2001). Los
suplementos con vitamina A en unidn con el hierro durante el embarazo beneficia el
estado de la vitamina A en los nifios (Donma & Donma, 2005).

Alrededor de un 70% de la ingesta de B-caroteno se absorbe, y la eficiencia de la
absorcion decrece rapidamente cuando se incrementa la ingesta. Sin embargo, la
absorcion depende del tipo de vegetal. Se ha comprobado que los carotenos se absorben
dos o tres veces mejor de los vegetales de hoja verde que de los vegetales rojos o

amarillos como las zanahorias (Krinsky, 1993).

1.1.3.- VITAMINA C

La vitamina C es un micronutriente esencial necesario para el normal
funcionamiento metabodlico del cuerpo. Es una de las vitaminas de estructura mas
sencilla, pues se trata de la lactona de un azlcar-acido. El 4cido ascorbico solo se
precisa en la dieta de unos pocos vertebrados: el hombre, los monos, el cobaya, el
murcié¢lago frugivoro de la India y en algunos peces. Algunos insectos y otros
invertebrados necesitan también acido ascorbico, pero la mayor parte de los demas
animales superiores y de los vegetales pueden sintetizar el acido ascorbico a partir de la
glucosa y de otros precursores sencillos. El acido ascorbico no esta presente en los
microorganismos y por tanto, no parece serles necesario.

El 4cido ascorbico tiene una estructura quimica analoga a los carbohidratos, con
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seis atomos de carbono, es hidrosoluble, termolabil y sensible frente a la oxidacion y a

los alcalis e iones metalicos.

Figura n° 3. Estructura del 4cido ascorbico y sus derivados.

Acido L-ascérbico: Acido L-dehidroascérbico: Acido L-dicetogulénico:
(PM=176.13) (PM=174.11) (PM=192.13)
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— 0]
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La vitamina C es un antioxidante soluble en agua e importante en los fluidos
bioldgicos, la reserva total en el organismo es de 1500 a 2500 mg.

El acido ascorbico es un potente reductor, pierde con facilidad atomos de
hidrégeno y se transforma en acido dehidroascorbico, que también posee actividad de
vitamina C. Sin embargo, la actividad vitaminica se pierde cuando el anillo lactonico
del 4cido dehidroascorbico se hidroliza para formar acido dicetogulonico (figura n°® 3).

La vitamina C también puede actuar como un coantioxidante regenerando el a-
tocoferol (la vitamina E) desde el radical de a-tocoferoxil, producido por la via del
secuestro de radicales solubles en lipidos. La vitamina C ha sido reconocida y aceptada
por la US Food and Drug Administration (FDA) como uno de los cuatro antioxidantes
dietéticos, los otros tres son las vitaminas E, la vitamina A cuyo precursor es el -
caroteno, y el selenio, un componente esencial de las enzimas antioxidantes glutation-
peroxidasa y tioredoxina-reductasa.

El Panel de Antioxidantes Dietéticos y los Compuestos Relacionados con la
Comida y Tabla de la Nutriciéon ha coincidido, en principio, con esta definicion, y
ademds tiene en consideracion otros carotenoides. Se publicaron las nuevas
regulaciones recientemente, en las que la FDA declar6é que la vitamina C servia como
un efectivo secuestrador de radicales libres para proteger a las células del dafio
ocasionado por las moléculas de oxigeno reactivo.

La vitamina C se encuentra mayoritariamente en los vegetales y frutos frescos,
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entre €stos, destacan por su contenido la acerola, grosella y fresa, siguiéndole los frutos
citricos, que tradicionalmente han sido los alimentos de referencia en cuanto al
contenido de vitamina C por su elevada contribucion al aporte dietético.

La ingesta diaria recomendada para adultos es de 60 mg/dia (Food & Nutrition
Board, 2000), si bien en la actualidad se aconseja aumentar esta cantidad con el fin de
ser mas efectiva frente a los procesos de envejecimiento. Es importante destacar que la
ingesta de zumos de frutas aporta al organismo el 21% de la vitamina C diaria, mientras
que el consumo global de frutas y hortalizas aporta el 45% del total (Ancos (de) et al.,
2005).

Los estudios realizados sugieren que una ingesta diaria de 90-100 mg de
vitamina C reduce el riesgo de padecer enfermedades cronicas en hombres y mujeres no
fumadores (Carr & Frei, 1999).

Aunque los sintomas del escorbuto en el hombre pueden subsanarse por
administracion de unos 20 mg de 4cido ascorbico diarios, existe cierta evidencia de que
puedan necesitarse cantidades mayores para una funcion fisioldgica y un bienestar
completamente normales. La falta de vitamina C en la dieta causa la enfermedad, por
deficiencia, del escorbuto. Esta enfermedad potencialmente fatal puede prevenirse con
tan poco como 10 mg de vitamina C/dia, una cantidad que facilmente se obtiene a través
del consumo de fruta fresca y vegetales. La RDA se ha fijado por la proporcion de
existencias y la proporcion del vaciamiento de una reserva inicial en el cuerpo de 1500
mg de vitamina C y dando por hecho una absorcion de =85% de la vitamina en las
tomas usuales. Esta cantidad proporciona un margen adecuado de seguridad: 60 mg/dia
prevendrian el desarrollo del escorbuto durante aproximadamente 1 mes con una dieta
carente de vitamina C. Las RDAs estan principalmente determinadas sobre la base de
prevenir la deficiencia; porque el escorbuto no es un problema de salud importante en
los Estados Unidos, esta finalidad estd claramente cumplida por la actual RDA para la
vitamina C.

Los mecanismos moleculares del efecto antiescorbutico de la vitamina C estdn
ampliamente, aunque no completamente, establecidos. La vitamina C es un cofactor
para varias enzimas involucradas en la biosintesis del coldgeno, la carnitina, y de

neurotransmisores, actia como cofactor en la hidroxilaciéon enzimatica de la prolina a
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hidroxiprolina y en otras reacciones de hidroxilacion, pero no es especifico en estas
reacciones y puede sustituirse por otros agentes reductores carentes de actividad
antiescorbutica (Lehninger, 1993).

Entre las funciones corporales de la vitamina C cabe mencionar las siguientes: es
necesaria para mantener la integridad del tejido conjuntivo, especialmente de las
paredes capilares, actia en la prevencion del escorbuto, cataliza las reacciones de
hidroxilacion en la sintesis del coldgeno y de la norepineftrina, participa en la amidacion
de las hormonas peptidicas, en la regeneracion de la vitamina E y protege frente al
“estrés oxidativo” (Anderson et al., 1987; Halliwell et al., 1995). Parece que el acido
ascorbico es el factor mas eficaz en la formacion del coldgeno, mas que sus metabolitos,
aunque éstos también son activos (Davey et al., 2000). Otra reaccion importante de
hidroxilacion en la que interviene la vitamina C es la sintesis de catecolaminas. La
formacion y activacion de estos transmisores estd claramente afectada, a nivel del
sistema vascular, por las carencias graves de 4cido ascorbico (Gershoff, 1993).

La vitamina C participa en la biosintesis de carnitina, factor implicado en la (-
oxidacion a nivel mitocondrial de los acidos grasos de cadena larga. El 80% de los
acidos grasos de la dieta es de cadena larga, por lo tanto, a pesar de las controversias
respecto del papel de la vitamina C en la patologia cardiovascular, es obvio que resulta
indispensable para la normal oxidacion de los acidos grasos (Anderson et al., 1987;
Jacob et al., 1987; Gershoff, 1993).

Las mujeres embarazadas o las lactantes también requieren una mayor ingesta de
vitamina C para mantener sus concentraciones plasmaticas de vitamina C cercanas a las
de otras mujeres. Las elevadas necesidades probablemente se deben al transporte activo
placentario de la vitamina C, por lo cual las concentraciones de vitamina C son
significativamente superiores en la sangre del cordén y en los nifios recién nacidos que
en las madres, y a la pérdida adicional de vitamina C a través de la leche materna.

Una deficiencia de vitamina C produce un debilitamiento de las estructuras de
colageno, causando la pérdida dentaria, acompafiado de dolores, desordenes en el tejido
conectivo y en el hueso, y una mala curacion de las heridas, las cuales son
caracteristicas del escorbuto. Los ancianos son proclives a tener deficiencias en

vitamina C, probablemente debido a sus habitos dietéticos, ademas de que también
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parecen tener una mayor necesidad de vitamina C. Un reciente estudio de cohortes
también mostr6d que el consumo de suplementos de vitamina C estaba asociado con una
menor prevalencia del deterioro cognoscitivo severo. Finalmente, otros dos recientes
estudios encontraron que los pacientes con la enfermedad de Alzheimer tenian
concentraciones de vitamina C en plasma mas bajas, a pesar de tener una dieta adecuada
y de que los suplementos con vitamina C podian disminuir el riesgo de padecer
Alzheimer (Carr & Frei, 1999). Perrig et al. (1997) establecieron una relacion positiva
entre altos niveles de acido ascorbico en sangre y la capacidad de memoria.

Un porcentaje significativo de investigaciones han indicado que los fumadores
tienen unos requisitos mdas altos de vitamina C que los no fumadores. Las
concentraciones de vitamina C son mds bajas en los fumadores que en los no fumadores
y se relaciona inversamente al consumo de cigarrillos. La RDA para los fumadores es
de 100 mg de vitamina C/dia, aunque se ha propuesto que los fumadores requieren > 2-3
veces la actual RDA de 60 mg/dia para mantener las concentraciones plasmaticas de
vitamina C comparables a las de los no fumadores.

La vitamina C se considera uno de los antioxidantes naturales mas eficaces y
menos toxicos, se encuentra a elevada concentraciéon en numerosos tejidos, si se
compara con los contenidos plasmaticos, y posee las caracteristicas de lo que podria
considerarse un secuestrador ideal de radicales libres. Como tal, es eficaz frente a los
radicales superdxido e hidroxilo, el peroxido de hidrogeno y el oxigeno singulete (Slater
& Block, 1991; Halliwell et al., 1995).

En la sintesis del colesterol a partir de los &cidos biliares participa el citocromo
P450, cuya accion esta modulada por el acido ascorbico. Seglin Sastre-Gallego (1995) la
trigliciridemia y la colesterolemia son mas altas en la hipovitaminosis C.

El zumo de naranja es una fuente muy importante de acido ascoérbico, un
nutriente que ademas de su accidén vitaminica es apreciado por su efecto antioxidante,
por la estimulacion del sistema inmunitario y por otros beneficios para la salud que
estdn siendo activamente investigados y descritos, tal como la inhibicién en la
formacion de los canceres causados por compuestos N-nitroso en el estomago (Hussein

et al., 2000; Sanchez-Mata et al., 2000).
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1.2.- NARANJAS, MANDARINAS Y ZANAHORIAS

Entre los zumos de frutas el de naranja es el de mayor elaboraciéon y consumo
principalmente a partir de concentrado. Brasil y EE.UU. suministran el 85% del que se
consume en el mundo. Destacando Florida que industrializa el 95% de su produccion de
naranjas como zumo. En Europa los tres principales productores, Espafia, Italia y
Grecia, producen una cantidad de zumo que no cubre la demanda europea, por lo que se
recurre a importaciones de zumos de naranja de Brasil y de EE.UU. (Worsley, 2001).

Espafia es el mayor exportador mundial de citricos frescos, aproximadamente 3
millones de Tm. La cantidad de fruta que se destina en Espafia a la industrializacién
depende de la demanda del mercado fresco (exportacion y consumo nacional). Se
estima que la media de transformacion en Espafia, en los ultimos cinco afios, es de
600000 Tm de naranja al afio, por lo que la produccién espafiola de zumo de naranja es
de 240 millones de litros (Generalitat Valenciana, 2005).

Las zanahorias (Daucus carota) se consumen mucho en fresco, no siendo
importante su produccion comercial como zumo de zanahoria. Son una excelente fuente
de B-caroteno, con contenidos moderados de 4cido ascorbico y diversos minerales.

El zumo de zanahoria es una bebida nutritiva si las condiciones de procesado y
almacenamiento se eligen cuidadosamente, siendo los problemas mas comunes los
debidos a: la baja acidez, cuajado, cambios en el color y aroma. La acidificacién con
acido citrico o con zumos acidos (zumo de naranja) mejora algunas de las dificultades
del procesado, como la retencion del color y la prevencion de la coagulacion. La
temperatura de almacenamiento del zumo de zanahoria parece ser el factor de
estabilidad mas importante, debiendo conservarse a 5°C o menos, para alargar la vida
util del zumo y conservar mas tiempo su calidad nutricional y organoléptica (Ayranci &
Titiinctiler, 1993).

En cuanto a la produccién de zanahorias, en el afio 2001 en Espafia se
produjeron 383.3 miles de toneladas (17.9 en la Comunidad Valenciana), de ellas se

destinaron 313.6 para consumo en fresco y 41.7 para su transformacion (MAPA, 2003).
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En los cuadros n°® 3-5 se muestran los datos de produccién de citricos (naranjas y
mandarinas) y zanahoria en los ultimos afios a nivel mundial y por comunidades

autonomas en Espafia.

Cuadro n° 3. Produccion a nivel mundial de citricos (miles de toneladas, Tm-10°)

en la temporada 2002 (Ministerio de agricultura, pesca y alimentacion, 2003).

Localizacion Naranjas Mandarinas
Mundo 63091 18497
Espafia 2867 1952
Grecia 1165 119

Italia 1724 548
Brasil 18447 910
EE.UU. 11226 533
Méjico 3844 360

Cuadro n° 4. Produccién de citricos (miles de toneladas, Tm-10°) por Comunidad

Auténoma en la temporada 2002 (Generalitat valenciana, 2005).

Localizaciéon Navelina Navel Navel-Lane Mandarinas
Espafa 1293 329 464 1952
Comunidad Valenciana 926 156 213 1484
Murcia 46 22 40 39
Andalucia 297 130 204 84
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Cuadro n° 5. Produccion de zanahoria (miles de toneladas, Tm-10%) por

Comunidad Autéonoma en la temporada 2002 (Generalitat valenciana, 2005).

Localizacion Zanahorias
Espana 437
Castilla y Ledn 174
Castilla La Mancha 14
Comunidad Valenciana 19
Extremadura 10
Andalucia 199

En el grupo de la naranja dulce y subgrupo Navel destacan tres variedades por su
mayor cultivo, Navelina, Navel y Navel Lane late, cuya producciéon en la Comunidad
Valenciana (campafia 2003/2004) fue de 883141, 135135 y 239032 toneladas,
respectivamente.

Dentro de las mandarinas en el subgrupo de las clementinas las tres variedades
que se cultivan mayoritariamente en la Comunidad Valenciana son: Clemenules
(Clementina de Nules), Clemenvilla (Nova) y Fortune, siendo su produccion (campana
2003/2004) de 621705, 150541 y 105593 toneladas, respectivamente (Generalitat
Valenciana, 2005).

En las siguientes figuras se observa la produccion citricola de la Comunidad

Valenciana en los ultimos diez afios.

Figura n° 4. Evolucion de la produccion (toneladas) citricola de la Comunidad

Valenciana, campafias 1994/95 a 2004/05.
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Figura n°® 5. Evolucion de la produccion (toneladas) de naranjas, mandarinas y

limones de la Comunidad Valenciana, campanas 1990/91 a 2004/05.
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1.3.- ZUMOS DEL MERCADOQO: TRATAMIENTOS INDUSTRIALES

Las tendencias actuales en la produccién de alimentos tratan de desarrollar
nuevas tecnologias, para la conservacion de los mismos con el minimo tratamiento, para
conseguir una seguridad microbiolodgica y para preservar los atributos de calidad del
alimento. Adaptarse a las nuevas corrientes y exigencias del consumidor ha sido uno de
los objetivos prioritarios del sector, por lo que desde hace algunos afios se estdn
elaborando zumos mas parecidos al natural, zumos de primera extraccion, con una
ligera pasteurizacion, que se comercializan bajo refrigeracion con un tiempo de vida util
limitado. En esta linea se estan desarrollando, ademas del zumo de naranja, nuevos
productos, mezclas de zumos, que aumenten la calidad (valor nutritivo, color, etc.) que
es el factor que mas contribuye a la aceptacion por parte del consumidor.

La estacionalidad y el caracter perecedero de frutas y vegetales explican la

necesidad de aplicar las tecnologias de conservacion. El objetivo es combinar el
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aumento de la vida media del producto con el mantenimiento de las caracteristicas
nutritivas y sensoriales (Giannakourou & Taoukis, 2003).

El color de la corteza y del zumo de los frutos citricos son atributos de calidad
de gran importancia, y constituyen factores decisivos en la adquisicion de los mismos
por los consumidores (Casas y Mallent, 1988).

El procesado térmico es uno de los métodos por los que los alimentos son
conservados y se hacen accesibles al consumidor. Durante el tratamiento térmico,
ademas de la inactivacion de microorganismos, constituyentes deseables como
nutrientes, color, aroma y textura se destruyen en distintos porcentajes (Chen & Chen,
1993; Lessin et al.,, 1997; Rodrigo et al., 1997; Parish, 1998; Bezman et al., 2001;
Manso et al., 2001; Alwazeer et al., 2002; Lee & Coates, 2003; Polydera et al., 2004).
La vitamina C es termolabil y por consiguiente en frutas y vegetales es indicativa de la
pérdida de otras vitaminas y se utiliza como parametro de calidad para otros
componentes organolépticos o nutritivos, tales como los pigmentos naturales y
sustancias aromaticas. Su concentracion disminuye durante el almacenamiento,
dependiendo de las condiciones del mismo, tales como la temperatura, el contenido en
oxigeno, la luz y el tiempo (Esteve et al., 1995, Murata et al., 2002; Alwazeer et al.,
2003; Polydera et al., 2003; Zerdin et al., 2003; Blasco et al., 2004).

La congelacion de zumos de frutas y vegetales es una de las formas mas
comunes de mantener la calidad de estos productos. Se ha especificado que los cambios
nutritivos mas importantes en los alimentos congelados se deben al tiempo de
almacenamiento (Sahari et al., 2004). Sin embargo, la congelaciéon no previene de la
pérdida de sabor y aroma, de la deterioracion del color y de la textura en los vegetales
congelados, porque los sistemas enzimaticos permanecen activos (Rodriguez-Saona et
al., 1995). La concentracion de vitamina C, ademas de ser un indicador del valor
nutritivo, se utiliza, en el caso de los zumos congelados, como un indicador fiable y
representativo para estimar la pérdida de la calidad. Al igual que el 4cido ascorbico, los
carotenoides son muy susceptibles al deterioro durante el almacenamiento de los
alimentos que los contienen. La estabilidad de los carotenoides durante el

almacenamiento es un objetivo importante para hacer que el producto final sea atractivo
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y aceptable, aunque la degradacion de los carotenoides no solo afecta al color de los
alimentos si no también a su valor nutritivo y a su sabor.

Durante el almacenamiento, el zumo de naranja sufre un niimero importante de
reacciones de deterioro (degradacion del acido ascorbico, pérdida de la “nube”,
putrefacciéon microbiana, desarrollo de olores extrafios, cambios en el color, en la
textura y en la apariencia), que redundan en una pérdida de la calidad del producto
(Ewaidah, 1992; Goyle & Ojha, 1998; Roig et al., 1999; Ayhan et al., 2001; Bezman et
al., 2001).

Lo que se conoce como “nube” en los zumos es una composicion final de una
division de particulas de pectina, celulosa, hemicelulosa, proteinas y lipidos en
suspension (Irwe & Olsson, 1994; Klavons et al., 1994) y se considera una caracteristica
deseable porque afecta favorablemente a la turbidez, sabor y color del zumo de naranja.
La pérdida de la “nube” que se produce en los procesos de gelificacion en los zumos de
naranja concentrados es el mayor problema asociado al deterioro del mismo. Esta
alteracion de la “nube” se debe principalmente a la actividad de la pectin metilesterasa
(PME), una enzima que se localiza en la pared celular y que se ve liberada durante la
extraccion del zumo (Versteeg et al., 1980; Oakenfull & Scott, 1984; Cameron et al.,
1998). La PME hidroliza el C¢ metil éster de los residuos del 4cido galacturénico en
pectinas. La pectina desmetilada interacciona con los iones de calcio causando la
precipitacion de los pectatos de calcio insolubles, aunque también otros componentes de
la “nube” son atrapados. Ademads las pectinas con un bajo grado de esterificacion llegan
a ser altamente susceptibles a la degradacion por accion de enzimas endoactivas como
la poligalacturonasa (Macmillan & Sheiman, 1974).

La aplicacion de diversos tratamientos industriales puede llevar a la formacién
de isdbmeros cis en los carotenos, que no poseen la misma actividad provitaminica A que
los isdbmeros trans, pero Shi & Le Maguer (2000) indican que la biodisponibilidad de
los isomeros cis del licopeno es mayor que la de los isdmeros frans. Segiin Southon
(2000) la biodisponibilidad de los carotenoides aument6 el quintuplo en los productos
procesados como consecuencia de un calentamiento moderado o de la ruptura

enzimatica de la estructura celular vegetal. En general la actividad antioxidante total de
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zumos de diferentes vegetales aumenta significativamente después del tratamiento
térmico (Gazzani et al., 1998; West & Castenmiller, 1998).

En los comercios existe una amplia oferta de zumos de naranja envasados que
constituyen una buena fuente de nutrientes y una saludable opcion para mantener
hidratado el organismo. Los avances técnicos en el proceso de elaboracion de estos
productos permiten que se conserven casi todas las sustancias nutritivas de la fruta
fresca y los métodos de conservacion les confieren una larga vida util. Debido al
tratamiento térmico que sufren estos zumos industriales y a su prolongado
almacenamiento puede producirse una pérdida de vitamina C. Para compensarla, se
permite la adicion de 4cido ascorbico (E-300) (Fundacion Grupo Eroski, 2003).

Las zanahorias (Daucus carota) se consumen mucho en fresco, no siendo
importante su produccion comercial como zumo de zanahoria. Son una excelente fuente
de B-caroteno, con contenidos moderados de acido ascorbico y diversos minerales. El
zumo de zanahoria es una bebida nutritiva si las condiciones de procesado y
almacenamiento se eligen cuidadosamente. Los problemas mas comunes en este aspecto
se deben a: la baja acidez, cuajado, cambios en el color y aroma. La acidificacion con
acido citrico o con zumos acidos (zumo de naranja) mejora algunas de las dificultades
del procesado, como la retencidén del color y la prevencion de la coagulaciéon. La
temperatura de almacenamiento del zumo de zanahoria parece ser el factor de
estabilidad mas importante, debiendo conservarse a 5°C o menos, para alargar la vida
util del zumo y conservar mas tiempo su calidad nutricional y organoléptica (Ayranci &

Thtiinctiler, 1993).

1.3.1.- ESTERILIZACION

La esterilizacion es un tratamiento severo por calor cuyo fin es eliminar todos
los microorganismos presentes en el alimento, resultando un alimento comercialmente
estéril. Sus principales ventajas son: proporcionar una mayor vida util al alimento y
poderse almacenar a temperatura ambiente. Entre sus desventajas estan: sobrecoccion
del alimento y cambios en cuanto a la textura, aroma, sabor y calidad nutricional del

producto.
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Los tiempos y las temperaturas de calentamiento varian, pero el tratamiento por
calor debe ser suficiente para esterilizar el alimento. Normalmente se aplican
temperaturas muy altas (entre 135 y 150°C) que permiten tiempos muy cortos (sélo 4-15
segundos) (Vaclavik, 1998).

Las industrias de zumos, derivados lacteos, sopas, helados, etc. suelen aplicar
tratamientos UHT (Ultra High Temperature), que pueden corresponder a dos
tecnologias diferentes: (Bello, 2000)

- Tratamiento térmico directo: el producto toma contacto directo con el medio
calefactor, que generalmente es vapor de agua.

- Tratamiento térmico indirecto: el calor se transmite a través de una superficie
de separacion integrada en un intercambiador de calor.

La mayoria de los alimentos estériles comercializados tienen una vida 1til de dos
anos o mas. Cualquier deterioro que ocurra después de este tiempo es debido a los
cambios en la textura o aromas, no a los crecimientos microbianos (Vaclavik, 1998;
Bello, 2000).

En general, las frutas y verduras sufren cambios drasticos tras los tratamientos
por calor, tanto en las caracteristicas nutricionales como en las caracteristicas fisicas:

aroma, textura, etc. (Prochaska et al., 2000).

1.3.2.- PASTEURIZACION

El propdsito de los tratamientos suaves por calor son: eliminar los
microorganismos patogenos, reducir el recuento microbiano (aunque el alimento no sera
estéril) e inactivar las enzimas del alimento, proporcionar las minimas pérdidas de
aroma, sabor, textura y calidad nutritiva. Sin embargo también tiene inconvenientes,
pues el producto resultante tiene una corta vida media y necesita de otro método de
conservacion (como la refrigeracion o la congelacion) (Vaclavik, 1998).

La pasteurizacion es el método de conservacion que solo conduce a una
destruccion selectiva de la poblacion microbiana patdégena. Hay dos grandes grupos de
tecnologias de pasteurizacion:

- Empleo de bajas temperaturas (60-65°C) y tiempos bastante largos.
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- Empleo de altas temperaturas (75-90°C) y tiempos cortos.

Es normal que la pasteurizacion se acompafie de procedimientos que garanticen
la buena conservacion: envases herméticamente cerrados, envasado a vacio,
refrigeracion hasta su consumo, adicion de agentes acidulantes, adicion de azicares
concentrados, etc. (Bello, 2000).

Actualmente, el zumo se somete a temperaturas entre los 90-95°C durante 15-60
segundos y éste se envasa asépticamente en caliente, se enfria y se almacena para su
comercializacion (Cano et al., 2003).

Estudios recientes del efecto que ejerce el calor sobre la calidad de varios tipos
de frutas y vegetales, entre ellos el zumo de naranja, han indicado una relativa pérdida
del contenido total de vitamina A por disminucion de algunos carotenos presentes en el
zumo de naranja. Esta reduccion se ha estimado en un 36% (Lessin et al., 1997), a pesar
de que en el mismo estudio no se observan pérdidas de los carotenos de la uva tinta bajo
condiciones de pasteurizacion, siendo el perfil de carotenos del zumo de naranja mucho
mas complicado. En las naranjas dulces, las xantofilas oxigenadas representan mas del
90% del contenido total de carotenos (Philip, 1975) y éstas tienen diferente estabilidad
térmica en comparacion con los carotenoides hidrocarbonados como el -caroteno.

Lee y Coates (2003), presentaron resultados del contenido total de carotenoides
en el zumo fresco de naranjas de la variedad dulce de 6.25 = 0.11 mg/mL, mientras que
en el mismo estudio en los zumos pasteurizados el contenido total era de 5.70 + 0.08
mg/mL, lo que representa pérdidas del 10%. Después del tratamiento de pasteurizacion
se ven afectados los carotenoides presentes en la naranja, de tipo 5,6-epoxidos, como la
violaxantina, cis-violaxantina y anteraxantina. Sin embargo, otros aumentan su
contenido, los del tipo 5,8-epoxido, como la luteina y la mutatoxantina, después del
tratamiento. Esto se debe a que la violaxantina es uno de los carotenoides mas labiles y
es facilmente isomerizado en presencia de acidos a luteoxantina y después a auroxantina
(Rodriguez-Amaya, 2000). Lee y Coates (2003) no encontraron pérdidas significativas
para los contenidos de los carotenos que presentan actividad provitamina A  (B-
caroteno, a-caroteno y [P-criptoxantina) en comparacion con las encontradas para las

xantofilas.
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Los tratamientos térmicos descomponen el [-caroteno en sus isdmeros cis o en
productos resultantes de su fragmentacion. Estas reacciones afectan al total de
provitamina A y a la actividad de los carotenos de manera significativa (Butz et al.,
2002).

Se ha demostrado también una relacion entre el contenido de carotenoides
presentes en el zumo de naranja y el color que el mismo presenta. Después de la
pasteurizacion el color del zumo se hace mds luminoso y menos saturado. Estos
resultados son debidos a la posible precipitacion de las particulas en suspension
(Genovese et al., 1997).

La pérdida de vitamina C durante el almacenamiento del zumo de naranja, hasta
niveles inaceptables por la legislacion define en muchos casos la vida media del propio
zumo, convirtiendo al acido ascérbico en un indicador de calidad del zumo de naranja
(Ryley et al., 1990; Polydera et al., 2003). Durante el almacenamiento el contenido de
vitamina C disminuye gradualmente dependiendo del procesado, temperatura de
almacenamiento y tipo de envase. Cuando el tratamiento dado al zumo es de tipo
térmico la pérdida de vitamina C puede ser del 43%, siendo la velocidad de degradacion
de la vitamina C mayor que cuando se aplican tecnologias alternativas (Polydera et al.,
2003).

El pardeamiento puede producirse por las reacciones de Maillard que ocurren
entre grupos amino con azucares reductores o por otros mecanismos no enzimaticos con
carbohidratos no reductores durante el almacenamiento comercial (Friedman et al.,
1992). Las pérdidas de calidad nutricional en parte se atribuyen a estas reacciones por:
(a) destruccion de aminoacidos esenciales, (b) menor digestibilidad, (c) produccion de
compuestos antinutritivos o toxicos (Mauron, 1981; Finot et al., 1990; Friedman, 1991;

Loscher et al., 1991).

1.3.3.- NUEVAS TECNOLOGIAS

La demanda de alimentos minimamente procesados ha aumentado en los
ultimos afios, debido a la retencién de aroma, color y valor nutritivo y a la demanda del

consumidor por alimentos de alta calidad lo mas parecidos al natural (aroma, sabor,
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color y valor nutritivo) y seguros. Aunque, los procesos térmicos convencionales
garantizan la seguridad y extienden la vida media de los alimentos, llevan a menudo a
cambios perjudiciales en la calidad sensorial del producto (Bull et al., 2004).

La innovacion tecnoldgica en la industria alimentaria es uno de los pilares en los
que se sustenta el incremento de la competitividad y el aporte de alimentos seguros
desde el punto de vista microbioldgico, con una calidad y disponibilidad acordes con las
exigencias del consumidor actual, que demanda “productos semejantes al fresco”.
Actualmente estan emergiendo nuevas tecnologias no térmicas para obtener alimentos
con una mayor calidad nutritiva y sensorial, ya que éstos se ven afectados por los
tratamientos térmicos aunque sean minimos. Por consiguiente, los procesos no térmicos
estan desarrollandose para la conservacion de alimentos como una alternativa a los
métodos térmicos tradicionales (Selma et al., 2003; Spilimbergo et al., 2003).

Mediante el uso de estas tecnologias se pretende inactivar la actividad de los
microorganismos presentes en el alimento asi como algunas enzimas de interés, sin
destruir los componentes nutritivos y sensoriales que normalmente si son afectados
durante los tratamientos por calor.

Las nuevas tecnologias no térmicas son equivalentes a los procesos de
pasteurizacion pero, no a los de esterilizacion. Se consiguen reducciones significativas
de la poblacion de Escherichia coli mediante estas tecnologias, comparables a la
pasteurizacion a 60-70°C (Lado & Yousef, 2002), sin embargo solo el tratamiento por
altas presiones (HPP) combinado con calor es capaz de destruir también las esporas. El
tratamiento por pulsos eléctricos de alta intensidad (PEAI) es bueno para inactivar, en
poco tiempo y en continuo, las células vegetativas pero no consigue eliminar las esporas

(Grahl & Mairkl, 1996).
1.3.3.1.- Altas Presiones

Esta tecnologia conocida por las siglas de High Pressure Processing (HPP), o
como Ultra High Pressure (UHP) o High Hydrostatic Pressure (HHP) ha sido

estudiada como técnica para la conservacion de alimentos durante més de un siglo (Hite,

1899). En Japén, Francia, Espana y EE.UU. ya estan siendo comercializados una serie
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de productos tratados por altas presiones. Esta tecnologia se utiliza para conservar
alimentos sélidos y liquidos, envasados o no, mediante presiones entre 100 y 800 MPa.
Las temperaturas que se alcanzan durante el tratamiento pueden ir desde los 0°C a los
100°C y los tiempos de exposicion desde pocos segundos hasta 20 minutos.

Los cambios quimicos y microbioldgicos que se producen en los alimentos
dependen de la temperatura y del tiempo de tratamiento. Los efectos de las altas
presiones hidrostaticas sobre los microorganismos pueden ser divididos en: efectos
relativos a la cubierta celular, cambios celulares inducidos por la presion, aspectos
bioquimicos y efectos en los mecanismos genéticos.

La compresiéon aumenta uniformemente la temperatura de los alimentos
aproximadamente 5°F (3°C) por cada 100 MPa. La compresion de los alimentos puede
cambiar el pH de éstos como efecto de la presion impuesta y debe determinarse para
cada proceso de tratamiento de alimentos. La actividad del agua y el pH estan entre los
factores criticos del proceso en la inactivacion de microorganismos por altas presiones.
Un aumento en la temperatura del alimento por encima de la temperatura ambiente, y en
menor grado, una disminucioén por debajo de la temperatura ambiente aumentan la tasa
de inactivacion de los microorganismos durante el tratamiento por altas presiones.

Un incremento de la temperatura durante el tratamiento por altas presiones
ayuda a la inactivacion de dichos microorganismos, siendo suficientes temperaturas
entre 45-50°C para inactivar patdogenos y microorganismos. Temperaturas comprendidas
entre 90-110°C combinadas con las altas presiones (500-700 MPa) son suficientes para
la inactivacion de esporas del género Clostridium. Junto a la destruccion de los
microorganismos se producen cambios en el alimento a nivel de: desnaturalizacion o
modificaciéon de proteinas, inactivacidon o activacion de enzimas, cambios en las
interacciones enzima-sustrato, cambios en las propiedades de carbohidratos y grasas. La
aplicacion de esta tecnologia sigue el principio de Le Chatelier donde bajo condiciones
de equilibrio, los procesos asociados al aumento o descenso de volumen son favorecidos
por la presion y viceversa.

Las altas presiones actian sobre las enzimas modificando las estructuras
terciaria y cuaternaria de las proteinas. La actividad bioldgica de las enzimas depende

de la localizacion del centro activo dentro de la configuracion tridimensional de la
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molécula, cualquier cambio, por pequefio que sea, puede provocar la pérdida de dicha
actividad. La estructura terciaria se mantiene por interacciones hidrofobicas e idnicas y
para verse afectada se deben sobrepasar los 200 MPa, mientras que la estructura
cuaternaria es mas débil al sostenerse por enlaces no covalentes que se rompen a
presiones por debajo de los 150 MPa (Cano et al., 2003).

Hendrickx et al. (1998) observaron que presiones por debajo de los 100 MPa
pueden activar ciertas enzimas, sobretodo de tipo monomérico, mientras que presiones
mas elevadas provocan la inactivacion enzimatica.

La PME (pectinmetilesterasa) es una enzima a inactivar por el papel que ejerce
en la pérdida de la “nube” caracteristica de un zumo de naranja fresco. El efecto que
produce la combinacion de la presion con temperaturas intermedias en la inactivacion
de dicha enzima bajo las condiciones de HPP es satisfactorio para la estabilidad de la
“nube” del zumo de naranja.

Las altas presiones producen cambios morfoldgicos en las células vegetativas de
los microorganismos como: compresion del gas de las vacuolas, alargamiento de las
células, separacion de la membrana celular de la pared celular, contraccion de la pared
celular con formacion de poros, modificaciones del citoesqueleto, modificaciones de los
nicleos y organulos intracelulares, coagulaciéon de la proteina citoplasmatica y
liberacion de constituyentes intracelulares fuera de la célula. Otras modificaciones son a
nivel bioquimico y genético por inactivacion de enzimas implicadas en la replicacion y
transcripcion del ADN (T¢éllez- Luis et al., 2001). Las células vegetativas se inactivan a
presiones entre 300-600 MPa mientras que las esporas bacterianas son mucho mas
resistentes y se deben alcanzar presiones mayores de 1.200 MPa (Knorr, 1993).

El efecto combinado de presion, temperatura y tiempo de tratamiento en los
carotenoides totales o en los carotenoides con capacidad antioxidante: luteina,
zeaxantina, a-criptoxantina, 3-criptoxantina, a-caroteno y [B-caroteno, estudiados por
Ancos (de) et al. (2002), di6 como resultado un incremento significativo en el contenido
total de carotenos. El tratamiento a 350 MPa, 30°C durante 5 minutos proporciond unos
incrementos: del 50% para el PB—caroteno, 60% del o-caroteno, 42% de la
B—criptoxantina y 63% de la o—criptoxantina, en comparacion con el zumo fresco. Sin

embargo presiones entre los 50-200 MPa no producen cambios significativos en el perfil
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de carotenoides. Tampoco fueron encontradas correlaciones directas entre los valores de
presion y la extraccion de carotenoides. Una posible explicacion a estos hechos seria
que los carotenos no se encuentran libres en el medio sino que estan formando enlaces
con proteinas en las membranas celulares. El incremento que se produciria a ciertas
presiones podria deberse al aumento de la capacidad de extraccion. El tratamiento a 350
MPa aumenta el contenido de carotenos después de la desnaturalizacion de los enlaces
caroteno-proteina inducidos por la presion. Se ha hipotetizado por tanto que las HPP
pueden ser un tratamiento adecuado para aumentar la extraccion de carotenos desde la
matriz, lo cual estaria asociado a un aumento del valor nutricional.

El mismo estudio revel6 ademés que los zumos tratados a presiones entre 200-
350 MPa a 30°C durante 5 minutos presentaban un contenido similar de carotenos a lo
largo del periodo de vida util del alimento (30 dias), bajo condiciones de
almacenamiento a refrigeracion a 4°C.

Fernandez et al. (2001) observaron que no existian pérdidas significativas de
acido ascorbico en los zumos tratados por HPP y almacenados a 4°C durante 21 dias.
Este estudio apoyaba los resultados obtenidos por Nienaber y Shellhammer (2001) que
describieron una pérdida similar de acido ascorbico en los zumos de naranja tratados
por HPP debido a la oxidacion, al igual que en los zumos frescos. Cuando el tratamiento
es por altas presiones, el zumo de naranja retiene un 70-79% de la vitamina C, mientras
que si se aplica un tratamiento térmico sélo retiene un 57% (Polydera et al., 2003).

Los factores criticos del proceso por altas presiones incluyen; la presion, tiempo
a esa presion, tiempo para lograr la presion del tratamiento, tiempo de descompresion,
temperatura del tratamiento (incluso del calentamiento adiabatico), temperatura del
producto inicial, distribucion de temperatura en el recipiente a esa presion, pH del
producto, composicion del producto, actividad del agua del producto, integridad del
material de empaquetado, y las contribuciones del proceso coexistentes. Las altas
presiones hidrostaticas pueden causar cambios estructurales indeseables en alimentos
estructuralmente fragiles tales como fresas o lechuga (por ejemplo, deformacién celular
y dafo de la membrana celular). Los productos alimenticios que han sido
comercializados son: ostras crudas, jaleas de fruta y mermeladas, zumos de fruta, alifios

para la ensalada, calamar crudo, pasteles de arroz, higado de pato, jamén y guacamole.
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Los alimentos tratados por esta tecnologia conservan sus propiedades originales,
color, sabor y aroma. La ventaja es que el tratamiento es instantdneo y actua
uniformemente por toda la masa del alimento, independientemente del tamafo,
empaquetado, estado, tipo o composicion del alimento. Los zumos tratados por HPP

retienen mas el sabor que los tratados por calor (Parish, 1998).

1.3.3.2.- Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad (PEAI)

Fruto de la innovacion tecnolédgica en la industria alimentaria es la aparicion de
esta nueva tecnologia; los pulsos eléctricos de alta intensidad (PEAI), con la que se
espera tratar alimentos liquidos con determinadas propiedades (ligeramente viscosos,
conductividad baja y con pocas particulas y de pequefio tamafio), a los que se les aporte
una mayor calidad nutritiva y sensorial y una mayor vida util, en comparacion con las
técnicas tradicionales, puesto que la calidad es el factor que mas contribuye a la
aceptacion por parte del consumidor y al aumento del valor afiadido del producto.

El origen de su uso se situa al final de los afios 20 en EE.UU. cuando Fetteman
intent6 tratar leche mediante impulsos eléctricos para pasteurizarla.

El uso de los pulsos eléctricos de alta intensidad proviene del campo de la
biologia molecular y de la ingenieria genética. La investigacion en estas areas hace uso
de los electroporadores para abrir huecos en la membrana plasmatica de los
microorganismos y permitir de esta manera la introduccion de material genético
procedente de otro microorganismo y con ello conseguir ciertas mejoras, bien en la
funcionalidad del microorganismo en el cual se introduce el material genético o bien en
los metabolitos de interés tecnologico que es capaz de producir. En estos casos las
intensidades aplicadas no superan los 10-12 kV/cm. En la tecnologia de PEAI se aplican
intensidades de campo que oscilan entre 15 y 50 kV/cm, de tal modo que originan poros
de tamafio y numero tan elevado que la célula no puede reparar el dafio, produciéndose
salida de material celular e inactivandose (Martinez et al., 2000; Gongora-Nieto et al.,
2002; Ulmer et al., 2002; Abram et al., 2003). El éxito de esta técnica depende de la
fuerza del campo eléctrico, de la longitud del pulso, del nimero de pulsos, de la forma

del pulso y de la temperatura de arranque. Un aumento en la intensidad del campo
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eléctrico y en el tiempo del tratamiento, definido como el producto del niumero de
pulsos y la longitud del pulso, aumenta la inactivacion microbiana. La aplicacion de los
pulsos, cuantificados como intensidad de energia, resultan en una dispersion de la
energia térmica y por consiguiente en un aumento de la temperatura del producto
(Abram et al.,, 2003). Adicionalmente, los parametros medioambientales en los
alimentos pueden influir en la eficacia de la inactivacion de los microorganismos por
PEAI Los parametros del tratamiento optimos dependen; de la matriz especifica del
alimento, de la temperatura, del pH, de la presencia de compuestos antimicrobianos y de
la conductividad del medio (Ulmer et al., 2002).

El tratamiento por pulsos eléctricos de alta intensidad ha ganado un interés
creciente al ofrecer algunas ventajas sobre los métodos térmicos que actualmente se
usan en la elaboracion de alimentos y materias crudas (Abram et al., 2003). Los PEAI se
han utilizado con gran éxito en productos liquidos, sin embargo, algunos alimentos
semisodlidos y pulverulentos también han sido tratados (Gongora-Nieto et al., 2002). Los
alimentos retienen mas aromas y vitaminas cuando son elaborados por PEAI que con
calor (métodos térmicos), manteniendo sus propiedades organolépticas y sus vitaminas
casi intactas e inactivando los microorganismos y algunas enzimas, sin presentar
diferencias significativas respecto al mismo producto sin elaboracion (Qin et al., 1995;
Grahl & Mairkl, 1996; Jia et al., 1998; Qiu et al., 1998; Bendicho et al., 1999; Bendicho
et al., 2001). La técnica implica menos cambios en las propiedades fisicas y sensoriales
del alimento que cuando el mismo se trata por calor (Pothakamury et al., 1997; Barbosa-
Cénovas et al., 1999; Jeyamkodan et al., 1999; Géngora-Nieto et al., 2002).

Se conoce que los PEAI inactivan enzimas, como la PME (pectinmetilesterasa),
aunque no esta realmente claro ni su efecto ni su mecanismo de actuacion (Bendicho et
al., 2001). Algunos de los mecanismos propuestos para la inactivacion enzimatica
incluyen reacciones oxidativas y cambios conformacionales en la estructura terciaria de
la proteina, que es la que induce su acumulacion (Mermelstein, 1998).

La tecnologia de los pulsos eléctricos de alta intensidad es una tecnologia
emergente en el campo de la conservacion de alimentos. Los PEAI tienen la aptitud de
pasteurizar no térmicamente diversos alimentos mediante su exposicion a pulsos cortos

de alto voltaje, mientras el material se encuentra entre los electrodos de la camara de
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tratamiento. El campo eléctrico afecta a las membranas celulares (Barsotti & Cheftel,
1999), pudiendo producir la rotura irreversible de las membranas (Zimmermann, 1986;
Pothakamury et al., 1997; Calderon-Miranda et al., 1999), alterando el transporte de
iones (Kim et al., 2001) e induciendo cambios en la estructura de las enzimas (Vega-
Mercado et al., 1995; Fernandez-Diaz et al., 2000). Hay muchos estudios sobre el efecto
que esta nueva tecnologia ejerce sobre los microorganismos y su vida media.

Rodrigo et al. (2001), Ulmer et al. (2002) y Abram et al. (2003) han estudiado la
inactivacion de Lactobacillus plantarum, de Escherichia coli y de Enterobacter
aerogenes, asi como también se han estudiado mesoéfilos, mohos y levaduras
(McDonald et al., 2000; Rodrigo et al., 2003* y 2003b; Selma et al., 2003; Spilimbergo
et al., 2003).

Diferentes autores han estudiado la evolucion de los factores de calidad de
zumos de naranja después de ser tratados por pulsos, y en algunos casos se ha
comparado con la evolucidon después de aplicar un tratamiento térmico (Ho et al., 1997,
Jia et al., 1998; Giner et al., 2000; Yeom et al., 2000* y 2000b; Ayhan et al., 2001; Van
Loey et al., 2001; Min et al., 2002; Min & Zhang, 2002).

Los mecanismos por los cuales se inactivan los microorganismos pueden
explicarse de varios modos:

- Ruptura dieléctrica. La fuerte polarizaciéon de las células producida por un
campo eléctrico externo, aumenta la permeabilidad y la conductividad de la membrana.
El grado de permeabilidad depende de la intensidad y duracién del campo aplicado.
Segiin Zimmermann et al. (1976), cuando la membrana celular se expone a pulsos
eléctricos de 1 a 10 kV/cm durante 20 ns a 10 ms, tiene lugar una ruptura eléctrica que
es reversible. Sin embargo, si la duracion del pulso aumenta de 10-15 ms el dafio se
vuelve irreversible. La ruptura dieléctrica supone una inestabilidad local en la
membrana debida a la compresion electromecanica y la tension del campo eléctrico
inducida, dando lugar a la formacion de poros.

- Electroporacion. Es el fendmeno por el que una célula expuesta a un campo
eléctrico sufre una desestabilizacion temporal de la bicapa lipidica y de las proteinas de
su membrana. La consecuencia es la formacion de poros en la membrana, por lo que

ésta queda parcial o totalmente dafiada (Chang, 1992).
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Los aspectos que hay que tener en cuenta a la hora de usar esta tecnologia son; la
intensidad del campo eléctrico, el diseno de las cdmaras donde se va a tratar el alimento
para que el tratamiento se realice de forma uniforme con un minimo incremento de la
temperatura durante el procesado, y el disefio de los electrodos para minimizar el efecto
que pudiera causar la electrolisis (Butz & Tauscher, 2000).

La aplicacion de los pulsos eléctricos de alta intensidad se adecua mejor a
alimentos liquidos, aunque también han sido probados en algunos semisdlidos y purés
(Zhang et al., 1995; Keith et al., 1997). El tamafio de las particulas de los alimentos en
ambos tratamientos, modo estatico y fluido, es una limitacién para la aplicacion de los
pulsos. Ademads, estos alimentos a tratar deben tener una baja viscosidad, gran
homogeneidad y bajo riesgo de ruptura dieléctrica, por lo cual los zumos de fruta son
idéneos para la aplicacion de esta tecnologia (Gongora-Nieto et al., 2002).

Hasta ahora, los PEAI se han aplicado principalmente para aumentar la vida
media de los alimentos, estando restringidos a los alimentos que puedan soportar
elevados campos eléctricos, que tengan una baja conductividad eléctrica y que no
contengan o formen burbujas.

Qin et al. (1998) trataron un zumo de naranja fresco y reconstituido con
diferentes tipos de pulsos y en todos los casos eliminaron hasta el 99.9% de la
microflora, aunque el nivel de inactivacién en zumo fresco fue menor. Yeom et al.
(2000%) consiguieron 7 reducciones logaritmicas en el recuento de aerobios totales,
mohos y levaduras en zumo de naranja procesado mediante PEAI (35 kV/cm y 59 ps).
Con idénticas condiciones de tratamiento se consiguid una inactivacion del 88% de la
pectinmetilesterasa (PME), pero fue inferior a la inactivacion obtenida por el
tratamiento térmico (2% de actividad residual).

En el ano 1999 ya se habia doblado el nimero de grupos de investigacion que
trabajaban con pulsos eléctricos en el ano 1996 (Barbosa-Cénovas et al., 2001). Los
estudios se llevan a cabo en laboratorios y en plantas piloto. Los PEAI deberian ser
considerados para la incorporacion a los procesos industriales ya existentes, por
ejemplo, para reemplazar operaciones térmicas del tipo pasteurizaciones por PEAI o
podria conseguirse una combinacion de ambas técnicas. La mayor limitacion de los

pulsos se encuentra a nivel industrial por la velocidad de procesado. Actualmente los
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aparatos de pulsos pueden procesar aproximadamente 1800 L/h, mientras que la
industria estd demandando procesar 10.000 L/h. El capital de inversion y los costes que
conllevaria esta adaptacion estd también limitando la introduccion de los PEAI en los
procesos industriales, a pesar de las mejores ventajas sobre el producto que su uso
supone (Barbosa-Canovas et al., 2001).

La pasteurizacion tradicional por calor produce la inactivacion de la PME y por
tanto previene de la desestabilizacion de la “nube”. La inactivacion térmica de la PME
ha sido motivo de estudio en numerosos trabajos (Wicker et al., 1988; Cameron &
Grohmann, 1996; Castaldo et al., 1997; Chen & Wu, 1998; Van den Broeck et al.,
1999). Debido a que la PME es mas resistente al calor que los microorganismos
alteradores mas comunes, el estudio de inactivacion de la misma se utiliza generalmente
para determinar la intensidad del tratamiento térmico durante la pasteurizacion
comercial. A pesar de que la pasteurizacion a 90°C durante 1 min puede inactivar los
tipos de PME més tolerantes al calor, reduce también la frescura del zumo afectando a
las caracteristicas sensoriales y nutricionales del mismo. De ahi que los pulsos eléctricos
de alta intensidad se ofrezcan como una alternativa a dicho tratamiento.

El 4cido ascorbico es una vitamina muy labil sensible a la luz, el oxigeno, el
calor, etc. (Saguy et al., 1978), por ello las altas temperaturas durante el procesado y el
almacenamiento causan sensibles pérdidas del mismo (Nagy & Smoot, 1977). Los
zumos pasteurizados por calor tienen una menor concentracion de acido ascorbico que
aquellos tratados mediante pulsos durante el almacenamiento a 4°C, si bien es cierto que
no se han observado diferencias significativas entre ambos tratamientos cuando el
almacenamiento se produce a 22°C (Yeom et al., 2000b).

La degradacion del acido ascorbico se produce por dos posibles mecanismos, los
oxidativos y los no oxidativos (Varsel, 1980). El oxigeno atmosférico es responsable de
muchas de las pérdidas de vitamina C durante el almacenamiento y muchos envases de
tipo polimérico son capaces de dejar pasar el oxigeno atmosférico (Kimball, 1991). El
envasado aséptico en envases poliméricos mostré una degradacion rapida del acido
ascorbico independientemente de los métodos de procesado. La mayor retencion de
acido ascorbico en los zumos tratados por PEAI fue hallada para los zumos envasados

en botellas de vidrio y PET por Ayhan et al. (2000).
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Cortés et al. (2005) estudiaron el efecto del tratamiento por PEAI sobre la
calidad de la horchata de chufa. Para ello determinaron el pH, grasa total, indice de
perdxidos, indice de TBARS (sustancias reactivas al tiobarbiturico), indice de formol y
actividad peroxidésica en horchata natural y horchata tratada por PEAI, asi como su
estabilidad durante su almacenamiento (2-4°C). Después del tratamiento por PEAI, s6lo
la actividad de la peroxidasa disminuye significativamente.

Yeom et al. (2000°) observaron que los zumos tratados mediante PEAI
contenian particulas de menor tamafio que aquellos tratados por calor. Ademas no
existian diferencias significativas entre el zumo control y los zumos tratados por pulsos.
El calor produce la coagulacion de los coloides en suspension en los zumos de fruta
(Joslyn, 1961), como se sabe estas particulas en suspension en el zumo de naranja dan
textura al zumo y contribuyen a sus caracteristicas sensoriales. Los parametros °Brix y
pH no se ven afectados por el tratamiento por PEAI y se mantienen a lo largo del
almacenamiento tanto a 4°C como a 22°C.

El uso de PEAI puede reducir el uso de la energia empleada en el tratamiento
comparado con los procesos térmicos, puesto que menos energia se convierte en calor,
reduciendo también los cambios perjudiciales en las propiedades fisicas y sensoriales de
los alimentos.

Los factores que afectan a la inactivacion microbiana en los tratamientos por
pulsos son: factores del proceso (intensidad del campo eléctrico, amplitud del pulso,
tiempo de tratamiento y temperatura y el tipo de onda de los pulsos), los factores de
identidad microbianos (tipo, concentracion y periodos de crecimiento de los
microorganismos) y factores del medio (pH, componentes antimicrobianos e i6nicos,

conductividad y fuerza idénica del medio).
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1.4.- METODOS DE ANALISIS

1.4.1.- CAROTENOIDES

La determinacién de la composicion completa de carotenoides es complicada,
costosa y ardua (Kimura & Rodriguez-Amaya, 2002).

La aplicacion de los distintos tratamientos industriales puede provocar la
formacion de isomeros (cis) que no tienen la misma actividad vitaminica y la formacion
de nuevos compuestos. Por lo que cuando se desarrolla un nuevo producto es necesario
conocer su valor nutritivo y comprobar sus posibles modificaciones al aplicar un
proceso de conservacion.

De la revision bibliografica realizada se concluye que de todas las técnicas
analiticas empleadas en el analisis de carotenoides la Unica que permite identificar y
cuantificar el mayor nimero de carotenoides en alimentos es la cromatografia liquida.
La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) esta considerada como el método
de eleccion para la separacion, identificacion y cuantificacion de carotenoides presentes
en tejidos biologicos (Bushway, 1986; Barua et al., 1993; Van Breemen et al., 1993;
Chen et al., 1996; Emenhiser et al., 1996; Kidmose et al., 2001; Sio (de) et al., 2001;
Ancos (de) et al., 2002; Humphries & Khachik, 2003; Mendes-Pinto et al., 2004). La
mejor separacion de carotenoides se ha logrado con columnas C;g (Bushway, 1986;
Cano, 1991; Biacs et al., 1993; Chen & Chen, 1993; Cano & Ancos (de), 1994; Cano et
al., 1996"; Emenhiser et al., 1996). Las razones para elegir el empaquetado Cig
incluyen: compatibilidad con muchos disolventes, su utilidad para el rango entero de
polaridad de los carotenoides, y una amplia disponibilidad comercial. La buena
separacion de los isdmeros geométricos de los carotenoides por las fases poliméricas de
Cis es evidente (Craft et al., 1990; Jinno & Lin, 1995). Muchos autores han usado una
columna polimérica Cig de 5 um, Vydac 201TP54 (Saleh & Tan, 1991; Chen & Chen,
1994; Chen et al., 1995; Chen et al., 1996; Konings & Roomans, 1997; Ben-Amotz &
Fishler, 1998; Pupin et al., 1999). Historicamente, la eficiencia de la separacion ha sido
mejorada usando un tamafio de particulas mas pequeiio, cambiando la forma de las

particulas desde irregular a esféricas, asegurando un tamafio de particula uniforme y por
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tanto fabricando columnas mas reproducibles. Las ventajas de un tamafio de particula
menor comprenden una elevada eficiencia y un bajo consumo de disolventes porque se
usan columnas mas cortas. Los inconvenientes son la disminucioén en la vida de la
columna como resultado de la obstruccion y una alta presion. El aumento de la presion
se puede reducir filtrando convenientemente las muestras y usando precolumnas. El
recubrimiento de la fase estacionaria no beneficia la separacion de las xantofilas, y en
consecuencia no es recomendable para la determinacion de los carotenoides (Craft et al.,
1990; Chen et al., 1995; Pupin et al., 1999).

El maximo de absorcidon en los carotenoides depende del ntimero de dobles
enlaces conjugados y se encuentra en la region entre 400-500 nm. Su espectro UV-vis
es caracteristico y puede usarse para la identificacion de un carotenoide concreto. Los
isomeros cis muestran una banda de absorcion adicional alrededor de 320-360 nm. La
intensidad de estas bandas depende de la localizacion del enlace cis dentro de la
molécula y es muy fuerte cuando el enlace cis se encuentra en el centro de la molécula.
Es débil o incluso inexistente cuando el doble enlace cis se localiza hacia el final de la
molécula (Van den Berg et al., 2000).

La utilizacion del detector fotodiodo-array en la identificacion de los
carotenoides por cromatografia liquida es una herramienta valiosa para la
caracterizacion de los isémeros cis y trans en los zumos de citricos y vegetales
(Khachik et al., 1989; Chen & Chen, 1993; Rouseff et al., 1996; Kimura & Rodriguez-
Amaya, 2002).

1.4.2.- VITAMINA C

Tras la revision bibliografica realizada, los métodos mas frecuentemente
utilizados para la determinacion de la vitamina C son:

1.- Métodos volumétricos: basados en el poder reductor del acido ascérbico
sobre los distintos reactivos usados en la valoracion, entre los mas utilizados se halla el
2,6-diclorofenolindofenol (International Organization for Standardization, 1984; Rohle

& Voigt, 1984; A.O0.A.C., 1990).
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2.- Métodos espectrofotométricos: se diferencian entre los que usan un indicador
rédox en su forma oxidada y los que incluyen la formaciéon de un cromoéforo por
derivatizacion, como por ejemplo las reacciones con 2,4-dinitrofenilhidrazina (Tee et
al., 1988).

3.- Métodos fluorimétricos: basados en la medida de la fluorescencia del
compuesto formado por la reaccion entre el &cido dehidroascorbico y la o-
fenilendiamina (Peinado et al., 1987; A.O0.A.C., 1990). Se han propuesto distintos
procedimientos para la oxidacion del 4cido ascorbico a dehidroascoérbico, como por
ejemplo el de Nie y Peng (1984) que utilizan el 2,6-diclorofenolindofenol, y el de
Davies et al. (1991) que proponen la adicién de EDTA, para eliminar la interferencia del
hierro II.

4.- Métodos cromatograficos: la cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) es en la actualidad la mas utilizada para la determinacién del acido ascorbico,
dehidroascorbico e isoascorbico, el tipo de soporte mas habitual es el aminado, y la fase
movil més frecuente es una mezcla de disolucion de fosfato o citrato con un disolvente
organico. El tipo de detector mas utilizado es el UV (de 247 a 290 nm) (Kissinger &
Pachla, 1987; Kishida et al., 1992; Benlloch et al., 1993).

5.- Métodos electroquimicos: entre ellos cabe mencionar la voltametria y dentro
de ésta la polarografia (Ruiz et al., 1977; Lau et al., 1985; Roca de Togores, 1988S;
Aparicio et al., 1992). Los métodos polarograficos se han utilizado para determinar el
acido ascorbico en alimentos so6lidos y liquidos. Kozar et al. (1988) demostraron que
para algunos tipos de frutas frescas o procesadas, por ejemplo los citricos y las
grosellas, la vitamina C podia ser facilmente determinada por polarografia diferencial de
impulsos (DPP). Esteve et al. (1995°% 1995 aplicaron esta técnica para determinar
acido ascorbico en esparragos y formulas infantiles.

6.- Otros métodos: como los enzimaticos y turbidimétricos son poco utilizados.

De todos ellos, se eligen los cromatograficos aunque conllevan mucho tiempo
para la preparacion de la muestra y la precision del método depende del detector
empleado, y los polarograficos, siendo estos ultimos los seleccionados en este trabajo

por su sensibilidad, precision, exactitud y reproducibilidad.
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2.- OBJETIVOS

El consumo de frutas y vegetales es indispensable para proporcionar una dieta
variada y equilibrada. A nivel de todas las administraciones se esta fomentando el
consumo de frutas y vegetales. La OMS, expertos en nutriciéon y sociedades afines
estiman que el consumo recomendado es de 400 g o superior, cantidad que asegura el
consumo minimo de compuestos bioactivos de origen vegetal con efectos beneficiosos
para la salud.

Si bien las frutas y vegetales se consumen generalmente frescas, un gran nimero
de ellas han de ser procesadas y/o conservadas. Los zumos de frutas y vegetales y
productos derivados, como néctares y bebidas han experimentado un gran crecimiento
en los Ultimos anos.

En la actualidad, investigadores y tecnologos de alimentos estdn realizando un
gran esfuerzo para asegurar que los compuestos fitoquimicos o bioactivos presentes en
los alimentos de origen vegetal se mantengan o modifiquen minimamente durante el
tratamiento y almacenamiento, conservando su valor nutricional y sus propiedades
beneficiosas para la salud. Entre estos compuestos bioactivos destacan por su gran

poder antioxidante la vitamina C y los carotenoides.

El OBJETIVO GENERAL del presente trabajo es la determinacion del
contenido de vitamina C y carotenoides en frutos citricos y productos derivados como
zumos y néctares obtenidos por tratamiento térmico convencional y por una nueva

tecnologia no térmica, los Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad.
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Para alcanzar este objetivo general se plantean los siguientes OBJETIVOS

ESPECIFICOS:

Caracterizacion del zumo de las tres variedades de mandarinas (Citrus

reticulata) de mayor produccion.

Caracterizacion del zumo de las tres variedades de naranja (Citrus sinensis)

de mayor produccion.
Caracterizacion de los zumos y néctares de naranja comercializados.

Evaluacion de la influencia sobre la vitamina C y carotenoides (compuestos
bioactivos) del tratamiento térmico y de los Pulsos Eléctricos de Alta

Intensidad en un zumo mezcla de naranja-zanahoria.

Estimacion de la vida util del zumo de naranja-zanahoria pasteurizado y

tratado por PEAL
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3.- PLAN DE TRABAJO

Para la consecucion de los objetivos del trabajo se propone el siguiente PLAN

DE TRABAIJO:

e Puesta a punto y validacion de un método cromatografico para la identificacion

y cuantificacion de carotenoides y sus isomeros.

e Puesta a punto y validacion de un método polarografico para la determinacion

de vitamina C.

e C(Caracterizacion del zumo de tres variedades de mandarina (clemenules,
clemenvilla y fortuna) y tres variedades de naranja (navel, navelina y navel-
lane). Modificaciones que se producen durante las fechas de recoleccion y

durante el almacenamiento.

e C(Caracterizacion de los zumos y néctares de naranja, exprimidos y a base de

concentrado, comercializados en Espana.
e Elaboracion de un zumo mezcla de naranja-zanahoria:
o Influencia del tratamiento de pasteurizacion.
o Influencia del tratamiento por PEAL
e Estimacion de la vida 1til del zumo de naranja-zanahoria:
o Almacenamiento a 2°C.
o Almacenamiento a 10°C.

e Evolucion de los compuestos bioactivos en el zumo mezcla de naranja-

zanahoria fresco almacenado a —40°C.
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4.- PARTE EXPERIMENTAL

4.1.- METODO DE DETERMINACION DE CAROTENOIDES

En este trabajo se pone a punto y se valida un método de determinacién por
cromatografia liquida de los distintos carotenoides (frans y cis) en zumo mezcla de
naranja-zanahoria y en zumo de naranja, frescos, para poder de esta manera evaluar su

calidad nutritiva.

4.1.1.- SELECCION, PUESTA A PUNTO Y VALIDACION DEL METODO

4.1.1.1.- Reactivos

[-caroteno, all trans palmitato de retinol, 15-cis-B-caroteno, sudan I y terbutil-
hidroxitolueno (BHT) (calidad para andlisis) de Sigma (Steinheim, Alemania).
Cantaxantina, luteina y zeaxantina fueron cedidos gratuitamente por Hoffman La Roche
(Basel, Suiza). Acetato amoénico (calidad HPLC), éter de petroleo, hexano (calidad
HPLC), hidroxido potésico (85%) y terbutil-metil-éter (TBME) (calidad HPLC) de
Scharlau (Barcelona, Espafia), acetonitrilo (calidad para andlisis), hidroxicarbonato
magnésico (40-45%) de Panreac (Barcelona, Espafa), etanol, dietil éter, metanol y
cloruro sédico (calidad para andlisis) de Baker (Deventer, Holanda), cloroformo de
Merck (Darmstadt, Alemania). B-apo-8’-carotenal (frans) de Fluka (Steinheim,

Alemania).
4.1.1.2.- Preparacion de las Muestras

El proceso general de manufacturado del zumo de naranja fue el siguiente:
después de un adecuado lavado e higienizacion de las frutas, éstas se someten a un

proceso de extraccion (el zumo se filtra con un filtro de didmetro de poro de 2 mm), y el

zumo obtenido se introduce en el interior de un tanque.
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Para obtener el zumo de zanahoria, las zanahorias se lavan primero con una
solucion de hidroxido sodico y después con agua potable, a continuacion se exprimen y
el zumo que se obtiene se tamiza. El zumo mezcla de naranja-zanahoria tiene la
siguiente proporcion: naranja-zanahoria, 80:20 (v/v), se envasa asépticamente y congela
a —40°C hasta el momento de su analisis. Se elige la congelacion a —40°C ya que en
estudios previos se habia comprobado que el contenido de acido ascérbico en muestras

de esparragos verdes no variaba (Esteve et al., 1995°).

4.1.1.3.- Preparacion de Soluciones Estandar de Patrones

Para preparar la disolucion “madre” se pesan 12.5 mg de B-caroteno, 4 mg de
luteina, 5.2 mg de zeaxantina y 35 mg de palmitato de retinol, y se disuelven en 25 mL
de cloroformo con BHT al 0.1% (p/v). Se conservan en frascos topacio, en atmosfera de
Ny, en refrigeracion (2°C) y oscuridad, durante un mes.

La concentraciéon exacta de cada uno de los patrones se comprueba
periodicamente mediante su coeficiente de extincion. Para ello se toman 100 ul de la
disolucion madre de B-caroteno, de luteina, de zeaxantina y de palmitato de retinol, se
evaporan con N; y se redisuelve cada uno de ellos con 10 mL del disolvente adecuado
(véase cuadro n° 6) para su posterior medida espectrofotométrica, previa filtracion de la
disolucion (Hart & Scott, 1995).

Disolucion de trabajo: se prepara diariamente a partir de la disolucién madre de

cada uno de los patrones, para ello se toman 25, 150, 90 y 100 ul de B-caroteno, luteina,
zeaxantina y palmitato de retinol, respectivamente, se evapora el cloroformo y se
redisuelve con 1 mL de metanol:TBME (70:30, v/v). Se calcula la concentracion en la
solucion estandar patron tras aplicar la ecuacion:

C (ng/mL)=A - 10°/ E"™,

., . 19 . ey
Donde: C es concentracién, A absorbancia y E' es el coeficiente de extincion.
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Cuadro n° 6. Coeficientes de extincion de algunos patrones.

Compuesto Disolvente A (nm) E'™
Luteina Etanol 445 2550
Zeaxantina Etanol 452 2480
B-caroteno Etanol 453 2620
Palmitato de Retinol Etanol 328 975

4.1.1.4.- Seleccion del Patron Interno

La incorporacion de un patréon interno estd altamente recomendada, ya que es
esencial para la cuantificacion de los carotenoides puesto que durante el proceso de
preparacion de la muestra (extraccion, saponificacion y evaporacion) pueden producirse
pérdidas. Un patrén interno adecuado no debe encontrarse en la muestra a determinar,
debe tener una estructura similar y, por tanto, un comportamiento parecido al compuesto
que se desea determinar y no debe aparecer a un tiempo de retencion que pueda
interferir con otros componentes presentes en la muestra.

Se prueban diversos compuestos como patron interno: -apo-8’-carotenal (trans)
(Noga & Lenz, 1983; Marx et al., 2000), que se descarta por encontrarse en la corteza
de la naranja y por tanto cabia la posibilidad de encontrarlo en los zumos de naranja;
sudan I (Cano et al., 1996b; Pupin et al., 1999), que se descarta por no tener una
estructura similar a los carotenoides y all-trans-palmitato de retinol (Granado et al.,
1992; Olmedilla et al., 1992; Oliver & Palou, 2000).

Otros posibles patrones internos como la cantaxantina, el licopeno o el 15-cis-f3-
caroteno (figura n°® 2), que han sido utilizados por diferentes autores, interfieren con
algunos carotenoides y ademads cabe la posibilidad de encontrarlos en los zumos de
naranja por lo que se descartan.

Se selecciona como patrén interno el palmitato de retinol, el cual también sirve

para indicar si la saponificacioén es completa, debido a que se transforma en retinol, que
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aparece a tiempos de retencion mucho mas bajos (Oliver & Palou, 2000) (ver figura n°

6).

Figura n°® 6. Identificacion del patrén interno (palmitato de retinol) en patrones

saponificados (1) e insaponificados (2) (A=350.8 nm).

Norm

7007
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A continuacidn, en la figura n° 7 se muestran los cromatogramas de un zumo de
naranja saponificado y en una mezcla de patrones sin saponificar (A = 350.8 nm), en el

que se puede identificar el patrén interno (palmitato de retinol).
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Figura n° 7. Identificacion del patrén interno (palmitato de retinol) en un zumo

de naranja saponificado (A) y en una mezcla de patrones sin saponificar (B) (A=350.8

nm).

(A)

251
20-
15
101

50°

tr=3.812 min, PI saponificado.

(B)

mAU
250

200
150
100
50

14.514

tR:

16.202 min, PI sin saponificar.

4.1.1.5.- Instrumentacion

Cromatografo: Hewlett-Packard, 1050 series, con sistema de bomba

cuaternario.
Detector fotodiodo-array, Hewlett-Packard DAD, 1100 series.
Software HP Chemstation-A.06.03.

Termostatizador de columna (Agilent 1100 series).
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- Columna VYDAC 201TP54 (250 mm - 4.6 mm ), empaquetado con
particulas de 5 um, Hesperia, California, EE.UU.), C,5de fase reversa.

- Precolumna (guard column): VYDAC 201TP (4.6 mm @, cartucho con
particulas de 5 um, Hesperia, California, EE.UU.).

- Volumen de inyeccion: 20 pl.

4.1.1.6.- Extraccion y Saponificacion de los Carotenoides

La saponificacién de los extractos de carotenoides es necesaria para eliminar
grasas neutras, clorofilas y derivados clorofilicos, que interfieren en el ensayo
espectrofotométrico de los carotenoides y liberan xantofilas esterificadas (O’Neil &
Schwartz, 1992; Lesellier et al., 1993).

La saponificacion se emplea para evaluar la presencia de ésteres de carotenoides,
puesto que la saponificacion de carotenoides esterificados con acidos grasos da lugar a
sus derivados hidroxicarotenoides, simplificando mucho el perfil del cromatograma
(Cano et al., 1996°), con una pérdida considerable de xantofilas (Cano & Ancos (de),
1994).

Los carotenoides son liposolubles pero la gran cantidad de agua en los tejidos de
las plantas, hace necesaria una extracciéon preliminar con disolventes miscibles con
agua. El metanol suele usarse como un extractante inicial (O’Neil & Schwartz, 1992).
Los disolventes inmiscibles en agua pueden usarse después de que la muestra sea
deshidratada, sin embargo se ha encontrado que los extractantes mas eficientes estan
compuestos por una mezcla de un disolvente ligeramente polar junto con un disolvente
apolar (Ritter (de) & Purcell, 1981).

Al aplicar la extraccidon y posterior saponificacion propuesta por Rouseff et al.
(1996) se observa la separacion de distintos picos cromatograficos, identificando
claramente el B-caroteno, aunque existe una derivacion de la linea base. Para subsanar
este inconveniente se elige el método de extraccion propuesto por Taungbodhitham et
al. (1998). Estos autores parten de 2 g de zumo al que afiaden hidroxicarbonato
magnésico y extraen con etanol y hexano, y no saponifican la muestra, observandose

unicamente cuatro picos cromatograficos. Por lo que se modifica el método. Se aumenta
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el tamafio de muestra a 25 g de zumo, se le anade BHT (0.1%, p/v), 100 ul patrén
interno, 0.05 g de hidroxicarbonato magnésico y 35 mL de etanol/hexano (4:3, v/v). Se
estudian varios tiempos de agitacion (5, 15 y 30 min) obteniendo los mejores resultados
con un tiempo de 15 min (bajo atmoésfera de N, y protegido de la luz) y se filtra a vacio.
El residuo se lava con 35 mL de etanol/hexano (4:3, v/v), y se filtra. El filtrado se lava 2
veces con 12.5 mL de etanol y finalmente con 12.5 mL de hexano (hasta no tener color).
Se unen todos los liquidos de filtrado y se lavan 2 veces con 50 mL de NaCl 10% en
embudo de decantacion topacio y posteriormente con 50 mL de agua (3 veces). La fase
organica se evapora a 40°C en un rotavapor (Eyela NE-1) y el residuo se redisuelve con
1.5 mL de fase moévil. El cromatograma obtenido en estas condiciones presenta
numerosos picos cromatograficos pero la resolucion no es buena, puesto que la linea
base no se recupera. Para subsanar este inconveniente se decide saponificar el residuo
obtenido anteriormente al evaporar la fase organica en el rotavapor a 40°C.
Saponificamos el residuo obtenido y variamos los volumenes de éter dietilico utilizados
(5,10 y 15 mL) y de KOH metandlico (5, 10 y 15 mL) afiadidos para la saponificacion,
comprobando que la saponificacién varia con el tipo de zumo (naranja-zanahoria,
naranja comun, etc.). Finalmente, se decide afiadir 10 mL de éter dietilico y 10 mL de
KOH metanélico (0.5 M) con 0.1% de BHT (p/v) dejandolo durante toda la noche a
temperatura ambiente protegido de la luz. Para evitar posibles alteraciones
(oxidaciones) y reducir el tiempo de saponificacion, se estudiaron distintos tiempos de
saponificacion: 0.5, 1, 3 y 24 h. Se verificod que la saponificacion era completa después
de 30 min, siendo éste el tiempo seleccionado. Se realiza la saponificacion en atmosfera
inerte (N;). Algunos autores emplean 2, 3, 5 y 6 horas (Konings & Roomans, 1997;
Khachik & Beecher, 1988; O’Neil et al., 1991 y Khachik et al., 1988, respectivamente)
para llevar a cabo el proceso de saponificacion en la oscuridad a temperatura ambiente.
Otros autores emplean mas de 12 horas (Matus et al., 1991; Chen & Chen, 1994; Jinno
& Lin, 1995; Rouseff et al., 1996; Mercadante et al., 1998; Mouly et al., 1999b; Lee,
2001; Lee et al., 2001). Se comprueba que es suficiente con 30 min para realizar la
saponificacion, el mismo tiempo usado por Wingerath et al. (1996).

Pasado este tiempo, se afiaden 20 mL de éter etilico y se extrae dos veces con 50

mL de NaCl 10% (p/v). La fase etérea se lava tres veces con 50 mL de H,O hasta
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obtener un pH neutro. Se filtra en presencia de Na,SO4 anhidro, sin embargo se observa
que en algunas muestras en la fase etérea quedan restos de agua, por lo que para
asegurar que se elimina totalmente el agua se afiaden 10 mL de etanol absoluto (después
de comprobar diferentes volimenes: 2, 5 y 10 mL), siendo necesario en algunas
muestras afiadir otros 5 mL para llegar a sequedad, evaporando a 45°C. El residuo se
disuelve con 4 mL de éter dietilico y se pasa a un vial de vidrio topacio, evaporando el
disolvente con N, y conservando a —20°C hasta el momento de la determinacion
cromatografica (se ha comprobado que los resultados permanecen invariables hasta 4
dias después de la extraccion). En la figura n° 8 se muestra un esquema del proceso de

extraccion final.
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Figura n°® 8. Esquema de extraccion de pigmentos carotenoideos.

25 gramos

+ 50 mg hidroxicarbonato magnésico
+25 mg BHT

+100 pL PI

+ 35 mL EtOH:Hexano (4:3, v/v)

+ 20 mL éter dietilico

L

En embudo de
decantacion

30 min con N, gas a T* ambiente y
en oscuridad. Agitando de vez
en cuando.

En rotavapor

1* VEZ

A

+ 10 mL éter dietilico
+ 10 mL KOH metanolico
(0.5M) al 0.1% (p/v) BHT

+ 35 mL EtOH:Hexano (4:3, v/v)
+2x 12.5 mL EtOH
+ 12.5 mL Hexano

Se descarta el residuo

+2 x50 mL NaCl 10%
+3 x50 mL H,0

{

Se descarta la fase acuosa

1* vez a 40°C

Secado a baja presion {
2*vez a 45°C + 10 mL EtOH

2*VEZ

+4 mL éter dietilico

Secado con N, gas
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4.1.1.7.- Separacion de Carotenoides. Gradiente de Fase Movil

En el momento de la inyeccidn cromatografica se reconstituye el extracto
carotenoideo con 1 mL de MeOH-TBME (70:30, v/v).

Para seleccionar el gradiente de fase movil es necesario tener en cuenta el hecho
de que el disolvente principal sea levemente orgénico y tenga poca viscosidad, también
que permita una buena solubilidad de los carotenoides y trabajar en condiciones de
bajas presiones. Estos criterios limitan la eleccion al acetonitrilo y al metanol.
Recientemente se ha descrito que el metanol proporciona mayores recuperaciones de
carotenoides que el acetonitrilo, y ademds tiene un menor coste y toxicidad (Craft,
1992; Epler et al., 1993).

En primer lugar se elige metanol, al que se le afade acetato amdnico a diferentes
concentraciones (0.05, 0.1 y 0.2 M) que permite la estabilizacion de la linea base (Hart
& Scott, 1995), obteniendo los mejores resultados con una concentracion de 0.1 M, ya
que existe una creciente mejora en la separacion de los diferentes picos cromatograficos
a la vez que una mayor recuperacion de éstos. Por la bibliografia se conoce que los
carotenoides sufren pérdidas o degradaciones en la columna. La adicién de acetato
amonico al metanol usado en la fase movil incrementa y mejora la recuperacion de la
zeaxantina y de una mezcla de carotenoides cuando se usan columnas C;g (Epler et al.,
1993; Emenhiser et al., 1996).

El TBME favorece la elucion de los compuestos mas apolares, por lo que se
introduce en los primeros minutos en pequefia proporcion y se aumenta
progresivamente hasta un 25% al final del cromatograma. Se observa que en los
primeros minutos no se resuelven correctamente los picos cromatograficos, por lo que
se opta por afadir un pequeio porcentaje de H,O en los primeros 10 minutos, teniendo
la precaucion de no tener a la vez agua y TBME (para evitar la formacion de pequeiias
burbujas). Finalmente se elige introducir un 5% de agua con un 95% de metanol durante
los 3 primeros minutos, y a partir de este tiempo se elimina el agua y se eluye con
metanol. A continuacion, se va introduciendo TBME aumentado progresivamente el

mismo hasta un 25% en el minuto quince a partir del cual se disminuye para tener un
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100% de metanol al final del cromatograma. En el cuadro n® 7 se muestra el gradiente

de fase movil elegido.

Cuadro n° 7. Gradiente de fase movil para la determinacion de carotenoides por

CLAR.

Tiempo (min) MeOH + AA (%) H,0 (%) TBME (%)
0 95 5 0
3 100 0 0
5 95 0 5
10 86 0 14
15 75 0 25
22 95 0 5
23 100 0 0

AA: Acetato amoénico 0.1M

La influencia que ejerce la temperatura ambiental en la elucion de los
carotenoides se estandariza con la eleccion de un gradiente de temperatura (0 min, 20°C;
6 min, 30°C; 22 min, 20°C). Algunos autores utilizan columnas termostatizadas con
temperaturas de 20 a 40°C (Scott & Hart, 1993; Miiller, 1997; Mouly et al., 1999%
Pupin et al., 1999; Burns et al., 2003; Lee, 2001), sin embargo con temperaturas
superiores a 40 °C, la separacion del a-caroteno y -caroteno es peor, observandose una
curvatura alrededor de 40°C, motivado por un cambio de la fase estacionaria polimérica
ODS del estado solido al liquido (Jinno & Lin, 1995). En las figuras n° 9 y 10 se pueden
observar los cromatogramas obtenidos al aplicar el método puesto a punto para la
separacion de carotenoides en zumos mezcla de naranja-zanahoria y en zumos de
naranja. Los tiempos de retencion y las longitudes de onda se muestran en el cuadro n°

8.
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Cuadro n° 8. Longitudes de onda y tiempos de retencion de un zumo mezcla de

naranja-zanahoria y de un zumo de naranja.

66

tg (min)*0
Pico Carotenoides A (nm) naranja-zanahoria naranja
1 Valenciaxantina 430 3.78+0.01 3.86+0.03
2 9-cis-violaxantina+ 430 5.75+0.04 5.88+0.06
neoxantina

3 cis-Anteraxantina 430 - 6.46+0.04
4  Anteraxantina 450 7.01+0.03 7.13+0.05
5 Mutatoxantina 430 7.20+0.01 -

6 Luteina 450 7.54+0.02 7.71+0.05
7 Zeaxantina 450 7.96+0.04 8.23+0.08
8 a-Criptoxantina 450 9.53+0.03 9.61+0.06
9 B-Criptoxantina 450 10.45+0.04 10.49+0.05
10 9-cis-a-Caroteno 430 12.06+0.04 12.12+0.05
11 a-Caroteno 450 12.63+0.03 12.89+0.03
12 Fitoeno + Fitoflueno 290 13.06+0.02 13.44+0.03
13 B-Caroteno 450 13.28+0.03 13.57+0.03
14 (C-caroteno 430 14.28+0.04 -

15 9-cis-B-Caroteno 450 - 13.77+0.04
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450 nm

Figura n° 9. Cromatograma de zumo mezcla de naranja-zanahoria a A

350 nm (B).
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Figura n° 10. Cromatograma de zumo de naranja a A=450 nm (A) y A=350 nm
(B).
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4.1.1.8.- Identificacion y Cuantificacion de Carotenoides

Debido fundamentalmente a la falta de patrones comerciales de carotenoides,
sobretodo de los isomeros cis, se ha recurrido a distintas técnicas de identificacion que
son usadas por muchos autores, entre las que destacan:

- Comparacion de los espectros UV/vis y de las A maximas de los carotenoides,
lo cual indica indirectamente la mayor o menor conjugacion entre sus enlaces, debido a
que a mayor conjugacion de los mismos, mayores son las A maximas.

- La polaridad de los carotenoides, ya que al tratarse de cromatografia liquida en
fase reversa los tiempos de retencion se ordenan de mayor a menor polaridad.

- Diferentes parametros para averiguar la estructura del espectro:
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%II/II: porcentaje del cociente entre la banda III y la banda II (normalmente
Amax), cogiendo como linea base el valle entre ambas bandas. Se ha utilizado por:
Britton, 1995; Mercadante et al., 1998; Psomiadou & Tsimidou, 1998; Lee, 2001; Lee et
al., 2001.

%Dg/Dy: porcentaje del cociente entre la banda del pico cis y la banda II
(normalmente Amsx). Se ha utilizado para identificar los diferentes isomeros cis de los
carotenoides: Craft, 1992; Epler et al., 1993; Britton, 1995; Hart & Scott, 1995; Rouseff
et al., 1996; Taungbodhitham et al., 1998; Oliver & Palou, 2000.

Q ratio= Dymax/Dsg: cociente entre la banda II (normalmente A ,4) y la banda del
pico cis. Se ha utilizado para identificar los diferentes isdmeros cis de los carotenoides:
Tsukida et al., 1982; O’Neil et al., 1991; Saleh & Tan, 1991; Chen & Chen, 1994; Chen
et al., 1995.

Con estas técnicas, se han podido identificar los carotenoides mas caracteristicos
en los zumos de naranja y de naranja-zanahoria.

Luteina y zeaxantina (picos 6 y 7, respectivamente) presentan gran dificultad
para su correcta resolucion puesto que difieren solamente en la posicion de un enlace
simple en uno de los anillos terminales (ver figura n° 2) y algunos autores no pueden
resolverlos (Noga & Lenz, 1983; Mouly et al., 1999%), sin embargo en las condiciones
cromatograficas descritas se resuelven completamente. Por otra parte, la 9-cis-
violaxantina no ha podido separarse completamente de la neoxantina (pico 2). La
coelucion de estos picos se debe a su similar estructura (figura n°® 2) y caracteristicas
espectrales (cuadro n° 9). Los espectros de absorcion de estos carotenoides

incompletamente resueltos se muestran en la figuran® 11.
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Figura n° 11. Espectro de absorbancia para la 9-cis-violaxantina y la neoxantina

(pico 2) (A=430 nm).

9-cis-violaxantina

L ) B B B

300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 nm

El cuadro n® 9 muestra las caracteristicas cromatograficas y espectrales de los
carotenoides obtenidos en los zumos de naranja y naranja-zanahoria.

En el cuadro n° 10 se comparan las caracteristicas cromatograficas y espectrales
de los carotenoides del zumo de naranja obtenidos por otros autores.

Y en las figuras n° 12 y 13 se muestran los cromatogramas de zumo de naranja-
zanahoria y de zumo de naranja con los carotenoides identificados.

La cuantificacion de los diversos carotenoides identificados en las muestras
estudiadas se ha realizado seglin su similitud en cuanto a comportamiento quimico-
estructural y polaridad respecto a los patrones validados de los que disponiamos de una
curva de calibracion: luteina, zeaxantina y 3-caroteno. Asi, para la cuantificacion se ha
procedido del siguiente modo:

- Todas las muestras llevan afiadido palmitato de retinol (patrén interno). Se

elige como su maximo de absorcion 350 nm.
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- Se ha separado el cromatograma en tres partes: todos los carotenoides hasta la

luteina, incluida ésta, se han cuantificado como tal, y el resto de xantofilas se han

cuantificado como zeaxantina. Los carotenos se han cuantificado como B-caroteno.

- Cada carotenoide se ha cuantificado segiin su A maxima se aproximaba a 290,

350, 430 6 450 nm. El contenido de cada carotenoide en pug/100 g de muestra se ha

determinado tras aplicar la siguiente ecuacion:

(Amuestra/ Apr) - ng Patron - 100 / (Apawsn/ Apr) - g muestra

(PI= Patron Interno).

Cuadro n° 9. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de los carotenoides en

zumos de naranja y de mezcla naranja-zanahoria.

Picos Carotenoides Acis M A Az Qratio %III/IT
1 Valenciaxantina - 372 392 414 149 514
2 9-cis-violaxantina 328 414 436 464 11.03 95.1
2 Neoxantina - 414 436 464 11.00 79.7
3 cis-anteraxantina 330 (418) 438 464 2.14 222
4 Anteraxantina - 420 442 468 10.50 529
5 Mutatoxantina - (404) 428 452 11.47 55.7
6 Luteina - (424) 444 470 590 546
7 Zeaxantina - (422) 444 472 10.08 31.0
8 a-criptoxantina —  (416) 438 466 7.06 595
9 B-criptoxantina —  (430) 450 478 2620 252
10 9-cis-a-caroteno 328 414 436 464 640 76.6
11 o.-caroteno - 424 446 474 27.07 55.6
12 Fitoeno - (276) 286 (298) - 9.9
12 Fitoflueno - 332 348 368 - 89
13 B-caroteno —  (424) 446 472 12.03 263
14 C-caroteno — 380 400 426 14.70 96.2
15 9-cis-B-caroteno 330 (422) 442 470 885 26.5
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Cuadro n° 10. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de los carotenoides

en zumos de naranja obtenidos por distintos autores.

Carotenoides A.s Aq A A3 Qratio %III/II Referencias

Valenciaxantina - 351 369 389 - - Rouseff et al., 1996

Khachik & Beecher, 1987

.. . Philip et al., 1988
9-cis-violaxantina 328 414 438 466 - 95.1-98 Britton, 1995

Lee et al., 2001

Khachik & Beecher, 1987

Neoxantina - 415 437 465 - 80-85 Cheng & Yang, 1992
Britton, 1995

cis-anteraxantina - 416 438 464 - - Mouly et al., 1999
Khachik & Beecher, 1987

Anteraxantina - 421 443 471 - 52.4-60 Epleretal., 1993

Britton, 1995

Khachik & Beecher, 1987

Mutatoxantina - 406 427 451 - 40.9-5( Britton, 1995
Rouseff et al., 1996

Khachik & Beecher, 1987

Luteina - (424) 444 470 115  50-60 Britton, 1995
Chen et al., 1995

Khachik & Beecher, 1987

Zeaxantina - 424 449 477 - 26-31.2 Britton, 1995
Mouly et al., 1999*

Britton, 1995

o-criptoxantina — 421 443 471 - 60 Mouly et al., 1999°
Khachik & Beecher, 1987
B-criptoxantina — 429 450 477 - 27-28.8 Britton, 1995
Rouseff et al., 1996
9-cis-o.-caroteno - 421 442 468 83 - Chenetal, 1995
Britton, 1995
o-caroteno — 424 445 473 - 55 Rouseffet al., 1996
] Simpson et al., 1985
Fitoeno - 277 287 298 B - Khachik & Beecher, 1987
Khachik & Beecher, 1987
Fitoflueno - 333 347 367 - - Rouseff et al., 1996

Chandler & Schwartz, 1987

B-caroteno — (423) 444 470 127 25  Khachik & Beecher, 1987
Britton, 1995
Khachik & Beecher, 1987
{-caroteno — 379 399 425 - - Rouseff et al., 1996
9O-cis-p-caroteno 342 (421) 444 471 8.7 - Chen & Chen, 1994

72



Parte Experimental

Figura n° 12. Cromatogramas de zumo mezcla de naranja-zanahoria a A=450 nm

(A) y 1=290 nm (B).
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Figura n° 13. Cromatogramas de zumo de naranja a A=450 nm (A) y A=290 nm

(B).
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4.1.2.- PARAMETROS ANALITICOS

Para verificar la fiabilidad y la utilidad del método propuesto se determinaron
los parametros analiticos para los carotenoides de los que se dispone patrones
comerciales: luteina, zeaxantina y -caroteno.

Las respuestas fueron lineales en los intervalos y con las ecuaciones siguientes:
2.02-56.55 pg/mL (n=7) con la ecuacion y=0.022x + 0.0425 (r=0.991) para la luteina,
2.56-51.29 ng/mL (n=7) con la ecuacion y=0.026x — 3-10” (r=0.992) para la zeaxantina
y 5.54-776.15 pg/mL (n=7) con la ecuacion y=0.0034x + 0.7654 (r=0.989) para el -
caroteno. La concentracion de los carotenoides en las muestras estd incluida en el
intervalo de concentraciones estudiado.

El limite de deteccion se calcula preparando 5 blancos de reactivos y aplicando
el cociente entre el triple de la desviacion estandar y la pendiente de la curva de
calibrado (LOD= 3-S,.1/m). Los limites de deteccion obtenidos fueron 0.0196, 0.0166 y
0.1404 pg/mL para la luteina, zeaxantina y [-caroteno, respectivamente. El limite de
cuantificacion (LOQ) corresponde a una cantidad, a partir de la cual se puede
cuantificar sin incertidumbre (LOQ= 10-S;.;/m). Los limites de cuantificacion fueron
0.0652, 0.0552 y 0.4680 pg/mL para la luteina, zeaxantina y [-caroteno,
respectivamente. Para el célculo de los pardmetros LOD y LOQ se ha cogido la
pendiente de la curva de calibracion externa (sin adiciéon de patrdn interno) y la
desviacion estandar a partir de los picos maximos a 450 nm de los blancos de reactivos.
Los limites de deteccion y cuantificacion muestran que el método es muy sensible para
los carotenoides estudiados.

La exactitud se estimé mediante ensayos de recuperaciéon. Una muestra (16.69,
14.14 y 17.02 ng para luteina, zeaxantina y -caroteno, respectivamente) a la cual se le
habian anadido cantidades conocidas de patrones de luteina, zeaxantina y [-caroteno
(38.30, 30.32 y 12.37 pg, respectivamente) fue sometida a la extraccion completa y al
proceso de determinacion. Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron 94.0, 89.2

y 92.8 para la luteina, zeaxantina y B-caroteno, respectivamente.
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La precision instrumental se verificod a partir de seis inyecciones consecutivas de
una solucién estdndar, las desviaciones relativas estandar (RSDs) obtenidas fueron 0.55,
0.34 y 5.33% para la luteina, zeaxantina y P-caroteno, respectivamente. Cuando las
soluciones estandar se preparan y miden en dias alternos, los valores de RSD son de
0.57, 0.51 y 5.67% para la luteina, zeaxantina y [-caroteno, respectivamente. La
precision instrumental también se verifico a partir de seis inyecciones consecutivas del
extracto de una muestra. La precision del método se determiné preparando seis alicuotas
de una misma muestra de zumo de naranja y seis alicuotas de una misma muestra de
zumo mezcla de naranja-zanahoria. En ambos casos la precision se expres6 como
coeficiente de variacion. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro n® 11.

Se observa que los valores de la precision instrumental y del método obtenidos

son aceptables tanto en patrones como en muestras para los carotenoides estudiados.

Cuadro n° 11. Precision instrumental y del método en zumos de naranja y zumos

mezcla de naranja-zanahoria.

Precision (RSD%)
Picos Carotenoides Instrumental Método
1 Valenciaxantina 3.11-5.86 3.14-8.32
2 9-cis-violaxantina + Neoxantina 1.72-4.06 2.62-4.41
3 cis-anteraxantina 2.13-4.87 2.47-5.01
4 Anteraxantina 2.52-3.01 2.59-3.68
5 Mutatoxantina 3.21-7.14 4.23-7.87
6 Luteina 1.77-4.47 3.77-5.84
7 Zeaxantina 1.69-3.31 4.31-6.53
8 o-criptoxantina 1.73-3.88 2.28-4.24
9 B-criptoxantina 2.17-4.40 2.57-5.26
10 9-cis-a-caroteno 2.13-5.54 2.84-6.33
11 o-caroteno 1.08-4.64 2.78-4.85
12 Fitoeno + Fitoflueno 4.32-5.65 4.81-5.83
13 [3-caroteno 1.98-3.04 7.16-10.74
14 g-caroteno 1.99-2.83 4.07-8.05
15 9-cis-B-caroteno 2.47-4.44 2.68-6.30

Desviacion Relativa Estandar: RSD %, n=6
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Los parametros analiticos obtenidos son similares a los encontrados por Chen &
Chen (1994), Hart & Scott (1995) y Konings & Roomans (1997), destacando que el
intervalo de linealidad estudiado es més amplio en este trabajo.

En las figuras n° 12 y 13 se ven los cromatogramas de los dos tipos de muestras
que hemos analizado: zumo mezcla de naranja-zanahoria y zumo de naranja,
respectivamente. Se aprecian claramente las diferencias entre ambas muestras,
observandose que el zumo mezcla posee mayor cantidad de carotenoides, sobretodo de
o y [P-caroteno, pero en ambos zumos estan presentes los carotenoides mas
representativos (9-cis-violaxantina, neoxantina, anteraxantina, luteina, zeaxantina, o y
B-criptoxantina, 9-cis-a-caroteno, fitoeno y fitoflueno), cuyos tiempos de retencion y
longitudes de onda se indican en el cuadro n° 8. Puede verse una ligera variacion en los
tiempos de retencion obtenidos para la muestra de zumo mezcla de naranja-zanahoria y
la muestra de zumo de naranja, porque ambas son matrices diferentes. También se debe
resaltar que no todos los isdémeros cis se encontraron en todas las muestras analizadas, y
que los isdbmeros obtenidos dependen del tipo de matriz y de los diferentes tratamientos
de conservacion aplicados.

Los contenidos de los diversos carotenoides identificados de acuerdo con el
método propuesto, tanto en zumo de naranja como en zumo mezcla de naranja-

zanahoria, se muestran en el cuadro n°® 12.
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Cuadro n° 12. Cuantificacion de carotenoides en zumo mezcla de naranja-

zanahoria y en zumo de naranja.

ug/100 g+ o
Pico  Carotenoides naranja-zanahoria naranja
1 Valenciaxantina 21.57+0.94 14.44+1.27
2 9-cis-violaxantina+ 164.52+1.45 738.96+2.65
neoxantina

3 cis-Anteraxantina - 26.88+3.40
4 Anteraxantina 61.98+0.05 236.89+1.31
5 Mutatoxantina 16.38+1.21 -

6 Luteina 38.56+1.69 53.55+4.69

7 Zeaxantina 32.44+1.98 35.09+3.39
8 o-Criptoxantina 30.54+2.14 42.29+2.34
9 B-Criptoxantina 36.80+£2.18 118.31+3.61
10 9-cis-a-Caroteno 149.68+8.59 41.45+1.93

11 a-Caroteno 867.62+8.65 22.414+3.25

12 Fitoeno + Fitoflueno 423.154+3.95 36.54+2.61

13 [-Caroteno 2253.27+13.55 20.63+3.12
14 C-caroteno 205.50+6.25 -

15  9-cis-B-Caroteno - 22.72+1.74

4.1.3.- CONCLUSIONES

La utilizacién del detector de fotodiodo-array es muy util para la caracterizacion
de cis y trans carotenoides en vegetales y zumos citricos (zumos de naranja y zumos
mezcla de naranja-zanahoria). Utilizando el procedimiento rapido descrito, la mayoria
de carotenoides se han caracterizado a partir de los datos espectrales y de los tiempos de
retencion obtenidos con estandares validados o de valores publicados. La mayoria de los
carotenoides se separaron dentro de los primeros 22 min con un gradiente de elucion
ternario. La baja toxicidad y peligrosidad de la mayoria de los reactivos y productos
usados durante la extraccion y separacion de los carotenoides no exigian de medidas
especiales de seguridad en el laboratorio. Como muestran los parametros analiticos, el

método propuesto permite la determinacion de cis y trans carotenoides en zumos

78



Parte Experimental

vegetales, ya que el método es sensible, fiable, exacto y reproducible. (Cortés et al,

2004)

4.2.- METODO DE DETERMINACION DE VITAMINA C

4.2.1.- SELECCION, PUESTA A PUNTO Y VALIDACION DEL. METODO

Hemos seleccionado la determinacion del acido ascoérbico por polarografia

debido a su rapidez, sensibilidad y bajo coste.

4.2.1.1.- Reactivos

Los reactivos utilizados fueron: éacido tricloroacético y sulfato sédico (Baker,
Deventer, Holanda); 4cido oxalico, acido acético y acetato sodico (Panreac, Barcelona,

Espaia); y acido ascorbico (Merck, Darmstadt, Alemania).

4.2.1.2.- Preparacion de las Muestras

El método puesto a punto es una modificacion del propuesto por Aparicio et al.
(1992):

Cinco mililitros de zumo se diluyen y enrasan a 25 mL con la solucion
extractante: acido oxalico 1 %, p/v, acido tricloroacético 2 %, p/v, sulfato sodico 1 %,
p/v. Se agita vigorosamente y posteriormente la solucion se filtra a través de un filtro
plegado (Whatman n° 1). Se toman 0.5 mL del filtrado y se introducen en la cubeta
polarografica junto con 9.5 mL de 4cido oxalico al 1 % (p/v) y 2 mL de la disolucién

amortiguadora 4cido acético/acetato sodico 2M (pH= 4.8).

4.2.1.3.- Preparacion de la Disolucion Patrén de Acido Ascérbico

Se prepara una disolucion patron de acido ascorbico de 1 pg/mL en écido

oxalico al 1% (p/v), que se guarda en refrigeracion y se prepara semanalmente.
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4.2.1.4.- Condiciones Polarogrdficas

Se utiliza un polarégrafo integrado por las siguientes unidades: 746 VA Trace
Analyzer Q Metrohm, 747 VA Stand Q Metrohm, PC Software 693 VA Back up Q
Metrohm. El electrodo de trabajo es un electrodo multimodo Metrohm de mercurio, en
modo de goteo continuo (DME), y se utiliza un electrodo auxiliar de hilo de platino y un
electrodo de referencia de calomelanos saturados (Ag/AgCl, KCI 3M).

Para evitar posibles interferencias por la presencia de oxigeno, la muestra se
purga con nitrogeno extrapuro libre de oxigeno durante 5 minutos antes del analisis. El
polarograma se registra utilizando una amplitud de pulso de 50 mV, un tiempo de goteo
de 1 segundo y una velocidad de barrido de 10 mV/cm. El potencial inicial es —0.10 V.
La cuantificacion se realiza mediante el método de las adiciones, se realizan adiciones
de 25 pL de acido ascorbico (1 pug/mL) a la muestra y después de cada adicion se

registra obteniendo una curva polarografica.

4.2.2.- PARAMETROS ANALITICOS

En la figura n® 14 se muestra un polarograma de una muestra de zumo de

naranja-zanahoria.
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Figura n°® 14. Polarograma de una muestra de zumo mezcla de naranja-zanahoria

con sus respectivas adiciones.
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Para evaluar la calidad del método se determinaron los parametros analiticos que

se detallan a continuacion:

Linealidad. El zumo se reemplaza por agua y en la cubeta se realizan adiciones
crecientes de patron de acido ascorbico (0 — 30 pg, n= 6), verificando que la respuesta
es lineal en el tramo estudiado: y= 3.34x — 2.07, r=0.999, donde y es la intensidad de
corriente en nA, y x es la concentracion (pg) de acido ascorbico en la cubeta.

Para comprobar si la matriz interfiere en la linealidad, se prepara la muestra y se
realizan adiciones crecientes de acido ascoérbico (0 — 80 pg, n= 16), obteniendo que en
el intervalo de concentracion estudiado el método es lineal: y=3.22x + 52.31, r= 0.999,
donde y es la intensidad de corriente en nA, y x es la concentracion (pg) de acido

ascorbico en la cubeta.
Limite de deteccion y de cuantificacion. El limite de deteccion (LOD= 3-S,,.;/m, siendo

m la pendiente de la curva de calibrado) se calcula preparando 6 blancos de reactivos, el

resultado obtenido es 0.76 pg/mL (0.076 pg en cubeta), S,.;= 0.085, m= 3.34 nA/ug. El
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limite de cuantificacion (LOQ= 10-S,.;/m, siendo m la pendiente de la curva de

calibrado) siendo de 2.5 pg/mL (0.25 pg en cubeta).

Precision. La precision del método se determind preparando 6 alicuotas de un mismo
zumo mezcla de naranja-zanahoria que se determinan por duplicado, y la precision
instrumental se calcula determinando 9 veces una misma alicuota de un zumo. En
ambos casos, la precision se expresa como coeficiente de variacion. Los resultados
fueron 2.9% (x= 156.67 pg/mL, S, 1= 4.62) y 0.85% (x= 57.35 nA, S,.;= 0.49) para la

precision del método e instrumental, respectivamente.

Exactitud. Para determinar la exactitud del método se realizan ensayos de recuperacion.
Al zumo mezcla de naranja-zanahoria se le afiade una cantidad conocida de éacido
ascorbico (200, 100 y 50 pg/mL) y se procede a la extraccion y posterior determinacion

polarogréfica. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro n° 13.

Cuadro n° 13. Ensayos de recuperacion.

Concentracion de acido  Patrén de acido ascorbico

Muestra ascorbico (ug/mL) adicionado (ng/mL) R%
(n=3) (n=3)

M, 61.65

M+ A 253.70 200 96.0
M, 16.61

M, + A, 110.51 100 93.9
M, + A, 65.03 50 96.8
M, + Aj 62.98 50 92.7
M; 157.49

M;+ A 346.92 200 94.7

*La diferencia en la concentracion de dcido ascorbico en el zumo mezcla de

naranja-zanahoria se debe a que son muestras distintas de zumos.
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4.2.3.- CONCLUSIONES

Los parametros analiticos obtenidos indican que el método permite la
determinacion de acido ascorbico en el zumo mezcla de naranja-zanahoria y en el de
naranja de manera rapida y precisa, pudiendo detectar cantidades muy pequefias de
acido ascorbico en las muestras, por lo que podra utilizarse para cuantificar variaciones
en los distintos zumos asi como también las diferencias que puedan deberse al
tratamiento de conservacion aplicado y durante el almacenamiento. La determinacion de
acido ascorbico se realiza por su interés nutricional pero también porque la vitamina C
se considera un parametro de calidad que nos permitira establecer la vida util de un

zumo tratado por distintas tecnologias de conservacion.
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4.3.- NARANJAS Y MANDARINAS

4.3.1.- DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

Se realiza el estudio sobre citricos frescos y se decide seleccionar 3 variedades
de naranjas (Navelina, Navel y Navel-Lane) y 3 de mandarinas (Clemenules,
Clemenvilla y Fortuna) por ser las de mayor producciéon en la Comunidad Valenciana
(véase apartado 1.2.), que han sido directa y aleatoriamente recolectadas del campo
siguiendo los procedimientos de toma de muestras estadistico, dentro de su periodo de
cosecha respectivo (campaia 2001-2002). Se identifican por el tipo de muestra, el
tiempo de recoleccion y el tiempo de almacenamiento a 4°C. La temperatura elegida
(4°C) es la que se utiliza para su almacenamiento hasta su distribucion. En el cuadro

n° 14 se describen las muestras analizadas asi como las fechas de recoleccion y tiempos

de almacenamiento.

Cuadro n° 14. Descripcion de las naranjas y mandarinas.

Muestra

Clemenules
Clemenvilla

Fortuna

Navel
Navelina

Navel-Lane

Tiempo de Recoleccion (dias) Tiempo de Almacenamiento (dias)

0, 14, 28
0, 14, 28
0, 14,28

0, 14, 28
0, 14, 28
0, 14, 28

Mandarinas

Naranjas

0, 15, 30
0, 15, 30
0, 15, 30

0, 15, 30
0, 15, 30
0, 15, 30
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4.3.2.- RECOLECCION Y TAMANO DE MUESTRA

Dada la disparidad de datos existentes en la bibliografia, surge el problema del
tamafio de muestra necesario para obtener una precision adecuada en la composicion de
las naranjas.

Primo et al. (1963) establecen como minimo 21 unidades de naranja por
muestra, para que el valor medio se encuentre en un intervalo de £ 3 mg, que
corresponde a un 5% del error respecto del valor hallado (en relacion al contenido en
vitamina C). La evolucion de los métodos de andlisis permite reducir el tamafio de
muestra y obtener resultados de igual fiabilidad a los obtenidos con una muestra de
mayor tamafio, como confirman algunos estudios mas recientes (Nagy, 1980; Ortufio et
al., 1995).

El nimero de unidades tomadas en este estudio para cada tipo de muestra ha
oscilado entre 9 y 12 segin su rendimiento en volumen de zumo y al nimero de
alicuotas necesario para estudiar los diferentes parametros.

La recoleccion se realiza en tres fechas distintas: 0 dias (inicial), a los 14 dias y a

los 28 dias de la primera recoleccion.

4.3.3.- ALMACENAMIENTO

La superficie externa de las naranjas y mandarinas se limpia con papel de filtro,
y las muestras se pesan y acondicionan en cajas de plastico (abiertas) numeradas y
rotuladas con los cédigos de identificacién, a continuacién se llevan a la camara
frigorifica a temperatura controlada (4 + 1°C). Las muestras se mantienen en la camara
desde su llegada al laboratorio hasta su posterior andlisis, ocupando siempre el mismo
lugar en la camara para evitar variaciones de temperatura.

En este estudio, de cada muestra recolectada se han hecho determinaciones a 3
tiempos de almacenamiento diferentes: 0 dias (inicial), a los 15 dias y a los 30 dias

(cuadro n° 14).
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4.3.4.- PARAMETROS A ANALIZAR

4.3.4.1.- Relacion Zumo/Peso

Instrumentacion y Material.

- Balanza Analitica, Ultra Mark 500, BEL.

- Exprimidor eléctrico, UFESA Mod. EX-7235.

- Probeta de 250 mL de capacidad.

Descripcion del Método.

La relacion zumo/peso se expresa en mL/100g, siendo el resultado del cociente
entre el rendimiento en zumo de las naranjas (volumen total en mL) y el peso de estas
(en gramos).

En el momento del analisis, se limpia con papel de filtro la superficie externa de
las naranjas y mandarinas que se van a utilizar y posteriormente se pesan, tomando nota
del niimero de naranjas empleadas y de su peso total (g). Tras extraer el zumo con un
exprimidor eléctrico, se mide el volumen total (mL) del zumo (con una probeta),
protegiendo siempre el zumo de la luz. Posteriormente tras su homogenizacion se

separan las diferentes alicuotas para determinar los restantes parametros.

4.3.4.2.- pH
Instrumentacion y Material.
- pH-metro Crisol micro pH 2001.
- Agitador magnético, SBS®.
- Material de uso corriente en el laboratorio.
Reactivos.
- Disoluciones amortiguadoras Crisol: solucién a pH 7.02 y solucién a pH 4.00.
- Todos los reactivos utilizados son de calidad para analisis.
Descripcion del Método.
Se toman al menos unos 25 mL de la muestra problema y se procede a la medida

del pH. El pH se determina por duplicado en cada una de las muestras.

86



Parte Experimental

4.3.4.3.- °Brix
Instrumentacion y Material.
- Refractometro manual con compensacion automatica de T?, ATAGO (ATC-1).
- Material de uso corriente en el laboratorio.
Descripcion del Método.
Se afiaden un par de gotas de la muestra homogeneizada sobre el porta cuidando
de que se reparta la muestra uniformemente por toda la superficie de éste, y se

determinan los °Brix directamente.

Se realiza la medida por duplicado para cada muestra.

4.3.4.4.- Vitamina C
Véase apartado 4.2.

4.3.4.5.- Perfil Carotenoideo
Véase apartado 4.1.

Todos los analisis se realizan por duplicado, asi como también cada una de las

determinaciones.

4.3.5.- RESULTADOS Y DISCUSION

En los cuadros n° 15-26 se muestran los resultados obtenidos para las
mandarinas (clemenules, clemenvilla y fortuna) y en los cuadros n°® 27-38 para las

naranjas (navel, navelina, navel-lane).
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MANDARINAS

Clemenules

Cuadro n°® 15. Valores de relacion zumo/peso, pH, °Brix y vitamina C en

clemenules.

Recoleccion Almacenamiento  Zumo/peso Vitamina C
(dias) (dias) (mL/100g) pH Brix (mg/100mL)

0 0 47.28+0.11 3.56+£0.01 11.0+£0.1  36.04+0.21

0 15 55.57+0.09 3.63£0.01  11.0+0.1  38.90+0.05

0 30 55.42+0.02 3.56+0.01 11.6£0.0  44.13+0.26

14 0 42.2240.03 3.55+0.01 11.2+0.1  46.56x1.06

14 15 44.58+0.11 3.71£0.01 11.6+0.2  47.36+0.95

14 30 45.96+0.06 3.75£0.00 11.6+0.2  47.76+1.05

28 0 46.60+0.14 3.66+0.00 11.8+0.2  46.59+0.02

28 15 49.82+0.03 3.86+0.01 11.8+0.2  51.59+0.11

28 30 49.79+0.01 3.82+0.00  11.6+0.1  47.48+0.40

La relacion zumo/peso aumenta segun incrementa el tiempo de almacenamiento.
Los pH, °Brix y vitamina C aumentan segun varia el tiempo de recoleccion o el

de almacenamiento.
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Cuadro n° 16. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en clemenules. Tiempo de recoleccion: 0 dias.

Tiempo de Recoleccion: 0 dias

Tiempo almacenamiento

Carotenoides
0 dias 15 dias 30 dias

9-cis-violaxantina +Neoxantina 120.19+19.55 288.69+24.56 278.25+24.66
cis-anteraxantina 9.76+0.76 26.64+1.43 26.50+1.17
Anteraxantina 65.94+2.76 178.46+2.89  120.30+2.74
Mutatoxantina - - -
Luteina 12.98+1.68 29.58+3.90 19.77+4.02
Zeaxantina 23.35+2.74 54.11+2.70 52.48+1.72
o-criptoxantina 15.21+0.10 13.99+0.33 15.04+0.59
cis-B-criptoxantina 9.73+0.15 12.46+0.59 10.71+0.10
-criptoxantina 322.92+41.99 472.98+39.43 396.29+20.75
9-cis-a-caroteno 37.62+0.38 19.25+0.41 28.77£0.18
o-caroteno 17.65+2.90 16.19+0.45 15.25+1.28
Fitoeno + Fitoflueno 44.56+0.54 43.25+0.89 32.82+1.22
B-caroteno 86.51+0.36 84.76+2.38 44.30+3.35
13-cis-pB-caroteno - - -
C-caroteno - - -
9-cis-f-caroteno 56.54+4.32 19.91+0.64 31.64+6.55

Carotenoides Totales (real) 1538.16+£21.28 1587.02+£16.18 1473.96+44.26
Carotenoides Totales (450 nm) 1489.59+32.73 1514.26+£21.26 1223.77+80.85
Vitamina A 42.71+0.15 54.76+0.18 41.56+0.04
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Cuadro n° 17. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en clemenules. Tiempo de recoleccion: 14 dias.

Tiempo de Recoleccion: 14 dias

Tiempo almacenamiento

Carotenoides
0 dias 15 dias 30 dias

O-cis-violaxantina+Neoxantina 181.63+2.86  318.73+22.55 334.50+10.80
cis-anteraxantina 13.90+0.22 29.55+0.84 28.15+0.58
Anteraxantina 107.52+£2.11  186.3243.70 188.58+8.42
Mutatoxantina - - -
Luteina 16.42+0.64 25.66+3.91 30.71£1.27
Zeaxantina 34.40+0.72 61.11+4.84 64.20+3.69
o-criptoxantina 16.35+0.69 15.96+0.91 15.01+0.85
cis-B-criptoxantina 10.90+0.18 13.91+0.95 14.28+1.40
[-criptoxantina 388.74+11.21 496.64+7.44  516.80+16.24
9-cis-a-caroteno 30.67£3.96 29.57+0.03 17.40+1.05
o.-caroteno 20.61+1.42 17.73+0.76 12.38+0.21
Fitoeno + Fitoflueno 56.22+0.33 66.10+4.63 76.19+£6.26
[-caroteno 74.75+4.29 54.64+0.18 49.53+£3.45
13-cis-pB-caroteno - - -
C-caroteno - - -
9-cis-B-caroteno 47.65+8.01 31.52+3.14 16.22+0.57

Carotenoides Totales (real) 1543.45+49.48 1937.73£32.99 1882.01£172.15
Carotenoides Totales (450 nm) 1330.44+38.50 1535.94+38.39 1428.44+146.13
Vitamina A 46.46+0.10 51.82+0.52 52.19+0.01
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Cuadro n° 18. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en clemenules. Tiempo de recoleccion: 28 dias.

Tiempo de Recoleccion: 28 dias

Tiempo almacenamiento

Carotenoides 0 dias 15 dias 30 dias
9-cis-violaxantina+Neoxantina ~ 207.434+7.38 238.91+15.59 227.57+73.55
cis-anteraxantina 26.23+3.48 22.49+2 .88 19.20+1.65
Anteraxantina 121.81+£3.0 157.57+£2.21 138.64+5.77
Mutatoxantina - - -
Luteina 20.70+0.52 24.02+1.34 21.73£1.71
Zeaxantina 44.76+1.37 54.43+1.13 47.58+7.16
o-criptoxantina 15.36+0.50 17.39+£1.96 14.87+1.79
cis-B-criptoxantina 12.85+0.24 12.33+1.67 12.90+1.39

[-criptoxantina

469.66+25.12

492.52+45.59

448.99+79.59

9-cis-a-caroteno 33.944+2.67 29.36+1.56 25.55+15.50
o-caroteno 16.86+2.23 22.52+1.61 18.49+7.65
Fitoeno + Fitoflueno 55.22+2.73 66.50+£9.97 53.85+1.51
[-caroteno 71.22+6.20 65.30+7.71 70.39+9.15
13-cis-pB-caroteno - - -
C-caroteno - - -
9-cis-f-caroteno 27.69+4.94 36.73+1.44 47.29+7.13
Carotenoides Totales (real) 1712.06£21.34 2030.46+£206.06  1715.02+76.85
Carotenoides Totales (450nm)  1444.37+76.85 1657.27€177.27 1515.994+60.01
Vitamina A 52.27+0.02 53.65+0.04 50.56+4.45
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Clemenvilla

Cuadro n° 19. Valores de relacion zumo/peso, pH, °Brix y vitamina C en

clemenvilla.

Recoleccion Almacenamiento Zumo/peso Vitamina C
(dias) (dias) (mL/100g) PH Brix (mg/100mL)

0 0 49.70+0.02 3.40+0.01 11.6+£0.1 49.91+0.23

0 15 48.96+0.03 3.46+0.01 12.0+0.1 48.92+0.37

0 30 52.02+0.01 3.45+0.03 12.6+0.1 51.44+2.08

14 0 49.35+0.04 3.45+0.00 11.8+0.1 46.15+0.44

14 15 46.22+0.01 3.71+0.01 12.2+0.2 47.04+0.22

14 30 55.91+0.06 3.64+0.01 12.2+0.2 44.28+0.08

28 0 45.19+0.13 3.46+0.01 13.4+0.2 53.98+1.36

28 15 55.43+0.05 3.59+0.01 13.0+0.1 54.35+0.33

28 30 54.87+0.02 3.50+£0.00 13.4+0.1 53.10+0.26

Los °Brix aumentan conforme incrementa el tiempo de recoleccion o el de

almacenamiento.
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Cuadro n°® 20. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en clemenvilla. Tiempo de recoleccion: 0 dias.

Tiempo de Recoleccion: 0 dias
Tiempo almacenamiento

0 dias 15 dias 30 dias

Carotenoides

9-cis-violaxantina+Neoxantina 220.19+26.75 292 9943318 356.40+24.32

cis-anteraxantina 10.76+£0.72 17754054  19.18+0.04
Anteraxantina 74.94£1.06  124.89+18.02 156.35+6.43
Mutatoxantina 15.98+0.65  16.53+2.12  16.89+2.98
Luteina 13.65+1.86  2544+438  31.47+2.62
Zeaxantina 33.0542.03  4325+2.50  50.18+4.89
a-criptoxantina 17.2120.65 25384076  17.12+0.18
cis-B-criptoxantina 9.98+0.26 13.15+0.71 10.92+0.50
B-criptoxantina 335.42+£21.09  451.24+9.70  389.10+4.34
9-cis-ai-caroteno 29.650.43 47264279  21.27+0.32
o-caroteno 16.34£1.45 25054059  10.02+0.25
Fitoeno + Fitoflueno 54.51£0.62  79.49+3.82  24.53+1.87
B-caroteno 78.45+0.63  115.84+6.48 25.54+1.41

13-cis-pB-caroteno - - .
g-caroteno - - -

9-cis-f-caroteno 46.55+£2.31 41.16£17.56 3 551063

Carotenoides Totales (real) 1726.3120.20 1817.40£0.21 1342.10+0.17
Carotenoides Totales (450nm) 1498 56+0.10 1532.69+0.12 1088.66+0.36
Vitamina A 44.06+0.01  58.88+0.01  37.39+0.01
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Cuadro n°® 21. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en clemenvilla. Tiempo de recoleccion: 14 dias.

Tiempo de Recoleccion: 14 dias

Tiempo almacenamiento

Carotenoides 0 dias 15 dias 30 dias
9-cis-violaxantinat+Neoxantina 267.06:20.63 265.29+2 21 332.76+6.24
cis-anteraxantina 17.51+4.70 20.3620.16 26.30+3.49
Anteraxantina 111.62+7.22 124.61+5.05 147.36+7.97
Mutatoxantina 17.97+1 21 12.97+0.45 21.64+4.78
Luteina 24.02+2.74 22.94+3.78 24.25+0.13
Zeaxantina 40.50+2.97 3925+1.58 47.75+0.16
a-criptoxantina 20.36+2.89 18.80+0.10 12.71+0.08
cis-B-criptoxantina 13.404+0.04 13.17+0.47 11.09+0.14
B-criptoxantina 418.70+12.11 428.31+£13.05 407.22+1.69
9-cis-o-caroteno 40.20+1.65 30.68+1.49 18.57+£0.30
a-caroteno 17.85+0.22 21.04+1.31 9.62+3.73
Fitoeno + Fitoflueno 100.38+7.77 93.23+3.53 77.47+0.16
B-caroteno 112.44+15.22 94.584+4.86 111.76+1.39
13-cis-B-caroteno ) - -
g-caroteno ) _ -
9-cis-p-caroteno 40.59+14.76 38.33+2.81 17.81+0.51
Carotenoides Totales (real) 1792.20+12.36 1810.50+9 .24 1659.38+7.65
Carotenoides Totales (450nm) 1487.1748.07 1435.29+1 31 1297.70+4.32
Vitamina A 55.01+0.03 53.09+2.01 53.26+0.40

94



Parte Experimental

Cuadro n° 22. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en clemenvilla. Tiempo de recoleccion: 28 dias.

Tiempo de Recoleccion: 28 dias

Tiempo almacenamiento

Carotenoides
0 dias 15 dias 30 dias

9-cis-violaxantinatNeoxantina 255 68+14.20  349.25+4.35 589.05+43.03
cis-anteraxantina 13.49£0.25  25.47+0.98  32.87+0.21
Anteraxantina 114.10+£10.56  145.33+0.44  268.24+30.40
Mutatoxantina 13.48+1.07 11.68+0.96  36.18+4.52
Luteina 22.5140.44  22.38+3.48  33.87+4.19
Zeaxantina 452142.52  45.65+3.66  73.49+17.13
o-criptoxantina 21.70£1.42  13.96+0.98  23.48+0.41
cis-B-criptoxantina 13.6140.47  16.64+0.97  22.66+0.59
B-criptoxantina 485.53+16.16  439.05+4.04 815.04+54.26
9-cis-a-caroteno 36.03£0.64  18.73£0.93  33.16+7.11
oL-caroteno 21.06+0.85  11.96+0.68  15.43+2.85
Fitoeno + Fitoflueno 72.59+2.11  97.39+1.44  105.23+45.79
B-caroteno 127.74+3.74  85.02+3.42  142.82+11.77
13-cis-pB-caroteno - - -
g-caroteno - - -
9-cis-f-caroteno 49.21+5.79 16.57£1.22  20.60+18.14

Carotenoides Totales (real)
Carotenoides Totales (450nm)

Vitamina A

1893.74+6.77

1938.55+10.02

1682.67+13.65 1398.07+8.87

63.38+0.06

51.63+0.85

2953.40+6.99
2248.51+£7.66
92.78+1.23
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Parte Experimental

Fortuna

Cuadro n° 23. Valores de relacion zumo/peso, pH, °Brix y vitamina C en fortuna.

Recoleccion Almacenamiento Zumo/peso oH *Brix Vitamina C
(dias) (dias) (mL/100g) (mg/100mL)
0 0 62.63+0.02 3.23+0.01 13.6+0.1 27.33+2.35
0 15 62.17£0.01 3.28+0.01 14.0+0.2 28.16+1.24
0 30 61.21+£0.01 3.36+0.00 14.0+0.1 30.56+1.27
14 0 58.73+0.01 3.32+0.00 13.8+0.1 29.17+0.21
14 15 63.07+0.05 3.45+0.01 14.2+0.2 26.34+0.11
14 30 61.35£0.04 3.42+0.01 14.0+0.2 27.26+0.42
28 0 59.94+0.04 3.38+0.01 14.6+0.2 27.17+0.06
28 15 60.99+0.01 3.50+0.00 14.2+0.1 25.98+0.06
28 30 54.36+0.01 3.73+0.01 15.2+0.2 23.95+0.22

Se observa que el pH y los °Brix aumentan ligeramente con la fecha de

recoleccion y el almacenamiento.
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Parte Experimental

Cuadro n°® 24. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en fortuna. Tiempo de recoleccion: 0 dias.

Tiempo de Recoleccion: 0 dias

Tiempo almacenamiento

Carotenoides

0 dias 15 dias 30 dias
9-cis-violaxantinatNeoxantina - 71,3 11 238 784837 130.51+15.85
cis-anteraxantina 2096:059  25.0140.67  16.88+0.68
Anteraxantina 145.4041.51 163.08+9.62 69.36+10.13
Mutatoxantina 11484024 14158021  10.55£0.35
Luteina 28.08£0.09  25.75:0.80  14.94+1.26
Zeaxantina 44.14£0.45  42.73+6.01  7.83+0.54
a-criptoxantina 15294037  17.5040.01  6.25+0.41
cis-p-criptoxantina 9.60£0.31  11.31£0.06  4.26+0.15

B-criptoxantina

9-cis-a-caroteno

401.33+£9.36 454.20+£21.34 88.65+13.31

; 18.38+0.67  31.75+4.33
Q-caroteno 21.17£0.93  15.17+0.67  11.46+1.03
Fitoeno + Fitoflueno 54.55+0.76  37.37£047  18.71£0.23
p-caroteno 85.86+2.62  60.54£0.20  46.66+6.60
13-cis-B-caroteno ) ; .

G-caroteno 14.72+1.08  11.62+0.09  4.30+0.88
9-cis-f-caroteno 12.44 10.01+0.49 11.08+1.36

Carotenoides Totales (real)
Carotenoides Totales (450nm)

Vitamina A

1411.39+0.65 1461.01+0.76 866.07+7.93
1086.48+0.13 732.00+4.03 553.11+13.68

50.63+1.39

50.03+0.92

16.46+1.03
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Parte Experimental

Cuadro n° 25. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en fortuna. Tiempo de recoleccion: 14 dias.

Tiempo de Recoleccion: 14 dias

Carotenoides

Tiempo almacenamiento

0 dias

15 dias

30 dias

9-cis-violaxantinatNeoxantina 245 51+15.39 256.01£5.02 212.31+54..67

cis-anteraxantina

25.6540.23  22.75+0.63  22.62+2.91
Anteraxantina 133.30+7.94 168.65£0.75 138.01+32.34
Mutatoxantina 13.14+2.86  12.37+0.71  8.27+0.31
Luteina 23.1842.51  23.6042.48  16.77+3.46
Zeaxantina 35.9042.54  17.2342.05  34.66+9.00
o-criptoxantina 12.55£1.87  4.78+0.11  25.87+1.14
cis-B-criptoxantina 10.00£0.16  4.59+0.50  13.23+2.69

[-criptoxantina

354.30+20.27 145.33+28.14 380.95+62.85

9-cis-o.-caroteno 18.6043.45  13.17+0.32  23.38+1.56
oL-caroteno 15.46+2.84  10.62+0.89  19.57+0.93
Fitoeno + Fitoflueno 34.74+0.18  18.19+4.69  28.39+5.47
p-caroteno 47.8140.61  33.60+7.42  49.67+12.66
13-cis-pB-caroteno - - -
C-caroteno 7.50+0.99  7.10£1.46  6.83+1.78
9-cis-B-caroteno 8.3942.06  4.18+0.28  10.76+0.05

Carotenoides Totales (real)
Carotenoides Totales (450nm)

Vitamina A

1286.67£1.09 1026.71+2.34 1335.94+1.66
615.42+16.28 625.04+54.94 660.88+16.43

39.30+0.49

19.14+0.91

42.10+3.03




Parte Experimental

Cuadro n° 26. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en fortuna. Tiempo de recoleccion: 28 dias.

Tiempo de Recoleccion: 28 dias

Tiempo almacenamiento

Carotenoides
0 dias 15 dias 30 dias

9-cis-violaxantinatNeoxantina  320.18+9.67 265.16+17.97  334.12+0.52
cis-anteraxantina 22.69+2.22  26.05£1.39  27.11+0.18
Anteraxantina 190.48+4.98  184.45£10.26  209.32+2.03
Mutatoxantina 13.65+2.37 9.00+1.07 17.58+1.92
Luteina 22.26+2.75 25.19+076 23.80+0.52
Zeaxantina 18.1142.14  26.07+3.64  56.36+1.61
a-criptoxantina 5.02+0.23 16.00+0.62  14.45+0.80
cis-B-criptoxantina 3.36+1.07 18.13£0.65  11.59+0.08
p-criptoxantina 157.17£24.20 452.76+31.64  380.80+2.93
9-cis-a.-caroteno 16.0242.11  21.53+0.37  16.82+2.16
oL-caroteno 12.77+1.23 17.87+1.03 13.7442.14
Fitoeno + Fitoflueno 30.2046.27  38.0242.52  24.71+2.76
p-caroteno 51.39+4.54  59.7249.79  48.03+4.09
13-cis-fB-caroteno . - -
C-caroteno 3.73+1.16 14.20+0.47 6.59+2.07
9-cis-f-caroteno 4.99+1.19 27.71£1.71 4.99+1.48

Carotenoides Totales (real)

Vitamina A 23.00+6.76

638.56+0.18

50.21+0.98

1163.67+10.78 1352.83+74.83 1405.28+34.07
Carotenoides Totales (450nm) 708 9+74.83

597.3548.65
41.32+1.12

99



Parte Experimental

NARANJAS

Navelina

Cuadro n°® 27. Valores de relacion zumo/peso, pH, °Brix y vitamina C en

navelina.

Recoleccion Almacenamiento Zumo/peso Vitamina C
(dias) (dias) (mL/100g) pH Brix (mg/100mL)

0 0 50.04+0.03 3.41+0.01 11.2+0.1 46.99+0.88

0 15 51.44+0.03 3.48+0.01 12.2+0.0 50.31+0.43

0 30 51.08+0.06 3.75+0.02 12.2+0.2 54.89+1.02

14 0 46.30+0.01 3.31+0.01 10.8+0.1 57.75+0.70

14 15 48.22+0.03 3.58+0.01 11.4+0.0 57.79+0.05

14 30 53.46+0.05 3.78+0.01 11.0+0.1 51.81+0.21

28 0 49.39+0.08 3.49+0.01 11.2+0.1 55.85+0.01

28 15 57.81+0.01 3.52+0.01 11.4+0.2 51.66+1.51

28 30 56.44+0.04 3.56+0.01 11.8+0.1 50.23+0.76

El pH aumenta con el tiempo de almacenamiento.
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Parte Experimental

Cuadro n° 28. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en navelina. Tiempo de recoleccion: 0 dias.

Tiempo de Recoleccion: 0 dias

Tiempo almacenamiento
Carotenoides

0 dias

15 dias

30 dias

9-cis-violaxantinatNeoxantina 94 92+12.70 578.61+64.88 356.34+83.86

cis-anteraxantina

Anteraxantina

15.66+2.60

14.52+2.79

21.86£1.70 144.91+18.42 95.804+29.70
Mutatoxantina 5.4420.08 6.27+0.12 12.36+1.21
Luteina 14.1940.25  50.15+8.62  31.75+11.13
Zeaxantina 10.32£0.13  23.41+1.03  23.38+4.53
a-criptoxantina 13.2940.74  19.25+0.98  15.60+0.93
cis-B-criptoxantina - 7.55+0.49 7.11£0.72
p-criptoxantina 29.7040.94  70.86+5.53  100.00+28.05
9-cis-a.-caroteno 28.0442.46  36.86+1.85  37.24+0.27
a-caroteno 10.37£1.00  8.96+0.89  15.11+1.74
Fitoeno + Fitoflueno 9.93+0.21  8.07+1.77  19.88+0.07
p-caroteno 15.20£1.00  6.92+0.99  19.01+4.89
13-cis-fB-caroteno - - -
C-caroteno - - -
9-cis-f-caroteno 19.1740.23  8.24+0.18  24.56+3.55

Carotenoides Totales (real) 569.33+2.50 1100.37+9.87 1191.47+11.21

Carotenoides Totales (450nm) 477 26+12.50 844.00£9.93  936.81+8.38
Vitamina A 5.86+0.33  7.78+0.11 12.7343.29
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Parte Experimental

Cuadro n° 29. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en navelina. Tiempo de recoleccion: 14 dias.

Tiempo de Recoleccion: 14 dias

Carotenoides

Tiempo almacenamiento

0 dias

15 dias

30 dias

9-cis-violaxantina+Neoxantina 412 65+25.94 517.01+12.20 621.50+38.34

cis-anteraxantina

11.20£0.62  16.34+1.01  16.67+0.51
Anteraxantina 95.94+3.56  181.42+1.41 186.29+17.80
Mutatoxantina 8.84+0.50 9.19+0.75 -
Luteina 36.48+0.26  47.36£8.91  66.14+6.22
Zeaxantina 20.06+0.41  31.96+4.47  38.04+4.14
o-criptoxantina 22.63£0.01  26.45+2.03  22.62+0.52
cis-B-criptoxantina - 5.04+0.96 3.41+0.46
B-criptoxantina 45.09+4.37  101.7149.26  93.34+3.36
9-cis-a.-caroteno 35.12+1.15  24.26+1.62  20.70+1.74
oL-caroteno 9.3240.83  14.54+232  10.78+1.03
Fitoeno + Fitoflueno 5.82+0.38  28.11£1.69  20.96+1.69
B-caroteno 5214034 18244096  16.63+2.96
13-cis-pB-caroteno - - -
g-caroteno - - -
9-cis-p-caroteno 8.91+0.91 10.01£0.87  8.77+0.21

Carotenoides Totales (real)
Carotenoides Totales (450nm)

Vitamina A

1096.28+53.86 1171.64+5.15 1406.02+15.26

801.09+0.23

5.39+0.13

998.86+1.52
12.73+0.11

1173.91+0.89
11.41+0.69




Parte Experimental

Cuadro n° 30. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en navelina. Tiempo de recoleccion: 28 dias.

Tiempo de Recoleccion: 28 dias
Tiempo almacenamiento

0 dias 15 dias 30 dias

Carotenoides

9-cis-violaxantina+Neoxantina 485 31+31.20 608.61+20.20 408.49+14.44
cis-anteraxantina 13.91£0.36  16.28+1.17  13.98+1.77

Anteraxantina 145.15+7.40 183.23+£0.21 121.61+43.08
Mutatoxantina 7.12+0.94 9.79+0.85 -
Luteina 45.66+1.76 48.54+10.89 30.87+7.80
Zeaxantina

29.49+1.75  31.96+4.47  24.94+3.36

a-criptoxantina 21.04£1.51 36.58+7.74  28.69+2.66

cis-B-criptoxantina 5.33+0.71 5.94+1.94 -

B-criptoxantina 64.75£2.26 111.27+29.34 70.85+3.10
9-cis-a-caroteno 35.1842.66  24.23+4.42  40.52+13.88
o.-caroteno 18.98£0.23  19.11+4.60  17.33+1.32
Fitoeno + Fitoflueno 23.50+0.55 31.14+7.62  20.01+5.35
B-caroteno 19.4140.13  23.97+5.64  22.25+2.62

13-cis-pB-caroteno

g-caroteno

9-cis-B-caroteno 21444239  14.19+3.39  29.06+9.22

Carotenoides Totales (real) 1204.58+8.78 1340.19+3.36 1298.60+0.14

Carotenoides Totales (450nm) 914 85+44.82 1002.74+6.20 985.19+3.76
Vitamina A 10.19+0.14  14.82+4.83  11.03+1.09
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Parte Experimental

Navel

Cuadro n° 31. Valores de relacion zumo/peso, pH, °Brix y vitamina C en navel.

Recoleccion Almacenamiento Zumo/peso oH *Brix Vitamina C
(dias) (dias) (mL/100g) (mg/100mL)
0 0 56.08+0.01 3.48+0.01 11.8+0.1 52.31+0.71
0 15 55.86+0.03 3.59+0.01 12.4+0.2 51.61+0.33
0 30 55.70£0.02 3.63+0.01 12.2+0.2 52.04+0.13
14 0 56.98+0.01 3.64+0.02 11.6+0.2 53.34+0.33
14 15 56.95+0.04 3.56+0.01 11.6+0.2 52.53+1.71
14 30 56.56+0.03 3.76+0.01 11.6+0.1 50.36+0.47
28 0 50.97+£0.02 3.72+0.03 10.8+0.1 47.77+0.19
28 15 53.63+0.03 3.64+0.01 11.6+0.2 48.97+0.08
28 30 53.89+0.01 4.01£0.01 11.6+0.2 48.63+0.81

Los °Brix disminuyen y el pH aumenta con el tiempo de recoleccion.
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Parte Experimental

Cuadro n° 32. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en navel. Tiempo de recoleccion: 0 dias.

Tiempo de Recoleccion: 0 dias
Tiempo almacenamiento

0 dias 15 dias 30 dias

Carotenoides

9-cis-violaxantina+tNeoxantina 754 01+47.18 817.23+12.76 742.36x11.34

cis-anteraxantina 24.29+1.58 32.86+£1.90  26.06+0.48
Anteraxantina 224.80+£9.26  312.47£9.15 240.79+17.64
Mutatoxantina 14.05+1.28 13.42+£5.12 29.37+1.64
Luteina 53.56+4.69 60.20+£6.39  54.44+4.21
Zeaxantina 36.88+1.99 43.34+£3.40  51.47+6.31
o-criptoxantina 43.53+1.34 40.60+1.79  52.30+11.15

cis-B-criptoxantina - - -

p-criptoxantina 120.09+2.67  120.35+2.51 153.05+14.88
9-cis-a-caroteno 3539+1.59  28.27+0.66  68.28+1.93
a-caroteno 20.53+0.08  35.30+3.87  13.35+1.34
Fitoeno + Fitoflueno 35.04+0.06  14.29+0.36  53.66+9.96
p-caroteno 33214113 9.67+2.11  57.36+3.54

13-cis-fB-caroteno - - -

C-caroteno - - -

9-cis-p-caroteno 22.04+1.56  11.76+2.02  39.14+6.75
Carotenoides Totales (real)  1878.97+12.01 1896.01+7.66 2203.59+9.87
Carotenoides Totales (450nm)  1404.80+6.76 1579.50+8.28 1916.89+6.41
Vitamina A 17.2242.24  14.53+0.54  23.39+0.43
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Parte Experimental

Cuadro n° 33. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en navel. Tiempo de recoleccion: 14 dias.

Tiempo de Recoleccion: 14 dias

Carotenoides

Tiempo almacenamiento

0 dias

15 dias

30 dias

9-cis-violaxantina+tNeoxantina 31 26+6.00 723.06+14.72 582.09+9.37

cis-anteraxantina

Anteraxantina 229.06+4.49 271.14+11.71 217.88+11.31
Mutatoxantina 11.6742.65  15.93£1.05  4.99+0.92
Luteina 43.56+1.20  41.44+7.82  44.59+4.04
Zeaxantina 36.56£0.01  43.73+8.97  29.65+1.30
o-criptoxantina 41.64+0.56  21.61£0.76  48.03+2.38
cis-B-criptoxantina . - -
B-criptoxantina 86.04+96  55.10+1.00 115.34+0.38
9-cis-a.-caroteno 42.62£3.20  23.60+0.62  63.91+5.23
oL-caroteno 20.49+551  2.53+0.80  50.22+6.02
Fitoeno + Fitoflueno 17.54+7.08  10.54+3.59  34.72+1.01
p-caroteno 18.83+7.42  17.64+2.15  48.20+0.28
13-cis-pB-caroteno - - -
g-caroteno - - -
9-cis-f-caroteno 25.59+5.86  16.12£0.06  36.16+5.53

24.50+0.32

29.11£2.50

25.16+0.72

Carotenoides Totales (real)
Carotenoides Totales (450nm)

Vitamina A

1519.88+5.67 1550.60+9.89 1692.77+8.02
1252.19+£7.66 1325.294+3.76 1284.43+2.98

11.994+0.51

7.73+1.44

21.79+1.41




Parte Experimental

Cuadro n° 34. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en navel. Tiempo de recoleccion: 28 dias.

Tiempo de Recoleccion: 28 dias
Tiempo almacenamiento

0 dias 15 dias 30 dias

Carotenoides

9-cis-violaxantina+Neoxantina 8952249636 642.76+7.96 645.29+35.75

cis-anteraxantina 33.49+5.56  28.35+1.84  30.05+1.85
Anteraxantina 294.00+30.61 233.47+12.13  350.89+47.82
Mutatoxantina 25.44+4.85  9.48+0.58 17.90+1.04
Luteina 60.93+3.23  57.94+5.14  65.29+4.83
Zeaxantina 53.88+1.50  37.78+0.38  56.30+1.87
o-criptoxantina 50.14+129  57.051.50 56.30+2.84
cis-B-criptoxantina . - -

B-criptoxantina 103.07+18.38  113.93+5.22  149.16+15.66
9-cis-a-caroteno 52.05+1.73  78.95+5.35  22.09+13.32
oL-caroteno 34754221  5823+1.80  35.80+0.89
Fitoeno + Fitoflueno 44.13+4.07  52.14+0.34  25.53+0.26
p-caroteno 61.07+1.15  50.224528  29.26+0.18
13-cis-pB-caroteno . - -

g-caroteno - - -

9-cis-p-caroteno 20.85+4.96  35.51+1.26  18.84+0.51

Carotenoides Totales (real) 2349 75+3.76 1855.20+17.02 2000.12+14.86
Carotenoides Totales (450nm) 1954 53+4.67 1432.20+5.63  901.29+7.98
Vitamina A 21.64+1.05  22.68+1.02  20.24+1.89
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Parte Experimental

Navel-Lane

Cuadro n° 35. Valores de relacion zumo/peso, pH, °Brix y vitamina C en navel-

lane.
Recoleccion Almacenamiento Zumo/peso Vitamina C
(dias) (dias) (mL/100g) PH Brix (mg/100mL)
0 0 55.4740.02 3.43+0.02 10.8+0.1 51.80+0.69
0 15 57.35+£0.04 3.46+0.01 10.8+0.1 53.88+0.74
0 30 58.11+0.01 3.50+0.02 10.6+0.2 53.23+0.82
14 0 55.89+0.01 3.63+0.02 11.0+0.1 49.80+0.06
14 15 56.84+0.04 3.79+0.01 11.6+0.1 51.18+0.40
14 30 56.94+0.04 3.69+0.01 12.5+0.2 56.19+1.00
28 0 56.82+0.01 3.59+0.01 11.8+0.1 45.58+1.64
28 15 55.1840.01 3.52+0.02 11.6+0.1 45.90+0.76
28 30 55.0940.06 3.68+0.01 11.6+0.1 45.64+1.71
Los °Brix aumentan y el contenido de vitamina C disminuye con el tiempo de
recoleccion.
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Cuadro n° 36. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en navel-lane. Tiempo de recoleccion: 0 dias.

Tiempo de Recoleccion: 0 dias

Carotenoides

Tiempo almacenamiento

0 dias

15 dias

30 dias

9-cis-violaxantina+Neoxantina 93 83+96.96 532.88+61.10 806.39+60.76

cis-anteraxantina
Anteraxantina
Mutatoxantina
Luteina
Zeaxantina
o-criptoxantina
cis-B-criptoxantina
B-criptoxantina
9-cis-o.-caroteno
o.-caroteno
Fitoeno + Fitoflueno
-caroteno
13-cis-pB-caroteno
g-caroteno

9-cis-p-caroteno

22.77+£2.13

9.99+5.70
44.20+2.37
32.57+0.22
29.17+0.08
91.38+1.14
34.45+£3.48

8.98+2.72
24.33+£5.73
24.58+8.00

7.57+1.62

79.29+16.20 95.63+13.36

20.33+1.02
14.60+4.07
31.55+4.16
18.56+2.79

6.25+1.77

18.81+1.13  26.62+3.66
206.23+25.68 148.35+£18.65 246.68+37.38
16.83+2.89  10.59+4.29
39.99+11.70  48.62+7.71
29.31+4.13  33.11+1.95
40.00£2.99  34.60+4.93

50.48+5.44
37.91£2.96
43.67+0.91
43.104£3.26

14.26+0.82

Carotenoides Totales (real)
Carotenoides Totales (450nm)

Vitamina A

1596.72+5.63 1469.78+6.65 1565.00+9.06
1176.79+£3.32 1052.41+1.23 1187.46+3.24

12.44+1.01

10.89+0.54

18.28+1.41
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Cuadro n° 37. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en navel-lane. Tiempo de recoleccion: 14 dias.

Tiempo de Recoleccion: 14 dias

Carotenoides

Tiempo almacenamiento

0 dias

15 dias

30 dias

9-cis-violaxantina+tNeoxantina 736 47+18.35 815.97+5.34 554.71+18.75

cis-anteraxantina

Anteraxantina 266.30+£0.22 268.81+11.46 185.24+24.07
Mutatoxantina 16.47+3.80  18.83+3.72  15.70+0.62
Luteina 51.60+0.70  44.42+3.78  37.27+4.69
Zeaxantina 45274098  45.55+2.86  33.97+2.48
a-criptoxantina 33.4242.50  46.01+2.93  41.17+0.03
cis-B-criptoxantina - - -

p-criptoxantina 131.20426.36  174.22+2.81  138.30+1.92
9-cis-a-caroteno 23.59+3.83  38.79+6.55  77.10+£2.39
oL-caroteno 13.1142.97  44.13+6.92  49.66+7.51
Fitoeno + Fitoflueno 36.79+10.90  61.96+0.02  37.08+1.71
p-caroteno 23.2848.01  62.71£1.56  44.68+2.72
13-cis-fB-caroteno - - -

C-caroteno - - -

9-cis-f-caroteno 11.08+2.56  23.28+5.10  18.90+2.60

27.3242.61

30.31+3.49

21.10£2.43

Carotenoides Totales (real)
Carotenoides Totales (450nm)

Vitamina A

1704.20+£6.65 2088.79+11.21 1658.78+5.26

1433.72+7.01
15.86+£3.77

28.60+0.60

1661.07+2.92 1174.46+1.66

23.06+£0.92
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Cuadro n° 38. Contenido de carotenoides (ug/100g) y vitamina A (ugRE/100g)

en navel-lane. Tiempo de recoleccion: 28 dias.

Tiempo de Recoleccion: 28 dias

Tiempo almacenamiento

Carotenoides

0 dias

15 dias

30 dias

9-cis-violaxantina+Neoxantina

cis-anteraxantina

1439+1.11  26.56+1.56  30.93+2.60
Anteraxantina 193.73£3.46  229.58+14.42 310.38+19.68
Mutatoxantina 25.60+0.89  2521+£3.25  16.88+2.15
Luteina 41.04+1.14  38.86+3.59  49.14+1.47
Zeaxantina 41.7142.95  39.02+7.11  44.71+0.30
a-criptoxantina 62.99+6.48  40.71+15.11  47.99+1.40
cis-B-criptoxantina - - -
p-criptoxantina 134.41+4.02  97.08+4.76  126.12+0.75
9-cis-a-caroteno 104.63£5.48  33.64+5.28  26.10+4.68
aL-caroteno 75.49+4.04  41.46+2.68  33.29+2.13
Fitoeno + Fitoflueno 72.08+2.05  31.40+6.99  18.09+3.25
p-caroteno 71.1141.05  37.9142.04  19.94+4.33
13-cis-fB-caroteno . - -
C-caroteno . - -
9-cis-f-caroteno 30.57+3.94  19.85+1.48  10.00+0.30

663.04£1.05 711.33+£19.78 787.74+34.90

Carotenoides Totales (real)
Carotenoides Totales (450nm)

Vitamina A 29.30+0.18

17.83+1.29

2020.55+14.21 1851.75+4.36 1741.91+£8.43
1566.49+6.66 1290.38+1.21 753.87+3.27

16.56+0.41
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Evolucion del contenido de vitaminas C y A, pH, °Brix y relacion zumo/peso
durante la recoleccion y el almacenamiento de distintas variedades de naranjas y

mandarinas.

Se aplica un analisis de la varianza (ANOVA) multifactorial a los resultados
obtenidos, para las muestras analizadas, para comprobar si existen diferencias
significativas en los parametros estudiados en funcion de la variedad, la recoleccion y el

almacenamiento.

Vitamina C

Al aplicar el analisis de la varianza a los resultados obtenidos, se hallan
diferencias significativas en el contenido de vitamina C entre las distintas variedades de
citricos (p<0.01) siendo mayor el contenido de vitamina C en las naranjas (51.2
mg/100mL) que en las mandarinas (40.3 mg/100mL). En la figura n° 15 se muestra
graficamente la media de cada una de las variedades. No existen diferencias
significativas (p>0.05) segtn la fecha de recoleccion (figura n° 16), ni tampoco existen
diferencias (p>0.05) en la concentracion de vitamina C en los distintos periodos de
almacenamiento.

El andlisis de la varianza de mas de un factor (cuadro n° 39) permite poner de
manifiesto la existencia de interacciones entre los efectos de los factores estudiados
(variedad, recoleccion y almacenamiento):

Factor A: recoleccion (0, 14 y 28 dias).

Factor B: almacenamiento (0, 15 y 30 dias).

Factor C: variedad (clemenules, clemenvilla, fortuna, navelina, navel y navel-

lane).
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Figura n° 15. Concentracion media de vitamina C (mg/100mL) para cada

variedad estudiada.
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Figura n° 16. Concentracion media de vitamina C (mg/100mL) segln la fecha de

recoleccion.

49 F
48

47

T
X
1

46

vitamina C

45

a4

dias

Se llevan a cabo comparaciones entre cada variedad de naranja y mandarina con
los tres tiempos de recoleccion, y con los tres tiempos de almacenamiento. En el cuadro
n°® 39 se muestran los resultados obtenidos, se constata una interaccion significativa en

las tres comparaciones realizadas.
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Se detecta una interaccion significativa entre el tiempo de recoleccion (0, 14 y
28 dias) y el de almacenamiento (0, 15 y 30 dias). La concentraciéon de vitamina C
aumenta durante el almacenamiento en la primera recoleccion, mientras que en la
segunda (14 dias) y tercera (28 dias) disminuye, de forma mas acusada en esta ultima
(figuran® 17).

La concentracion de vitamina C varia en las diferentes variedades estudiadas
durante la recoleccion, asi en clemenules, clemenvilla y navelina dependiendo de la
fecha de recoleccion la concentracion de vitamina C aumenta en distinto grado,
mientras que en las otras tres variedades disminuye. Durante el almacenamiento el
comportamiento también es distinto, observandose un descenso en la concentracidon con
el tiempo de almacenamiento en todas las variedades excepto en clemenules y navel-
lane (véanse figuras n° 18-29).

En el cuadro n° 40 se muestran los modelos obtenidos (estadisticamente
significativos) al realizar un andlisis de regresion multiple, para cada una de las
variedades estudiadas, que nos indican la influencia de las fechas de recoleccion y del

tiempo de almacenamiento.

Cuadro n° 39. Vitamina C. Analisis multifactorial de los resultados.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de . b
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
A: recoleccion 20.2035 2 10.1018 349  0.0360
B: almacenamiento 2.6577 2 1.3289 0.46  0.6339
C: variedad 7866.95 5 1573.39 543.33  0.0000
INTERACCIONES
AB 114.331 4 28.5829 9.87  0.0000
AC 750.137 10 75.0137 25.90 0.0000
BC 76.3846 10 7.6385 2.64  0.0087
Residual 202.706 70 2.8958
Total (corregido) 9217.11 103
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Figura n° 17. Vitamina C. Interacciones entre los factores: variedad, recoleccion

y almacenamiento.
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Cuadro n° 40. Vitamina C. Modelos obtenidos.

Variedad Modelo R’ Error
Clemenules VitC=39.0278 + 0.316726 R + 0.113056 A 70.6 2.7
Clemenvilla VitC=47.1142 + 0.201081 R 32.1 3.4

Fortuna  VitC=28.8125-0.106607 R 40.1 1.6

Navelina - - -

Navel VitC=52.515-0.1075 R 50.6 1.3
Navel-lane  VitC= 52.6739 - 0.259464 R + 0.0875 A 70.4 1.6

R: fecha de recoleccion (0, 14 y 28 dias)
A: tiempo de almacenamiento (0, 15y 30 dias)

Evolucion de la vitamina C en mandarinas

Figura n° 18. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de recoleccion en

clemenules.
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Figura n° 19. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de almacenamiento en

clemenules.
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Figura n® 20. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de recoleccion en

clemenvilla.
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Figura n° 21. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de almacenamiento en

clemenvilla.
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Figura n° 22. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de recolecciéon en

fortuna.
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Figura n° 23. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de almacenamiento en

fortuna.
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Evolucion de la vitamina C en naranjas

Figura n° 24. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de recoleccion en

navelina.
Navelina
60
55
£
<>
= 50 4 —— Almacen. 0 dias
o0 —— Almacen. 15 dias
E45 -
Almacen. 30 dias
40

0 10 20 30

Tiempo recoleccion (dias)

119



Parte Experimental

Figura n° 25. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de almacenamiento en

navelina.
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Figura n° 26. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de recoleccion en navel.
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Figura n° 27. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de almacenamiento en

navel.

Navel

2 50 . % |~ Recol. 0 dias
§ —— Recol. 14 dias
E" 45 Recol. 28 dias
40 I I I
0 10 20 30

Tiempo almacenamiento (dias)

Figura n° 28. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de recoleccion en navel-

lane.
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Figura n° 29. Evolucion de la vitamina C con el tiempo de almacenamiento en

navel-lane.
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Vitamina A

Al aplicar el analisis de la varianza a los resultados obtenidos, se hallan
diferencias significativas en el contenido de vitamina A entre las distintas variedades de
citricos (p<0.01), siendo mayor en las mandarinas (46.6+2.4 equivalentes de retinol)
que en las naranjas (14.4+2.3 equivalentes de retinol). En la figura n® 30 se muestra
graficamente la media de cada una de las variedades. Existen diferencias significativas
(p<0.01) segun la fecha de recoleccion (figura n® 31), sin embargo no existen estas
diferencias (p>0.05) durante el almacenamiento.

El analisis de la varianza de mas de un factor realizado (cuadro n°® 41) nos indica
que no existen interacciones significativas (p>0.05) entre ninguno de los tres factores
estudiados (recoleccion 0, 14 y 28 dias; almacenamiento 0, 15 y 30 dias; variedad
clemenules, clemenvilla, fortuna, navelina, navel y navel-lane) (véase figura n°® 32).

Al realizar un andlisis de regresion multiple para cada una de las variedades de
naranjas y mandarinas estudiadas, solo clemenules, clemenvilla y navelina se ajustan
significativamente (p<0.05) a un modelo lineal, observandose que tanto la fecha de
recoleccion como el almacenamiento incrementan la concentracion de vitamina A

(cuadro n° 42).

Figura n® 30. Concentracion media de vitamina A (ug RE/100g) para cada

variedad estudiada.

80F B
Lo % 1
s [ ¥ ]
S [

20 % ¥ .

[ %

0Ok - =

7] o] — [} <
2 = =} Q =} £
B
E £ = T 3
5 5 s ~
O O Z

123



Parte Experimental

Figura n° 31. Concentracion media de vitamina A (ug RE/100g) segun la fecha

de recoleccion.
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Cuadro n° 41. Vitamina A. Analisis multifactorial de los resultados.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de . b
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
A: recoleccion 877.429 2 438.715 5.79  0.0047
B: almacenamiento 65.2399 2 32.6199 0.43  0.6521
C: variedad 28534.5 5 76.27 75.27  0.0000
INTERACCIONES
AB 726.735 4 181.684 240 0.0584
AC 1105.34 10 110.534 1.46  0.1740
BC 28534.5 10 56.3188 0.74  0.6820
Residual 5307.35 70 75.8193
Total (corregido) 39887.3 103
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Figura n°® 32. Vitamina A. Interacciones entre los factores: variedad, recoleccion

y almacenamiento.
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Cuadro n° 42. Vitamina A. Modelos obtenidos.

Variedad Modelo R*  Error
Clemenules VitA =46.0844 +0.210714 R + 0.0325556 A 275 17.8
Clemenvilla VitA =45.8758 +0.780824 R 31.3 135

Fortuna - - -

Navelina  VitA =7.61417 + 0.152556 A 29.0 33

Navel - - -
Navel-lane - -

R: fecha de recoleccion (0, 14 y 28 dias)
A: tiempo de almacenamiento (0, 15y 30 dias)
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pH

Al realizar el ANOVA multifactorial de los valores de pH para cada una de las
muestras estudiadas se obtiene que existen diferencias significativas (p<0.01) entre las
distintas variedades analizadas, no encontrandose diferencias significativas entre las
mandarinas (3.45+0.03) y las naranjas (3.52+0.03). En la figura n® 33 se muestran
graficamente los resultados obtenidos para cada una de las variedades. También existen
diferencias significativas (p<0.01) segin la fecha de recoleccion (figura n° 34) y el
tiempo de almacenamiento (figura n° 35).

En el cuadro n® 43 se muestra el andlisis de la varianza de mas de un factor
realizado, observandose que existe una interaccion significativa entre la variedad y la
fecha de recoleccion (p<0.01) y entre la variedad y el tiempo de almacenamiento
(p<0.01). Al final de la recoleccién el pH disminuye en navelina, mientras que en navel,
fortuna y clemenules aumenta (figura n°® 36). Tal como puede verse en la figura n°® 36, el
pH aumenta durante el almacenamiento en todas las variedades, aunque clemenules y
clemenvilla tienen un comportamiento distinto.

Si analizamos la influencia de la fecha de recoleccion y el tiempo de
almacenamiento mediante un andlisis de regresion multiple para cada una de las
variedades obtenemos que las variaciones del pH siguen un modelo lineal (cuadro n°
44).

Figura n® 33. Valor del pH para cada variedad estudiada.
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Figura n° 34. Valor del pH segun la fecha de recoleccion.
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Figura n° 35. Valor del pH seglin el tiempo de almacenamiento.
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Cuadro n° 43. pH. Andlisis multifactorial de los resultados.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F P

A: recoleccion 0.3957 2 0.1978 51.44  0.0000

B: almacenamiento 0.4602 2 0.2301 59.82  0.0000

C: variedad 0.9137 5 0.1827 47.50  0.0000
INTERACCIONES

AB 0.0327 4 0.0082 2.12  0.0869

AC 0.3020 10 0.3020 7.85  0.0000

BC 0.2118 10 0.0211 5.51  0.0000
Residual 0.2693 70 0.0038 0.0000
Total (corregido) 2.5763 103

Figura n° 36.

almacenamiento.
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Cuadro n° 44. pH. Modelos obtenidos.
Variedad Modelo R® Error

Clemenules pH=3.51611+0.00708333 R + 0.00405556 A 75.0 0.06

Clemenvilla - - -

Fortuna pH=3.18667 + 0.00904762 R + 0.00644444 A 85.0 0.06
Navelina pH =3.40292 + 0.00988889 A 71.7 0.09
Navel pH=3.47194 + 0.0077381 R + 0.00605556 A 68.1 0.01
Navel-lane  pH=3.4775+ 0.005 R 32.6 0.10

R: fecha de recoleccion (0, 14 y 28 dias)
A: tiempo de almacenamiento (0, 15 y 30 dias)
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°Brix

Al aplicar el anélisis de la varianza a los resultados obtenidos se obtiene que los
°Brix de las distintas variedades presentan diferencias significativas, siendo mayor
(p<0.01) en las mandarinas (12.7+0.2) que en las naranjas (11.2+0.2). Los °Brix de
clemenvilla y fortuna son superiores (p<0.01) que el resto (véase figura n® 37). Se
observan unas diferencias significativas a lo largo de la campana de recoleccion, siendo
significativamente mayor al final de la recoleccion (28 dias) (figura n°® 38). También se
observa un incremento significativo a los 15 dias de almacenamiento, volviendo a
aumentar a los 30 dias (figura n° 39).

El analisis de la varianza multifactorial permite poner de manifiesto la existencia
de interacciones entre los factores estudiados. En el cuadro n® 45 se muestran los
resultados obtenidos, observando que existen interacciones (p<0.01) entre las distintas
variedades y la fecha de recoleccion (figura n° 40), observandose que a lo largo de la
campafa de recoleccion los °Brix de navelina y navel disminuyen, no comportandose
del mismo modo el resto de variedades.

Al realizar un analisis de regresion multiple para poder predecir los °Brix
dependiendo de la fecha de recoleccion y del almacenamiento y segin la variedad,

obtenemos unos modelos lineales que se muestran en el cuadro n° 46.

Figura n°® 37. °Brix para cada variedad estudiada.
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Figura n° 38. °Brix segun la fecha de recoleccion.
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Figura n° 39. ° Brix segun el tiempo de almacenamiento.
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Cuadro n° 45. °Brix. Analisis multifactorial de los resultados.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de . b
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
A: recoleccion 3.0489 2 1.5245 2436  0.0000
B: almacenamiento 2.554 2 1.277 20.41  0.0000
C: variedad 105.936 5 21.1872 338.59 0.0000
INTERACCIONES
AB 0.4643 4 0.1161 1.85  0.1281
AC 12.2349 10 1.2235 19.55 0.0000
BC 0.7526 10 0.0752 1.20  0.3045
Residual 4.3802 70 0.0626
Total (corregido) 131.333 103

Figura n° 40. °Brix. Interacciones entre los factores: variedad y recoleccion.
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Cuadro n° 46. °Brix. Modelos obtenidos.

Variedad Modelo R’ Error
Clemenules °Brix = 11.0667 + 0.0190476 R + 0.0088889 A 66.7  0.19
Clemenvilla °Brix =11.66 +0.0421429 R 59.7 041

Fortuna  °Brix =13.5778 + 0.0285714 R + 0.0133333 A  66.8  0.28

Navelina  °Brix=11.375+0.02 A 39.1 043

Navel °Brix = 11.8889 - 0.0285714 R + 0.0133333 A 746  0.23
Navel-lane °Brix =10.7167 + 0.0333333 R + 0.0122222 A 503 045

R: fecha de recoleccion (0, 14 y 28 dias)
A: tiempo de almacenamiento (0, 15y 30 dias)

Relacion zumo/peso (v/p)

Al aplicar el andlisis de la varianza a los resultados obtenidos no se hallan
diferencias significativas (p<0.05), en la relacion zumo/peso (v/p) entre las mandarinas
(51.5+1.5) y las naranjas (53.1+1.4), sin embargo si que existen diferencias
significativas (p<0.01) entre cada una de las variedades. En la figura n® 41 se muestran
los resultados obtenidos. Tal como puede observarse en el andlisis realizado (cuadro
n® 47) existen diferencias significativas (p<0.01) en cuanto a la relacién zumo/peso
dependiendo de la fecha de recoleccion y también a lo largo del almacenamiento
(figuras n® 42 y 43).

El anélisis de la varianza multifactorial realizado permite poner de manifiesto la
existencia de interacciones estadisticamente significativas entre el tiempo de
recoleccion y el tiempo de almacenamiento (p<0.05), entre las variedades y el tiempo de
recoleccion (p<0.01) y entre las variedades y el tiempo de almacenamiento (p<0.01).

Con la fecha de recoleccion disminuye la relacion zumo/peso, aumentando en
distinta proporcion con el almacenamiento (figura n° 44).

Con el fin de poder predecir los cambios en la relacion zumo/peso, de las

distintas variedades de citricos con la fecha de recoleccion y el tiempo de
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almacenamiento, se realiza un analisis de regresion multiple. En el cuadro n® 48 se

muestran los modelos estadisticamente significativos obtenidos.

Figura n® 41. Relacion zumo/peso (v/p) para cada variedad estudiada.
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Figura n® 42. Relacion zumo/peso (v/p) segun la fecha de recoleccion.
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Figura n® 43. Relacion zumo/peso (v/p) segun el tiempo de almacenamiento.
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Cuadro n° 47. Relacion zumo/peso (v/p). Analisis multifactorial de los

resultados.
Origen de las Suma de Grados de Promedio de . b
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
A: recoleccion 26.8336 2 13.4168 495  0.0097
B: almacenamiento 173.135 2 86.5675 31.95 0.0000
C: variedad 1668.29 5 333.658 123.14  0.0000
INTERACCIONES
AB 33.8006 4 8.4501 3.12  0.0202
AC 359.521 10 35.9521 13.27  0.0000
BC 199.793 10 19.9793 7.37  0.0000
Residual 189.667 70 2.7095
Total (corregido) 2605.02 103
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Figura n° 44. Relacion zumo/peso

variedad, recoleccion y almacenamiento.
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(v/p). Interacciones entre los factores:
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Cuadro n° 48. Relacion zumo/peso (v/p). Modelos obtenidos.

Variedad Modelo R* Error
Clemenules Zumo/peso =48.0769 + 0.167444 A 370 3.7
Clemenvilla Zumo/peso =44.7195 + 0.26345 A 595 28

Fortuna  Zumo/peso = 63.0056 - 0.126905 R 395 2.1
Navelina  Zumo/peso=47.5867 + 0.13381 R+ 0.169167 A 59.6 2.5
Navel Zumo/peso = 56.3619 - 0.109226 R 46.8 1.5
Navel-lane Zumo/peso = 56.7478 - 0.0466667 R 355 09

R: fecha de recoleccion (0, 14 y 28 dias)
A: tiempo de almacenamiento (0, 15y 30 dias)

Influencia de la variedad sobre cada uno de los parametros analizados:

Para estudiar la influencia de cada una de las variedades, y compararlas entre si,
en cada uno de los parametros, se realiza un andlisis de regresion multiple en el que la
variable independiente serd la variedad, y dentro de estas se considera como referencia

la variedad clemenules.

Vitamina C

Las variedades clemenvilla, navelina, navel y navel-lane tienen contenidos de
vitamina C significativamente mayores que la variedad clemenules y similares entre si,

mientras que la variedad fortuna tiene una concentracion de vitamina C mucho menor,

(R* = 87.2%, p<0.01).
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Variedad Coeficiente estimado Error

Clemenvilla 5.12 1.19

Fortuna -17.84 1.15

Navelina 7.28 1.19

Navel 5.85 1.16

Navel-lane 5.20 1.16
Vitamina A

Las variedades clemenules y clemenvilla presentan mayor contenido de vitamina

A que las fortuna, navelina, navel y navel-lane, siendo el contenido en estas tres ultimas

variedades inferior a la vitamina A de las fortuna (R*= 78.4%, p< 0.01).

Variedad Coeficiente estimado Error

Clemenvilla 8.65 3.22

Fortuna -12.57 3.13

Navelina -39.62 3.22

Navel -31.61 3.13

Navel-lane -30.32 3.13
pH

El pH de la variedad clemenules es ligeramente superior al del resto, aunque no

es significativa la diferencia con la variedad navel (R*= 34.6%, p<0.01).
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Variedad Coeficiente estimado Error

Clemenvilla -0.14 0.04

Fortuna -0.26 0.04

Navelina -0.13 0.04

Navel -0.01 0.04

Navel-lane -0.09 0.04
’Brix

Los °Brix de fortuna y clemenvilla son significativamente superiores a los de
clemenules, y aunque las diferencias no son significativas también presentan mayor
°Brix las variedades: navelina y navel, mientras que la variedad navel-lane tiene menor

°Brix (R*= 81.8%, p<0.01).

Variedad Coeficiente estimado Error
Clemenvilla 1.11 0.17
Fortuna 2.71 0.16
Navelina 0.01 0.17
Navel 0.22 0.16
Navel-lane -0.10 0.16

Relacion zumo/peso (v/p)

La variedad que mayor relacion zumo/peso presenta es la fortuna, mientras que
navel-lane, navel, navelina, clemenvilla y clemenules tienen menor relacion de zumo en

orden decreciente.
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Variedad Coeficiente estimado Error
Clemenvilla 2.41 1.09
Fortuna 11.91 1.05
Navelina 3.42 1.09
Navel 6.60 1.05
Navel-lane 7.84 1.05

Clasificacion de las distintas variedades segun los parametros analizados:

Para estudiar los datos y agruparlos de forma natural segiin sus caracteristicas

(vitamina C, vitamina A, pH, °Brix y relacion zumo/peso), realizamos un analisis de los

componentes principales y un andlisis discriminante de los resultados. A continuacion

se comentan los resultados obtenidos.

El andlisis discriminante realizado indica que de los parametros analizados son

la concentracion de vitamina A y en menor medida la de vitamina C las que van a

permitir diferenciar entre naranjas y mandarinas (cuadro n® 49 y figura n°® 45).

Cuadro n° 49. Coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que

se utilizan para discriminar entre naranjas y mandarinas.

Funcion discriminante

1
Vitamina A -1.0118
pH 0.2804
°Brix -0.3127
Vitamina C 0.9745
Zumo/peso (v/p) 0.7310
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Figura n°® 45. Mandarinas y naranjas. Funciones discriminantes: representacion

gréfica.
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En el cuadro n°® 50 se muestra la tabla de clasificacion de naranjas y mandarinas,

y el porcentaje de aciertos en la prediccion. El porcentaje de los casos correctamente
clasificados es del 100%.

Cuadro n° 50. Clasificacion de naranjas y mandarinas, y el porcentaje de aciertos

en la prediccion.

PREDICCION: CLASE

Tamaio \\\ jarinas Naranjas
grupo
. 52 0
Mandarinas 52 (100.00%) (0.00%)
. 0 52
Naranjas 52 (0.00%) (100.00%)
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La pH, °Brix, vitamina C, relacién zumo/peso (v/p) y vitamina A son los
pardmetros que mas varian en las distintas variedades de naranjas y mandarinas y que
nos permitiran diferenciarlas (cuadro n® 51 y figura n°® 46). Si se observa la figura n° 47,
se ve como la variedad fortuna es claramente diferente al resto, sobre todo por las
diferencias en °Brix (presenta mayor °Brix que el resto) y menor concentracion de
vitamina C. Las otras cinco variedades podemos clasificarlas en dos grandes grupos, por
una parte clemenules y clemenvilla (que tienen mayor contenido de vitamina A) y por

otro navel, navel-lane y navelina que son dificiles de separar.
En el cuadro n° 52 se muestra la tabla de clasificacion de variedades de naranja

y mandarina, y el porcentaje de aciertos en la prediccion. El porcentaje de los casos

correctamente clasificados es del 81.7%.

Figura n° 46. Naranjas y mandarinas. Analisis de los principales componentes.
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Cuadro n° 51. pH, °Brix, vitamina C, relacion zumo/peso (v/p), vitamina A:
coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que se utilizan para

discriminar las variedades.

Funciones discriminantes

1 2 3 4 5
pH 204975  -0.0617 -0.4855 03694  0.7491
°Brix 0.8172 -0.1507 05606  0.5606  0.4437
Vitamina C -0.8213  -0.0184  0.6314  0.6314  0.0798
Relacion 0.0833 04681  0.1360  0.1360  0.1983
zumo/peso (v/p)

Vitamina A 0.0896 09316  0.0709  0.0709  0.1712

Figura n® 47. Variedades de naranjas y mandarinas. pH, °Brix, vitamina C,

relacion zumo/peso (v/p), vitamina A: funciones discriminantes: representacion grafica.
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Cuadro n° 52. pH, °Brix, vitamina C, relacion zumo/peso (v/p), vitamina A:

Clasificacion de las variedades y el porcentaje de aciertos en la prediccion.

PREDICCION: VARIEDADES

=) g = ] g

Q = : s p— <

S8 £ z g S = -

£E5 E s £ 5 2 3

s 5 £ =) S Z = 2

= 2 2 = z. ]

o @) p4

Clemenules 18 18 0 0 0 0 0
(100.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%)

Clemenvilla 16 2 14 0 0 0 0
(12.50%) (87.50%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%)

Fortuna 18 0 0 18 0 0 0
(0.00%)  (0.00%) (100.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%)

Navel 18 0 0 0 13 4 1
(0.00%) (0.00%) (0.00%) (72.22%) (22.22%) (5.56%)

Navelina 18 0 0 0 6 12 0
(0.00%)  (0.00%) (0.00%) (33.33%) (66.67%) (0.00%)

Navel-Lane 16 0 0 0 4 2 10

(0.00%) (0.00%) (0.00%) (25.00%) (12.50%) (62.50%)
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Clasificacion de las distintas variedades segun su perfil carotenoide:

Los parametros analizados anteriormente nos permiten diferenciar algunas de las
variedades, pero a continuacién vamos a ver si el perfil carotenoideo puede definir cada

una de ellas, y en caso de ser asi que carotenoides tendrian més importancia.

Los coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que se utilizan
para discriminar las naranjas de las mandarinas se muestran en el cuadro n° 53.

Para desarrollar un modelo discriminante de las clases de citricos (naranjas y
mandarinas) se utilizan 104 casos, determinando que 6 variables permiten hacer
predicciones significativas sobre las dos clases de citricos (naranjas y mandarinas)

(véase figura n°® 48). El porcentaje de los casos correctamente clasificados es del 100%.

Cuadro n° 53. Coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que

se utilizan para discriminar entre naranjas y mandarinas. Carotenoides.

Funcion discriminante

1
9-cis-violaxantina+Neoxantina -1.4634
cis-anteraxantina 1.0862
Mutatoxantina 0.3707
a-criptoxantina -0.6246
B-criptoxantina 0.6133
B-caroteno 0.3835
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Figura n° 48. Carotenoides. Mandarinas y naranjas. Funciones discriminantes:

representacion grafica.
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Si ademads se tienen en cuenta todos los parametros analizados, son la vitamina C
y la 9-cis-violaxantina + neoxantina, principalmente, los que permitirian diferenciar las
naranjas de las mandarinas (cuadro n°® 54 y figura n° 49).

De las 104 observaciones utilizadas para establecer el modelo predictivo, se

clasificaron correctamente el 100%.
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Cuadro n° 54. Coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que

se utilizan para discriminar entre naranjas y mandarinas.

Funcion discriminante

1
9-cis-violaxantina+Neoxantina -1.1426
cis-anteraxantina 0.7944
a-criptoxantina -0.6003
B-criptoxantina 1.0023
Fitoeno+Fitoflueno 0.5879
E-caroteno -0.9563
pH -0.3554
°Brix 0.3235
Vitamina C -1.2227

Figura n® 49. Mandarinas y naranjas. Funciones discriminantes: representacion

grafica.
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Para poder diferenciar las distintas variedades, ademas de la concentracion de
vitamina C y de 9-cis-violaxantina + neoxantina, participaria principalmente también la
a-criptoxantina. Excepto para navel y navel-lane, las diferentes variedades presentan un
perfil caracteristico, que permite diferenciarlas perfectamente (cuadro n° 55 y figura n°
50).

De las 104 observaciones utilizadas, se clasificaron correctamente el 98.1%. En
el cuadro n® 56 se muestra la clasificacion de las variedades estudiadas y el porcentaje

de aciertos en la prediccion.

Cuadro n° 55. Coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que

se utilizan para discriminar entre las variedades.

Funcion discriminante

1 2 3 4 5
9-cis-violaxantina+Neoxantina -0.8482 0.3555 0.1783 -0.1915 -1.3545
cis-anteraxantina -0.0602 0.0682 -1.2040 0.1783 0.8492
Mutatoxantina -0.0511 0.1774 0.1477 0.7865 0.4502
Luteina 0.3066 -0.1784 0.3078 -0.0891 1.3814
a-criptoxantina -0.7799 0.3658 -0.1933 -0.0054 -0.1972
cis-B-criptoxantina 0.2718 -0.2081 0.9265 0.0777 0.3460
B-criptoxantina 0.4945 -1.0569 -0.8194 -0.2125 -0.5765
Fitoeno+Fitoflueno 0.3816 0.0403 0.2242 0.5113 -0.4761
C-caroteno -0.0825 1.0648 0.0788 -0.0272 -0.1076
9-cis-p-caroteno -0.1790 -0.4253 -0.5984 -0.1237 0.9769
°Brix 0.4323 0.7150 0.1547 0.2219 0.3220
Vitamina C -0.7177 -0.2203 0.2739 0.2641 0.2667
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Figura n° 50. Variedades. Funciones discriminantes: representacion grafica.
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Cuadro n° 56. Carotenoides, °Brix y vitamina C: Clasificacion de las variedades

y el porcentaje de aciertos en la prediccion.

PREDICCION: VARIEDADES

7] ] [}
= %) — =
= o = = < — g =
EE S I z
< j= > )
=% & 5 gz 2
@) Q p4
18 0 0 0 0
Clemenules
(100.00%)  (0.00%) (0.00%)  (0.00%) (0.00%) (0.00%)
0 16 0 0 0 0
Clemenvilla 16
(0.00%)  (100.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%)
0 0 18 0 0 0
Fortuna 18
(0.00%) (0.00%) (100.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%)
0 0 0 16 2 0
Navel 18
(0.00%) (0.00%) (0.00%) (88.89%) (11.11%) (0.00%)
0 0 0 0 18 0
Navelina 18
(0.00%) (0.00%) (0.00%)  (0.00%) (100.00%) (0.00%)
0 0 0 0 0 16
Navel-Lane 16
(0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (0.00%) (100.00%)
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4.3.6.- CONCLUSIONES

a) Se pueden clasificar los citricos agrupandolos en naranjas y mandarinas, con
el 100% de aciertos en la prediccion, determinando los parametros:
1. Vitaminas Ay C.
2. Seis carotenoides: 9-cis-violaxantina + neoxantina, cis-anteraxantina,
mutatoxantina, o y B-criptoxantina y [3-caroteno.
3. Vitamina C y 9-cis-violaxantina + neoxantina.
b) Se pueden clasificar correctamente las 6 variedades de citricos estudiados
(clemenules, clemenvilla, fortuna, navel, navelina y navel-lane):
1. Con un 81.7% de aciertos en la prediccion con la determinacion de los
parametros: pH, °Brix, relaciéon zumo/peso, vitamina A y vitamina C.
2. Con un 98.1% de aciertos en la prediccion con la determinacion de los

parametros vitamina C, 9-cis-violaxantina + neoxantina y a-criptoxantina.
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4.4.- ZUMOS COMERCIALES

4.4.1.- DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

Se hizo un estudio de mercado de las diferentes marcas comerciales de zumos y
néctares de naranja de mayor consumo en nuestro pais. Las muestras analizadas fueron
once zumos y tres néctares de naranja adquiridos del comercio. Entre estos, se
seleccionaron zumos de naranja que se conservasen en refrigeracion (a base de
concentrado o no) y a T* ambiente (s6lo a base de concentrado). Como puede verse en
el cuadro n® 57, todos los néctares analizados no necesitaban de refrigeracion y se
habian obtenido a base de zumo concentrado.

Todos los zumos y néctares comerciales se encontraban dentro de su periodo de

vida util. Tres envases del mismo lote de cada muestra se analizaron por triplicado.

Cuadro n°® 57. Descripcion de zumos y néctares de naranja comercializados.

Tipos de zumos Codigo
2 9
Q 1) Fg 2B
B =
5 © 9 3B
&0 igl=
< ‘E :CZD 3 4B
2 ~
é 1A
< 5C
Z
=
= . 6C
5 § 7C
2 < 5 8C
N 5 g
2 ° 9C
£ =
& 9 10C
S 2
< 11C
% 3 12D
< _Z
==
SE-P 13D
\E <
z 14D

152



Parte Experimental

4.4.2.- PARAMETROS A ANALIZAR

Se determinan: pH, °Brix, contenido de carotenoides y de vitamina C.

Instrumentacion, material, reactivos y descripcion del método (véase el apartado

43.4).

4.4.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de pH, °Brix y el contenido de vitamina C encontrados para los

néctares y zumos de naranja comercializados pueden verse en el cuadro n° 58. En todos

los casos, los contenidos de vitamina C hallados en las muestras son superiores a los

indicados en las etiquetas de los zumos y néctares de naranja correspondientes.

Cuadro n° 58. Valores de pH, °Brix y vitamina C en zumos y néctares de naranja

comercializados.
Tipos de zumos Cadigo pH ° Brix | Vit C (mg/100mL)

g g ?‘; 2B 348 | 11.0 59.74+2.08

gb _‘.: ‘§ 3B 3.65 | 11.6 38.17+1.71

« E 25 4B 352 | 124 38.8140.46

Z 1A 375 | 116 35.30+1.85

% 5C 380 | 11.6 80.12+0.37

z 6C 355 | 112 38.98+0.28

2 é 7C 3.64 | 112 74.75+2.84

- 3 5 8C 375 | 114 87.66:0.93

N e S 9C 376 | 112 27.76+0.73

3 é 10C | 365 | 108 27.44+0.60

2 ig 11C 3.55 | 118 61.79+0.25

y = 12D 343 | 108 21.52:£0.06
é = 2 13D 364 | 58 67.00+0.60
z = 14D 325 | 56 34.58+0.29
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Se puede ver que los contenidos de vitamina C varian mucho de unas muestras a
otras, llegando a ser cuatro veces superiores en algunos productos.
A continuacion se presentan los contenidos de carotenoides de los néctares y

zumos de naranja comercializados (cuadros n° 59-61 y figuras n® 51-52, 54-57 y 59-66).

NECTARES:

El contenido de carotenoides en los tres néctares de naranja analizados puede

verse en el cuadro n® 59 y en las figuras n® 51-52 y 54.

Figura n° 51. Contenido de carotenoides en néctar de naranja comercial: 12D.
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Figura n° 52. Contenido de carotenoides en néctar de naranja comercial: 13D.
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Se observa que en los néctares 12D y 14D no se ha detectado el B-caroteno, sin
embargo en el cromatograma del néctar 13D (figura n° 53) es el carotenoide mayoritario
(cuadro n° 59 y figuras n® 51-54). El espectro del B-caroteno (correspondiente al pico
cromatografico con tiempo de retencion 13.05 min) en el néctar 13D es similar al
espectro del estdndar comercial y, al tener gran cantidad de éste (577.26 ug/100g),
incrementa mucho el contenido en vitamina A de este néctar, siendo de todos los
productos analizados (néctares y zumos) el que mayor contenido de vitamina A

presenta.
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Figura n° 53. Cromatograma del néctar de naranja 13D.

Figura n°® 54. Contenido de carotenoides en néctar de naranja comercial: 14D.

150 4
100 7
] ¢ o
50 3 &
] © o
0 B ‘I Il I‘ ‘
0 20 min

14D

9-cis-B-caroteno I
(-caroteno

13—cis-[3-caroten07
B-caroteno
Fitoeno+Fitoflueno

Fitoeno | S

a-caroteno
9-cis-a-caroteno

7,8,7',8'-tetrahidroIicopenoi=
[-Criptoxantina

cis-B»Criptoxantina7
u—Criptoxantina7

Zeaxantina
Luteina
Mutatoxantina

Anteraxantina |

Carotenoides

cis-Anteraxantina
9-cis-violaxantina+neoxantina

Neocromo_ (T

0 5 10 15 20 25

156




Parte Experimental

9-cis-f-caroteno

Carotenoides Totales (real):

Vitamina A

1.74+0.18

102.26+0.18

205.18+4.46 939.77+10.18 293.53+18.66
Carotenoides Totales (450 nm): 165.16+£9.33 868.39+5.04 215.10+13.43

3.00+0.02

ZUMOS REFRIGERADOS

Cuadro n® 59. Contenido de carotenoides en néctares de naranja
comercializados.
Carotenoides Muestra
12D 13D 14D
Neocromo 8.57+0.02  12.22+2.24  10.08+0.12
9-cis-violaxantinat+Neoxantina - - -
cis-anteraxantina - - -
Anteraxantina - - -
Mutatoxantina 14.95+1.09 19.26+1.80  18.88+0.12
Luteina 14.40+1.68 13.61+0.17  17.72+1.51
Zeaxantina 12.14+1.01 17.21+0.08  20.69+1.51
o-criptoxantina - 4.47+0.24 -
cis-B-criptoxantina - 4.47+0.25 -
B-criptoxantina 13.64+0.94  25.18+0.56  28.37+0.89
7,8,7',8'-tetrahidrolicopeno 3.67£1.04 4.22+0.31 10.40+2.22
9-cis-a-caroteno - - -
o-caroteno - 36.53+0.56 -
Fitoeno 4.31+0.08 3.11+0.03 7.35+1.42
Fitoeno+Fitoflueno - - -
-caroteno - 577.26£7.34 -
13-cis-B-caroteno - 88.05+2.83 -
g-caroteno 7.32+0.04 8.88+0.09 7.81£2.36

Las muestras 2B, 3B y 4B corresponden a zumos de naranja exprimidos (no a

base de concentrado), y la muestra 1A es un zumo a base de concentrado. El contenido
de carotenoides de éstas muestras puede verse en el cuadro n° 60 y en las figuras n® 55-

57y 59.

157



Parte Experimental

Figura n°® 55. Contenido de carotenoides en zumo refrigerado de naranja

exprimida: 2B.
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Figura n® 56. Contenido de carotenoides en zumo refrigerado de naranja

exprimida: 3B.
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Figura n® 57. Contenido de carotenoides en zumo refrigerado de naranja

exprimida: 4B.
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En el cromatograma correspondiente al zumo de naranja 4B (figura n° 58), el
espectro de la B-criptoxantina (correspondiente al pico cromatografico con tiempo de
retencion 10.485 min) es similar al espectro del estdindar comercial y, al tener una gran

cantidad (609.84 nug/100g), incrementa el contenido de vitamina A de este zumo.

Figura n° 58. Cromatograma del zumo de naranja 4B.
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Figura n° 59. Contenido de carotenoides en zumo refrigerado de naranja a base

de concentrado: 1A.
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El contenido de B-criptoxantina es muy bajo en la muestra 1A, siendo también
menor el contenido de a-criptoxantina y 3-caroteno, y no detectandose o y {-caroteno.
Por este motivo el contenido en vitamina A de este zumo es muy inferior al resto de
zumos de naranja refrigerados. Esta muestra es el Ginico zumo de naranja refrigerado

proveniente de concentrado.
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Cuadro n°® 60. Contenido de carotenoides en zumos de naranja comerciales

refrigerados.
. Muestra
Carotenoides
2B 3B 4B 1A
Neocromo - - - -
O-cis-violaxantina+Neoxantina  165.75£7.02  143.28+19.07 200.1549.76 = 84.99+3.36
cis-anteraxantina - - - -
Anteraxantina 73.69+5.86 63.20+£9.07 133.914£9.76 ~ 58.98+0.02
Mutatoxantina 22.68+1.46 23.00+0.14 36.2542.32 18.16+0.09
Luteina 39.51+6.41 25.86+2.48 34.87+1.96 33.08+3.15
Zeaxantina 34.5442.56 34.76+1.10 69.16+1.66 32.154+2.76
a-criptoxantina 14.36+0.60 21.68+1.26 16.21+£0.02 8.55+0.93
cis-PB-criptoxantina 8.50+0.32 - 34.08+0.65 -
B-criptoxantina 78.40+2.87 93.234+8.56  609.84+26.20  15.98+4.36
7,8,7',8'-tetrahidrolicopeno - - - -
9-cis-o-caroteno - - - -
a.-caroteno 18.59+3.38 21.83+1.4 15.17+4.01 -
Fitoeno 18.10£1.20 - - -
Fitoeno+Fitoflueno - 10.21+6.13 101.53+1.92 1.5240.53
[-caroteno 18.84+3.38 13.02+1.94 135.42+1.56 8.21+1.17
13-cis-pB-caroteno - - - -
C-caroteno - - 28.53+3.28 -

9-cis-B-caroteno

Carotenoides Totales (real)
Carotenoides Totales (450nm)
Vitamina A

856.11+10.26 806.49+133.06 2065.73+37.68 467.93+22.37

771.65+£0.49 408.54+114.03 1966.37+16.33 217.82+15.98

11.20+1.05

11.72+4.02

76.86+0.60

2.70+0.50
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ZUMOS NO REFRIGERADOS A BASE DE CONCENTRADO

El contenido en carotenoides de los zumos de naranja no refrigerados a base de

concentrado puede verse en el cuadro n® 61 y en las figuras n° 60-66.

Figura n° 60. Contenido de carotenoides en zumo de naranja no refrigerado a

base de concentrado: 5C.
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Figura n° 61. Contenido de carotenoides en zumo de naranja no refrigerado a

base de concentrado: 6C.
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Figura n° 62. Contenido de carotenoides en zumo de naranja no refrigerado a

base de concentrado: 7C.
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Figura n° 63. Contenido de carotenoides en zumo de naranja no refrigerado a

base de concentrado: 8C.
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Figura n® 64. Contenido de carotenoides en zumo de naranja no refrigerado a

base de concentrado: 9C.
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Figura n® 65. Contenido de carotenoides en zumo de naranja no refrigerado a

base de concentrado: 10C.
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Figura n® 66. Contenido de carotenoides en zumo de naranja no refrigerado a

base de concentrado: 11C.
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Cuadro n° 61. Contenido de carotenoides en zumos de naranja no refrigerados a

base de concentrado.

Carotenoides 5C 6C 7C 8C
Neocromo 19.2543.72 12.71£1.75  7.40+0.60 9.94+0.27
9-cis-violaxantina+Neoxantina - - - -
cis-anteraxantina - - - -
Anteraxantina - - - -
Mutatoxantina 38.97+£12.09 17.37£2.37 15.65£0.07  28.30+0.49
Luteina 22.30+£6.41 16.9442.48 10.94+0.36  29.41+£1.98
Zeaxantina 20.86£5.17 23454291 17.74+40.28  39.93+1.02
o-criptoxantina - - - 9.4440.65
cis-PB-criptoxantina 29.18+3.95 - 16.38+0.18 7.96+1.3
[B-criptoxantina 103.67£26.20 32.11+1.38  78.1243.05  39.61+6.23
7,8,7',8'-tetrahidrolicopeno 24.8242.04  8.25+1.23 7.60+0.28 8.00+0.89
9-cis-a-caroteno - - - -
oa-caroteno - - - -
Fitoeno - 4.44+1.89 - 6.77£1.89
Fitoeno+Fitoflueno 42.52+2.56 12.2240.25 -
[-caroteno - - - -
13-cis-p-caroteno - - - -
C-caroteno 17.46£1.62  4.82+0.76 6.58+0.18 7.94+1.51

9-cis-p-caroteno

Carotenoides Totales (real):

Carotenoides Totales (450 nm):

Vitamina A:

729.45+14.21 341.84+7.04 358.04+12.13 439.14+26.53
569.36+£0.19 288.44+0.25 298.95+16.24 346.41+15.35

10.05+0.04

3.07+0.05

7.03+0.02

3.954+0.23
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Cuadro n° 61. Contenido de carotenoides en zumos de naranja no refrigerados a

base de concentrado. Continuacion.

Carotenoides 9C 10C 11C
Neocromo 8.44+2.49 15.19£0.29  15.5445.70
9-cis-violaxantina+Neoxantina - - -
cis-anteraxantina - - -
Anteraxantina - - -
Mutatoxantina 22.72+8.94 49.07+0.31 33.92+8.73
Luteina 20.89+0.16  49.33+0.53  24.32+5.95
Zeaxantina 38.23+£3.72  75.95£3.76  34.21+2.18
o-criptoxantina 10.78+1.70 15.41+£0.51 11.07+0.05
cis-B-criptoxantina - 11.03+1.68 10.50+0.24
[-criptoxantina 35.66+5.23 67.94+9.04 58.64+2.01
7,8,7',8'-tetrahidrolicopeno 9.51+£0.45 12.92+1.75 5.47+1.29
9-cis-a-caroteno - - -
o-caroteno 15.22+0.25 - -
Fitoeno 7.71£1.58 13.67+5.70 -
FitoenotFitoflueno - - 3.74+1.43
[-caroteno - - 4.74+1.45
13-cis-pB-caroteno - - -
C-caroteno 15.15+0.54 12.7443.67 5.05£1.06

9-cis-fB-caroteno

Carotenoides Totales (real): 468.03+£35.21 808.06+156.75 547.33+£33.69
Carotenoides Totales (450 nm): 353.26+£6.30 615.10£100.41 260.69+43.63

Vitamina A: 5.48+0.46 6.70+0.49 6.08+0.06

El a-caroteno solo estd presente en la muestra 9C y el B-caroteno solamente en
la 11C, en el resto de muestras no se han detectado.

El C-caroteno y la B-criptoxantina se encuentran en todos los zumos de este
grupo, siendo la muestra SC la de mayores contenidos y la 6C la de menores. Como
puede observarse en el cuadro n° 61 la concentraciéon de vitamina A es mayor en el
zumo 5C y ello es debido, en gran parte, a que la cantidad de B-criptoxantina en esta

muestra es superior a las demas y, en algunos casos es incluso tres veces mayor.
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VITAMINA A

Como se ha indicado anteriormente, el zumo 4B y el néctar 13D tienen un
marcado contenido en vitamina A debido a la enorme cantidad de B-criptoxantina en el
primero y de [-caroteno en el segundo, ambos con espectros similares a los
carotenoides comerciales. Se observa que, excluyendo las anteriores muestras, los
zumos tienen mayor concentracion de vitamina A que los néctares, excepto la muestra

1A (figuran® 67).

Figura n° 67. Contenido de vitamina A en zumos y néctares comerciales de

naranja.
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4.4.4.- CONCLUSIONES

La importancia del consumo de zumos de fruta se debe a su elevado contenido
de vitaminas. Los zumos y néctares de naranja son los de mayor produccion a nivel
mundial. En este trabajo se ha comprobado que la calidad nutricional, vitaminas A y C,
es muy distinta de unas muestras a otras.

En todos los productos estudiados, néctares y zumos, el contenido de vitamina C
encontrado es superior al indicado en la etiqueta, pero existe gran variabilidad en los
resultados llegando a ser en algunos productos el contenido de vitamina C cuatro veces
superior al de otros.

El analisis cromatografico realizado, generalmente, no diferencia la vitamina A
natural de la comercial, si ésta se afiade antes del tratamiento térmico, sin embargo si se
conoce su procedencia si su adicion es posterior, como ocurre en el caso del néctar 13D
y del zumo 4B, donde se ve como algunos carotenoides tienen un espectro
cromatografico igual al de los patrones de que dispone la industria. El contenido de
vitamina A en el néctar 13D es cincuenta veces superior al de otras muestras.

Diecisiete carotenoides diferentes (cis y trans) se cuantificaron en los zumos y
néctares analizados. Generalmente se obtienen concentraciones de vitamina A mas
pequenas en los néctares que en los zumos de naranja a base de concentrado, siendo las
concentraciones de vitamina A mayores en zumos exprimidos que en zumos a base de
concentrado. Hay diferencias importantes en los carotenoides cuantificados para cada
tipo de muestra, la 9-cis-violaxantina + neoxantina aparece sélo en los zumos
refrigerados, siendo en este grupo la mezcla 9-cis-violaxantina + neoxantina los
carotenoides mayoritarios. Por otro lado, tanto en zumos como en néctares, a base de
concentrado y no refrigerados, los carotenoides neocromo y 7,8,7',8'-tetrahidrolicopeno
han sido identificados, sin embargo no se han encontrado en las otras muestras.

El pH y los °Brix de estos productos es muy homogéneo exceptuando el néctar
14D, que tiene valores muy bajos para ambos parametros y el néctar 13D, cuyos °Brix

son aproximadamente la mitad de la media, como en el anterior.
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4.5.- ZUMO MEZCLA DE NARANJA-ZANAHORIA

4.5.1.- ELECCION DE LA MUESTRA

Como ya se ha comentado en la introduccidn, el zumo mezcla de naranja-
zanahoria tiene una gran aceptacion por parte de los consumidores, debido a sus
excelentes y particulares caracteristicas sensoriales y nutritivas, proporcionando un
aumento en la calidad del producto (carotenoides, vitamina C, color, etc.), siendo el
factor que mas contribuye en la aceptacion por parte del consumidor y que aumenta el

valor afiadido del producto (Bureau & Bushway, 1986; Stern, 1998).

4.5.2.- DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Una industria elaboradora de zumos fabrico el zumo mezcla de naranja-
zanahoria (80:20, v/v), el cual fue envasado asépticamente y congelado a -40°C hasta el
momento de su andlisis. También se prepard otro zumo mezcla (con la misma
proporcion de ambos zumos) para comprobar la vida util, en la planta piloto del IATA,

siguiendo el mismo método de obtencion.

4.5.3.- PREPARACION

El procedimiento para obtener el zumo mezcla de naranja-zanahoria fue:
después de un apropiado lavado e higienizacion de las naranjas, se extrajo el zumo
(extractores de zumo FMC con un tamiz de 2 mm ) y se introdujo en un tanque. El
zumo de zanahoria se obtuvo después de lavar la hortaliza primero con una disolucion
diluida de hidroxido sodico y después con agua potable. A continuacién se tritura y el
zumo se tamiza y mezcla con naranja (80% naranja y 20% zanahoria, v/v). El zumo
mezcla se almacena en envases Elopack en congelacion (-40°C) durante 132 dias.

Periddicamente se analizaron las muestras por triplicado.
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En el momento de su analisis, el zumo se filtra con un filtro con diametro de
poro de 0.23 mm (protegiéndolo de la luz), y a continuacidn se utiliza la muestra como

blanco o se trata por pasteurizacion o por pulsos eléctricos de alta intensidad.

4.5.4.- PARAMETROS A ANALIZAR

Se determinan el contenido de carotenoides y de vitamina C.
Instrumentacion, material, reactivos y descripcion del método (véase los

expuestos en el apartado 4.3.4.).

4.5.5.- TRATAMIENTO POR CALOR

La intensidad del tratamiento térmico dado a las muestras de estudio (98 °C,
21 s) es similar al que aplican las industrias que elaboran zumo refrigerado. Para tratar
las muestras se us6 un equipo ARMFIELD FT74P con una placa intercambiadora. El
zumo guardado en un tanque de alimentacion es impulsado por una bomba hacia el
intercambiador de calor, donde se alcanzan las condiciones de tratamiento (98 °C, 21 s).
Después del tratamiento, el zumo es enfriado con agua proveniente de un sistema
refrigerador (ARMFIELD FT61), se empaqueta y se almacena hasta el momento del
analisis.

El zumo de naranja calentado a 90-99 °C durante 15-30 s es el que normalmente

se elabora en la practica comercial (Braddock, 1999).

4.5.6.- TRATAMIENTO POR PEAI

El objetivo de este estudio es evaluar los efectos de los Pulsos Eléctricos de Alta
Intensidad al aplicar campos eléctricos de diferente intensidad (25, 30, 35 y 40 kV/cm)
y diferentes tiempos de tratamiento (30-340 us), a zumos mezcla de naranja-zanahoria
(80:20, v/v) preparados por una industria y envasados asépticamente. Todo ello para
comprobar el mejor tratamiento que se pueda aplicar a nuestro producto, con una buena

inactivacion de microorganismos y enzimas, y que al mismo tiempo tenga contenidos en
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vitamina A y C lo mas parecidos al zumo fresco. Paralelamente se le aplica también, al
mismo zumo mezcla de naranja-zanahoria, un tratamiento de pasteurizacion
convencional y se utiliza una alicuota sin tratar como blanco.

Para tratar las muestras se uso un sistema continuo de PEAI OSU-4D, disefiado
por la Universidad Estatal de Ohio. Se conectaron en serie seis camaras de tratamiento
co-field con un diametro de 0.23 cm y una distancia de abertura de 0.293 cm. Dos
serpentines enfriados se conectan antes y después de cada par de cdmaras, y se
sumergen en un bafio refrigerado para mantener la temperatura de tratamiento dentro del
rango designado. La temperatura se monitoriza con un termopar. La forma del pulso, el
voltaje y la intensidad en las cdmaras de tratamiento se registran con un osciloscopio
digital (Tektronix TDS 210, Tektronix Inc., OR EE.UU.). El flujo se fija en 60 mL/min
con una bomba peristaltica. Se selecciona un tiempo de duracion del pulso bipolar de
onda cuadrada de 2.5 ps. Para decidir sobre las condiciones mas apropiadas para los
PEAI, se probaron un niimero variable de condiciones de tratamiento. El intervalo del
tiempo de tratamiento vari6 entre 30 y 340 ps y el campo eléctrico se ajusto a 25, 30, 35
y 40 kV/cm. Las muestras se recogieron después de cada tratamiento y se analizaron por

duplicado. Cada tratamiento se realizo por duplicado.

4.5.7.- VIDA UTIL (2 Y 10°C)

El objeto de estudiar la cinética de degradacion del acido ascorbico y de los
carotenoides de un zumo mezcla de naranja-zanahoria tratado por PEAI o por calor es
obtener un método de conservacion con la minima pérdida de calidad y valor nutritivo,
y establecer la vida util en refrigeracion, segiin las condiciones de PEAI y de calor
aplicadas, ademas de observar las variaciones del pH y de los °Brix. Para ello, una vez
seleccionado el mejor tratamiento por PEAI se estudia la evolucion de los distintos
parametros en el zumo tratado y almacenado a 2 y 10°C, y se comparan los resultados
con los del blanco o con los tratados por calor.

Se eligieron las condiciones de PEAI con los siguientes parametros

seleccionados: campo=25 kV/cm; tiempo de tratamiento= 280 us; amplitud de pulso=
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2 us; temperatura del bafio= 35°C. Alcanzando las muestras, en los distintos
tratamientos, unas temperaturas maximas de 68 y 65°C, respectivamente.

Por otro lado, el segundo zumo mezcla, elaborado en el IATA, se traté por PEAI
con los siguientes pardmetros seleccionados: campo=25 kV/cm; tiempo de tratamiento=
330 us; amplitud de pulso= 2 us; temperatura del bafio= 35°C. Alcanzando el zumo
mezcla una temperatura maxima de 74°C.

Todos los envases, herméticamente cerrados, se almacenan en dos camaras (2°C
y 10°C), en oscuridad y con control de la humedad relativa. Las muestras (PEAI y calor)
almacenadas a 2°C se analizaron después de 18, 35, 53 y 70 dias, y las almacenadas a

10°C se analizaron después de 7, 25, 42 y 60 dias.

4.5.8.- ALMACENAMIENTO DEL ZUMO FRESCO A -40°C

La congelacion de zumos de frutas y vegetales es una practica comtn en la
industria para mantener su calidad durante largos periodos de tiempo. Sin embargo,
durante el almacenamiento en congelacion de los alimentos pueden darse importantes
cambios nutricionales, aparecer aromas no deseados (off-flavour), y cambios en el color
y/o textura, ya que los sistemas enzimaticos pueden permanecer activos incluso a
temperaturas por debajo de cero (Rodriguez-Saona et al., 1995; Lisiewska & Kmiecik,
2000; Sahari et al., 2004). Lisiewska y Kmiecik (2000) estudiaron el efecto del periodo
de almacenamiento y de la temperatura en la composicion quimica y en la calidad
organoléptica de unos botes de tomates congelados de dos variedades diferentes, y
encontraron diferencias significativas en los contenidos de vitamina C, carotenoides y
B-caroteno para cada variedad de tomate. Después de 6 meses de almacenamiento en
congelacidn, estos tomates, en comparacion con la materia prima, contenian 38 y 26%
menos vitamina C, 18 y 7% menos carotenoides, y 21 y 7% menos [-caroteno.
Lisiewska et al. (2004) obtuvieron que el nivel de B-caroteno era estable en todas las
muestras de eneldo durante la congelacion y el almacenamiento en congelacion (-20,
-30 y -40°C) durante mas de 3 meses. La opinién mayoritaria es que la congelacion no
previene de la degradacion de carotenoides. De acuerdo con Biacs y Wissgott (1997) las

pérdidas se deben sobretodo a la actividad enzimatica, particularmente en un medio
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aerobio. Como ya se ha comentado, la concentracion de vitamina C es un indicador del
valor nutritivo del alimento, por lo que se utiliza como parametro de calidad nutritiva y,
la degradacion de los carotenoides afecta no so6lo al color si no también a su valor
nutritivo y aroma.

Para poder establecer los posibles cambios en el zumo mezcla de naranja-
zanahoria durante su almacenamiento en congelacion, se estudia la estabilidad de estos

zumos almacenados a -40°C durante 132 dias.

174



Parte Experimental

Figura n® 68. Cromatograma de zumo mezcla de naranja-zanahoria sin tratar a

A=450 nm (A) y A=290 nm (B).
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Cuadro n° 62. Longitudes de onda y tiempos de retencion del zumo mezcla de

naranja-zanahoria.

Naranja-zanahoria

Picos Carotenoides A (nm) tg (min) £ RSD
1 9-cis-violaxantina+Neoxantina 430 5.75+£0.04
2 Anteraxantina 450 7.01 £0.03
3 Mutatoxantina 430 7.20 £0.01
4 Luteina 450 7.54 £0.02
5 Zeaxantina 450 7.96 £ 0.04
6 a-criptoxantina 450 9.53£0.03
7 P-criptoxantina 450 10.45 £ 0.04
8 cis-P-criptoxantina 450 10.83 £ 0.05
9 9-cis-a-caroteno 430 12.06 + 0.04
10 o-caroteno 450 12.63 £0.03
11 Fitoeno+Fitoflueno 290 13.06 £ 0.02
12 P-caroteno 450 13.28 £0.03
13 13-cis-B-caroteno 450 13.95 £0.02
14 C-caroteno 430 14.28 £0.04
15 9-cis-B-caroteno 450 14.96 £ 0.03

Tiempo de Retencion: tg
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4.5.9.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.9.1.- Efectos del Tratamiento por Calor y por PEAI sobre el Contenido de

Carotenoides

Efecto del tratamiento por calor en el contenido de carotenoides del zumo de

naranja-zanahoria.

El perfil cromatografico del extracto saponificado del zumo fresco de naranja-
zanahoria se observa en la figura n°® 68, y los carotenoides identificados aparecen en el
cuadro n° 62.

En el cuadro n® 63 se muestra la concentracion media de cada uno de los
carotenos cuantificados en el zumo fresco de naranja-zanahoria asi como su actividad
vitaminica expresada como equivalentes de retinol. También se indica la concentracion
de cada uno de los carotenoides en el zumo de naranja-zanahoria tratado térmicamente.
De todos los carotenoides estudiados so6lo 5 disminuyen significativamente (p<0.05):
9-cis-violaxantina+neoxantina (32.9%), anteraxantina (3.9%), a-criptoxantina (15.5%),
9-cis-a-caroteno  (25.9%) 'y 9-cis-B-caroteno (27.3%), el resto aumentan
significativamente excepto la luteina, mutatoxantina, B-caroteno y &-caroteno. El mayor
aumento de concentracion lo presenta el 13-cis-f-caroteno (163.9%), seguido de la
zeaxantina (46.5%) y de la cis-B-criptoxantina (46.3%). La disminucién de
violaxantina+neoxantina y anteraxantina después de la pasteurizacion coincide con el
incremento de mutatoxantina. Esto se explica porque la violaxantina y la anteraxantina
en condiciones muy acidas se convierte en mutatoxantina y otros compuestos como
auroxantina, no identificado en este caso (Granado et al., 1992).

La vitamina A aumenta en el zumo de naranja-zanahoria respecto al zumo sin
tratar.

El tratamiento térmico esta relacionado con un aumento en la concentracion de
carotenoides, quizas debido a la degradacion enzimadtica y a inexplicables pérdidas de
humedad y de soélidos solubles que concentran la muestra por unidad de peso

(Rodriguez-Amaya, 1997). El calor induce la isomerizacion cis/trans (13-cis-f3-
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caroteno) y la formacién de diferentes derivados carotenoideos (Quackembush, 1987;
Khachik et al., 1991; Khachik et al., 1992). Lee y Coates (2003) estudiaron el efecto del
tratamiento térmico (90°C, 30 s) sobre el color y los pigmentos de las naranjas,
obteniendo que los carotenoides que disminuian eran la violaxantina (46.4%),
cis-violaxantina (19.7%) y anteraxantina (24.8%). Estos autores obtuvieron un claro
aumento en la concentracion de luteoxantina (30.9%), mutatoxantina (74.2%), luteina
(13.4%) y C-caroteno (23.1%). Doering et al. (1995) indicaron que al exponer el
B-caroteno a temperaturas inferiores a 100°C se formaba principalmente 13 y 15-cis-p3-
caroteno, y que el 9-cis-B-caroteno se formaba cuando la temperatura era superior a
100°C. Resultados similares obtuvieron Kuki et al. (1991), cuando el B-caroteno se
calienta a 80°C durante 30 min se forma 13-cis y 15-cis-f-caroteno. Sin embargo, Chen
et al. (1995) y Johnsson (1991) obtuvieron que el B-caroteno en zumo de zanahoria era
estable a la cis-isomerizacion cuando se pasteurizaba a 100°C. Marx et al. (2003)
estudiaron los efectos del tratamiento térmico sobre la trams-cis-isomerizacion del
B-caroteno en zumo de zanahoria, obteniendo que la pasteurizacion a 95°C y la
esterilizacion a 121°C producian la formacion de 13-cis-B-caroteno en menor porcentaje
que si el zumo se esterilizaba a 130°C. Lavelli y Giovanelli (2003) evaluaron el efecto
del calor durante el almacenamiento en productos derivados del tomate, obteniendo que
el contenido de B-caroteno disminuia incluso a 30°C. Bull et al. (2004) indicaron que el
tratamiento por altas presiones y el tratamiento térmico del zumo de naranja no

disminuia significativamente el contenido de -caroteno.

Efecto del tratamiento por PEAI en el contenido de carotenoides del zumo de

naranja-zanahoria.

Para establecer el efecto de los tratamientos por PEAI se aplican distintos
campos (25, 30, 35 y 40 kV/cm) durante diferentes tiempos (desde 30 hasta 340 pus), en
todos los casos se comparan los resultados con un zumo de naranja-zanahoria sin tratar.

En los cuadros n° 64 - 67 se muestran los resultados obtenidos. En los cuadros se indica
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la temperatura maxima alcanzada en cada uno de los tratamientos, véase que en ningin
caso se superan los 65°C.

Se observa que la concentracion de la mezcla 9-cis-violaxantina+neoxantina
aumenta con el tiempo de tratamiento, aunque el ajuste no es significativo se observa
que la velocidad de formacion de estos carotenoides aumenta con la intensidad de
tratamiento: 0.73+0.18 (R’= 0.89, p<0.05), 0.97+0.35 (R*= 0.81, p<0.05), 1.63+0.79
(R*= 0.68, p>0.05) y 1.86+0.69 (R*= 0.81, p<0.05) pg/100g de zumo por ps, para el
zumo tratado a 25, 30, 35 y 40 kV/cm, respectivamente. Algo similar ocurre con la
concentracion de anteraxantina, que aumenta con el tiempo de tratamiento y su
velocidad de formacion se incrementa con la intensidad del tratamiento: 0.26+0.07 (R*=
0.90, p<0.05), 0.42+0.08 (R*= 0.93, p<0.05), 0.75+0.12 (R*= 0.95, p<0.05) y 0.94+0.27
(R’= 0.87, p<0.05) pg/100g de zumo por ps, para el zumo tratado a 25, 30, 35 y 40
kV/cm, respectivamente. Un comportamiento similar se observa en la evolucion de la
concentracion de cis-fB-criptoxantina y 9-cis-o-caroteno. En el campo de 25 kV/cm hay
un incremento significativo (p<0.05) en los primeros 110 us, disminuyendo cuando el
tiempo de tratamiento es mayor. Cuando la intensidad del campo aumenta (30, 35 y 40
kV/cm), la concentracion de cis-B-criptoxantina incrementa con el tiempo de
tratamiento, mientras que la concentracion de 9-cis-a-caroteno aumenta cuando la
intensidad del campo es 30 kV/cm pero disminuye a intensidades de campo mayores. La
concentracion de a-caroteno aumenta cuando se aplican campos de 25 y 30 kV/cm, se
mantiene en los tratamientos de 40 kV/cm, y decrece significativamente (p<0.05)
cuando la intensidad de campo es de 35 kV/cm., se puede observar que en este resultado
no influye el tiempo de tratamiento. La concentracion de -caroteno es mayor cuando la
intensidad del campo es de 30 kV/cm, aunque este aumento no es significativo
(p>0.05). Cuando la intensidad de campo aplicada es 25, 35 0 40 kV/cm no se observan
diferencias significativas (p>0.05) con el tiempo de tratamiento. La concentracion de
13-cis-B-caroteno, C-caroteno y 9-cis-B-caroteno aumenta con el tiempo de tratamiento
en el campo de 25 kV/cm. En los campos de 30 y 35 kV/cm no se observan diferencias
significativas en la concentracion de 13-cis-B-caroteno y C-caroteno con el tiempo de

tratamiento, pero disminuyen significativamente (p<0.05) cuando la intensidad del
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campo aumenta (40 kV/cm). La concentracion de 9-cis-B-caroteno decrece en los
campos de 35 y 40 kV/cm e incrementa en los campos de 25 y 30 kV/cm. En el cuadro
n® 69 se muestran las tendencias de la evolucion de la concentracion de luteina y
zeaxantina con la intensidad del campo y el tiempo de tratamiento.

En el campo de 25 kV/cm la concentracion de todos los carotenoides
identificados aumenta respecto al zumo fresco de naranja-zanahoria. Por otra parte la
concentracion de todos los carotenoides incrementa cuando los tiempos de tratamiento
aplicados son cortos, mientras que disminuyen o mantienen a tiempos mas altos
(cuadros n°® 64 - 67), respecto a la concentracion en el primer tiempo de tratamiento. En
el campo de 30 kV/cm también se observa un aumento de la concentracion, siendo este
muy significativo cuando el tiempo aplicado es de 200 ps.

El procesado por PEAI es una alternativa al tratamiento térmico del zumo
mezcla de naranja-zanahoria, siendo necesario para seleccionar las mejores condiciones
de tratamiento, no solo considerar la inactivacién microbioldgica y enzimadtica, sino

también las caracteristicas organolépticas y el valor nutritivo.

Al comparar el zumo fresco con el tratado por PEAI la concentracién de
vitamina A es mayor en el zumo mezcla naranja-zanahoria tratado a 25 kV/cm, sobre
todo en los tres primeros tiempos, después de 280 us el aumento de la concentracion de
vitamina A es menor. Cuando la intensidad del campo es 30 kV/cm la vitamina A
incrementa con el tiempo de tratamiento, hay un aumento del 58.2% en el ultimo tiempo
aplicado (220 ps), respecto al zumo sin tratar. Sin embargo para el primer tiempo
aplicado hay un gran descenso de la concentracion de vitamina A (-29%). En el campo
de 35 kV/cm, la vitamina A inicial (zumo sin tratar) disminuye en todos los casos.
Cuando se aplica un campo de 40 kV/cm la vitamina A aumenta, 4.5% y 20% en el
primer y segundo tiempo de tratamiento aplicado, respectivamente, pero después
disminuye alcanzando concentraciones similares a las del zumo fresco. Véase figura n°
70.

Los resultados obtenidos cuando se aplican los PEAI al zumo no se pueden
comparar con otros autores porque no se han encontrado trabajos similares en la

bibliografia.
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Cuadro n°® 63. Concentracion de carotenoides (ug/100g) y de vitamina A

(ugRE/100g) en zumo de naranja-zanahoria sin tratar y pasteurizado.

Zumo Naranja-Zanahoria

Picos Carotenoides

sin Tratar Pasteurizado
1 9-cis-violaxantina+Neoxantina 332.29+19.94 223.03+10.95
2 Anteraxantina 132.12+£5.28 126.97+6.33
3 Mutatoxantina 13.87+0.83 15.08+0.96
4  Luteina 45.17£2.71 47.204+3.01
5  Zeaxantina 37.15+2.19 54.42+1.56
6  o-criptoxantina 25.46+0.81 21.51+1.51
7 B-criptoxantina 38.81+2.87 50.17+2.03
8  cis-P-criptoxantina 26.29+0.98 38.46+1.22
9 9-cis-a-caroteno 106.40+3.23 78.76+1.58
10 o-caroteno 691.02+18.56 818.63+£16.32
11 Fitoenot+Fitoflueno 334.36+11.02 401.90+15.27
12 B-caroteno 1789.69+108.36 1893.49+112.23
13 13-cis-B-caroteno 99.71£7.38 263.13+15.63
14 {-caroteno 100.14+4.66 99.14+3.97
15 9-cis-B-caroteno 41.3343.02 30.05+2.85

Vitamina A

367.45+22.05

396.24+31.64
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Cuadro n° 64. Concentracion de carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(ugRE/100g) en zumo de naranja-zanahoria tratado por PEAI con campo de 25 kV/cm.

Tiempo Tratamiento (ps) 0 60 110 200 280 340

PicosTemperatura Maxima (°C) 40 44 51 58 65

1 9-cis-violaxantina+Neoxantina 381.46 522.73 493.74 648.35 602.03 662.53

2 Anteraxantina 135.32 177.04 154.22 226.07 215.17 223.91
3 Mutatoxantina 11.54 28.58 44.02 30.22 1991 26.19
4 Luteina 5046 7392 60.14 84.06 87.57 87.18
5 Zeaxantina 43.11 26.56 48.50 64.19 67.67 68.69
6 o-criptoxantina 26.16 3047 37.21 37.24 42.68 36.60
7 B-criptoxantina 38.35 66.89 99.16 90.90 87.86 84.47
8 cis-B-criptoxantina 30.70 50.64 5837 5522 46.17 31.28
9 9-cis-a-caroteno 59.86 7526 193.74 177.92 165.33 144.85
10 a-caroteno 722.17 920.14 848.29 975.48 793.19 812.20
11 Fitoeno+Fitoflueno 320.56 629.95 402.90 506.90 497.26 598.53
12 B-caroteno 1928.782132.481950.312365.171996.791935.79
13 13-cis-B-caroteno 97.21 91.04 220.73 157.88 199.71 83.56
14 C-caroteno 80.98 146.51 194.77 154.26 141.91 142.65
15 9-cis-B-caroteno 30.13 66.75 57.49 47.62 6296 75.52

Vitamina A 391.59 449.88 420.24 495.92 418.05 409.24
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Cuadro n° 65. Concentracion de carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(ugRE/100g) en zumo de naranja-zanahoria tratado por PEAI con campo de 30 kV/cm.

Tiempo Tratamiento (ps) 0 60 110 170 200 220

PicosTemperatura Maxima (°C) 42 47 56 61 64

1 9-cis-violaxantina+Neoxantina 381.46 486.82 511.07 549.00 494.07 693.25

2 Anteraxantina 135.32 191.40 214.41 227.16 219.28 247.36
3 Mutatoxantina 11.54 2037 25.06 2436 24.60 31.26
4 Luteina 50.46 6593 83.46 86.09 8596 96.96
5 Zeaxantina 43.11 57.54 6631 67.06 70.68 84.50
6 a-criptoxantina 26.16 45.05 43.22 43.71 42.04 50.35
7 PB-criptoxantina 38.35 60.30 73.71 87.59 67.79 107.22
8 cis-B-criptoxantina 30.70 56.59 47.77 4744 67.61 75.68
9 9-cis-a-caroteno 59.86 143.14 161.89 155.03 169.49 259.14
10 a-caroteno 722.17 1002.911121.571100.34 934.37 1185.56
11 Fitoeno+Fitoflueno 320.56 364.02 467.99 504.10 646.99 560.87
12 B-caroteno 1928.78 1051.662127.892435.422007.342965.81
13 13-cis-B-caroteno 97.21 126.94 165.09 179.01 188.93 202.03
14 C-caroteno 80.98 176.66 168.19 162.15 189.62 211.77
15 9-cis-B-caroteno 30.13  69.34 70.25 63.68 83.93 89.64

Vitamina A 391.59 278.60 468.27 518.42 433.87 619.68
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Cuadro n° 66. Concentracion de carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(ugRE/100g) en zumo de naranja-zanahoria tratado por PEAI con campo de 35 kV/cm.

Tiempo Tratamiento (ps) 0 60 90 110 130 150

PicosTemperatura Maxima (°C) 44 50 54 59 64

1 9-cis-violaxantina+Neoxantina 261.00 501.00 313.75 383.64 537.22 552.20

2 Anteraxantina 93.73 148.99 157.14 204.03 194.79 198.43
3 Mutatoxantina 16.38 18.00 14.89 15.52 13.43 1531
4 Luteina 38.56 61.48 6498 78.33 84.48 81.43
5 Zeaxantina 33.39 47.6 53.89 53.13 70.88 76.09
6 o-criptoxantina 29.11 33.92 29.04 28.28 27.03 29.21
7 PB-criptoxantina 35.71 45.08 53.47 71.49 105.24 92.70
8 cis-P-criptoxantina 25.20 36.13 30.79 27.83 3139 36.21
9 9-cis-a-caroteno 222.69 137.15 161.81 143.87 153.04 133.3
10 a-caroteno 867.62 472.61 577.91 571.76 721.70 489.43
11 Fitoeno+Fitoflueno 423.15 447.64 348.67 368.46 387.53 375.32
12 B-caroteno 2253.271086.741564.31644.782102.181000.86
13 13-cis-B-caroteno 157.95 118.04 115.41 112.51 103.72 41.51
14 C-caroteno 205.50 132.83 122.48 116.38 145.25 126.47
15 9-cis-B-caroteno 70.66 40.44 45.11 48.89 46.68 50.74

Vitamina A 467.95 235.33 323.54 337.43 431.38 225.86
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Cuadro n° 67. Concentracion de carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(ugRE/100g) en zumo de naranja-zanahoria tratado por PEAI con campo de 40 kV/cm.

Tiempo Tratamiento (us)

0 30 60 80 90 100

PicosTemperatura Maxima (°C)

43 53 61 60 65

1

2

10

11

12

13

14

15

9-cis-violaxantina+Neoxantina
Anteraxantina
Mutatoxantina
Luteina

Zeaxantina
o-criptoxantina
B-criptoxantina
cis-B-criptoxantina
9-cis-o-caroteno
o.-caroteno
Fitoeno+Fitoflueno
[-caroteno
13-cis-B-caroteno
C-caroteno

9-cis-p-caroteno

305.23 484.92 519.44 507.22 466.93 562.35

164.09 189.46 220.31 258.31 276.77 225.64

16.03 10.67 876 12.63 1097 8.97

41.19 5579 67.13 78.40 56.84 71.63

29.00 3836 39.67 4295 32.66 40.62

2039 18.03 14.36 13.79 1393 15.19

4279 57.68 63.86 83.86 93.16 87.09

18.57 42.82 31.19 39.13 46.18 36.83

83.18 78.92 59.56 7047 7778 66.57

452.13 490.87 541.20 443.47 452.12 462.32

273.15 201.90 203.13 208.70 226.27 230.53

1047.931073.35 1264.06975.061025.151032.81

46.46 67.25 92.68 48.54 53.52 45.43

33.10 49.10 39.01 36.79 42.02 33.74

3441 6.60 921 698 1324 4284

Vitamina A

218.66 228.70 264.35 209.77 219.80 220.73
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Figura n° 69. Concentracion de luteina y zeaxantina (ug/100g) en diferentes

campos eléctricos en zumo de naranja-zanahoria.

Luteina

100

concentracion

0 50 100 150 200 250 300

us

40 m35 30 x25kV/ecm

Zeaxantina

80

75 L

70

65

60

55

50

concentracion

45

40

35

30

us

¢40 m35 30 x25kV/ecm

186



Parte Experimental

Figura n°® 70. Variacién de la vitamina A (ugRE/100g) con el tratamiento de
PEAIl y calor.
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Efecto del Tratamiento por PEAI o por Calor sobre la Vitamina C.

Se estudian distintos campos (25, 30, 35 y 40 kV/cm) y en cada uno de ellos
cinco tiempos de tratamiento (de 30 a 340 us). En el cuadro n° 68 se muestran los
resultados obtenidos. La concentracion de acido ascoérbico en el zumo de naranja-
zanahoria fresco no sometido a ningln tratamiento es de 27.11 + 0.44 mg/100mL. Al
ajustar por minimos cuadrados la concentraciéon remanente de acido ascorbico frente al
tiempo de tratamiento en cada uno de los campos se observa que sigue una cinética de
orden cero (véase figura n® 71): C= Cy—kt, donde C es la concentraciéon de acido
ascorbico después del tratamiento (mg/100mL), Cy es la concentracion en el zumo sin
tratar, k es la velocidad de degradacion del 4cido ascorbico (us™), t es el tiempo de
tratamiento (us). La velocidad de degradacion (k) del &cido ascorbico obtenida es
-0.009+0.0008 ps”' (coeficiente de correlacién 0.984, error estandar 0.250);
-0.014+0.0009 ps”' (coeficiente de correlacién 0.992, error estandar 0.177);
-0.02240.0023 ps™' (coeficiente de correlacion 0.981, error estandar 0.0352) y
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-0.0187+0.0049 us™' (coeficiente de correlacion 0.884, error estandar 0.545) para el
campo de 25, 30, 35 y 40 kV/cm, respectivamente. En todos los casos el ajuste es
significativo al 99 % (p<0.01) excepto para el campo de 40 kV/cm en el que el ajuste es
significativo al 95 % (p<0.05).

La degradacion del acido ascorbico estudiada por otros autores se ajusta a una
cinética de orden 1. Esto se explica teniendo en cuenta que el tiempo de tratamiento en
PEAI es de ps, mientras que en los procesos térmicos el tiempo durante el que se aplica
calor es mayor, en este caso las curvas de degradacion se dividen claramente en dos
tramos lineales que se corresponden con dos tipos de degradacion, una aerébica y otra
anaerobica (Nagy, 1980; Eison-Perchonok & Downes, 1982; Robertson & Samaniego,
1986; Kennedy et al., 1992; Ariahu et al., 1997; Esteve et al., 1998; Esteve et al., 1999;
Blasco et al., 2004). Al ser tratamientos tan cortos (us) cuando se aplican PEAI no se
consiguen condiciones anaerdbicas.

Los resultados obtenidos nos indican que en el tratamiento por PEAI a 25 kV/cm
la velocidad de degradacion del acido ascorbico es menor por lo que es el de eleccion
para la conservacion del zumo de naranja-zanahoria y su posterior estimacion de la vida

util de dicho zumo.

Figura n® 71. Degradacion (k) del acido ascorbico en el zumo de naranja-

zanahoria en cada uno de los tratamientos de PEAI estudiados.
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Cuadro n°® 68. Concentracion de acido ascérbico (mg/100mL) en el zumo de

naranja-zanahoria para los distintos campos y tiempos de tratamiento.

Campo (kV/ecm)  Tiempo (us) Acido ascorbicotRSD (mg/100mL)
25 60 26.16+0.635
25 110 25.57+0.317
25 200 24.69+0.864
25 280 24.40+0.690
25 340 23.68+1.499
30 60 26.07+0.466
30 110 25.83£1.043
30 170 25.47+1.025
30 200 24.66+0.868
30 220 24.60+1.030
35 90 25.07+0.680
35 110 24.24+0.267
35 130 23.50+0.260
35 170 23.46+0.439
35 200 22.53£1.192
40 30 26.32+0.255
40 60 24.83+0.388
40 90 25.38+0.147
40 110 25.27+0.307
40 130 24.21+£0.292
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4.5.9.2.- Vida Util (a 2 y 10°C)

PH, °Brix y Vitamina C.

Para poder comparar la vida util del zumo de naranja-zanahoria pasteurizado y el
tratado por PEAI, en primer lugar se estudia la cinética de degradacion del acido
ascorbico cuando se trata el zumo por PEAI a 25 kV/cm durante dos tiempos a 280 ps
(alcanzando las temperaturas de 65 y 68 °C) y durante 330 ps (alcanzando la
temperatura de 74 °C), y cuando a la muestra de zumo se le aplica un tratamiento
térmico (98 °C durante 21 s), manteniéndolo después del tratamiento en refrigeracion a
2 y 10°C durante el periodo de estudio. La concentracion inicial de vitamina C en el
zumo mezcla de naranja-zanahoria es de 23.49+0.53 mg/100mL. Durante todo el
estudio se controla el pH y los °Brix de los zumos, obteniendo que el tratamiento no
influye sobre estos parametros, no observandose ninguna modificaciéon durante el
almacenamiento. Los valores de pH son 3.87+0.05, 3.88+0.18, 3.83+0.06 y 3.79+0.09
para el zumo pasteurizado, el tratado por PEAI a 280 us a 65 °C, el tratado por PEAI a
280 us a 68 °C y el zumo por PEAI a 330 us a 74°C, respectivamente. Los °Brix son
10.1+1.4, 9.98+1.3, 10.8+0.9, y 10.4+0.7 para el zumo pasteurizado, el zumo por PEAI
a 280 us a 65 °C, el tratado por PEAI a 280 ps a 68 °C y el tratado por PEAI a 330 us a
74°C, respectivamente.

La concentracion remanente de acido ascorbico en el zumo de naranja-zanahoria
pasteurizado es del 83 %, mientras que en el zumo tratado por PEAI es del 90 % (ver
cuadro n° 69), por lo que claramente se observa que el tratamiento por PEAI afecta
menos al valor nutricional que la pasteurizacion. Qiu et al. (1998) observaron que la
degradacion de la vitamina C en zumo de naranja era menor cuando se aplicaba PEAI
que cuando se procesaba térmicamente. Grahl y Markl (1996) obtuvieron que el acido
ascorbico remanente en leche después de aplicar un tratamiento PEAI era mayor del
90%.

Durante el almacenamiento la concentracion de vitamina C en el zumo

disminuye segin las condiciones de almacenamiento. Teniendo en cuenta estudios
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previos (Kincal & Giray, 1987; Esteve et al., 1995%) se considera que el 4cido ascorbico
sigue una cinética de degradacion de primer orden:
C= Coexp(-krt) (1)

En donde Cj es el contenido de acido ascorbico inicial (mg/100 mL), kt es el
indice constante (dia™), C es el contenido en 4cido ascorbico al tiempo t (mg/100 mL), y
t es el tiempo de almacenamiento (dias).

Para estudiar la degradacion del acido ascorbico, se representa Ln (C/Cy) frente
al tiempo de almacenamiento para cada tratamiento aplicado (figura n°® 72). La
velocidad de degradacion del acido ascoérbico en el zumo estudiado, asi como el
coeficiente de correlacion, durante el almacenamiento a 2 y 10 °C se indica en el cuadro
n°® 69 para cada uno de los tratamientos de conservacion aplicados. Se observa que la
velocidad de degradacion del acido ascorbico cuando el zumo se almacena a 2 °C es
menor que cuando la temperatura de almacenamiento es de 10 °C (tal como cabria
esperar). La velocidad de degradacién es mayor en el zumo pasteurizado que en el
tratado por PEAIL No se observa una diferencia significativa entre el tratamiento por
PEAI durante 280 pus a 65 °C y a 68 °C, mientras que la degradacion es
significativamente mayor cuando se aplica un tratamiento PEAI durante 330 ps.

La vida 1til del zumo pasteurizado y tratado por PEAI (a distintas condiciones)
almacenado a 2 y 10 °C se calcula como el tiempo en el cual la concentracion de acido
ascorbico se reduce al 50 % y teniendo en cuenta el valor de la velocidad de
degradacion (k) obtenida al aplicar la ecuacion de Arrhenius (cuadro n°® 69) para cada
temperatura de almacenamiento. En el cuadro n° 70 se indica la vida media del acido
ascorbico en el zumo de naranja-zanahoria almacenado a 2 y 10 °C, para cada uno de los
tratamientos estudiados. La menor velocidad de degradacion del acido ascorbico en los
zumos tratados por PEAI hace que la vida util del zumo sea mucho mayor que en el
zumo pasteurizado. También hay un gran aumento de la vida util del zumo cuando la
temperatura de conservacion es de 2 °C, por lo que seria recomendable almacenar el
zumo a esta temperatura para asegurar que al consumidor le llega con un alto valor
nutritivo. Si comparamos el zumo tratado por PEAI durante 280 us y durante 330 s,
observamos que en el primer caso la vida util del zumo es mayor, por lo que seria el

tratamiento de eleccion, no encontrando una diferencia significativa cuando la
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temperatura es de 65 6 68 °C. De los resultados obtenidos podemos deducir que la vida
media del zumo de naranja-zanahoria tratado por PEAI es de 50 dias si se almacena a
2°C mientras que si el zumo es pasteurizado es de 11 dias. Qiu et al. (1998) observaron
resultados similares durante el almacenamiento del zumo de naranja, puesto que las
muestras que habian sido tratadas por PEAI sufrian menos pérdidas de vitamina C que
las tratadas por calor.

Esteve et al. (1996) estudiaron la estabilidad del acido ascoérbico en zumo de
naranja natural y en zumos de naranja comerciales mantenidos a 4 y 10 °C, obteniendo
que a 4 °C las pérdidas de acido ascorbico eran menores del 10% a los 7 dias de
almacenamiento. Choi et al. (2002) obtuvieron que, en un zumo pasteurizado (90°C,
90s), durante el almacenamiento en refrigeracion (4.5 °C), el acido ascorbico disminuia
mas del 50% dentro de las 3 primeras semanas y se degradaba completamente después
de 5 semanas de almacenamiento. Shivashankara et al. (2004) estudiaron el contenido
de 4cido ascorbico en mango almacenado a 5°C después de un tratamiento de PEAI,
observando que el 4cido ascoérbico disminuye después de 20 dias de almacenamiento.
Yeom et al. (2000°) estudiaron los efectos de los PEAI (35 kV/cm, 59 ps) y del calor
(94.6 °C, 30 s) en la concentracion del acido ascorbico en el zumo de naranja durante el
almacenamiento a 4 °C y 22 °C. El zumo de naranja tratado por PEAI tuvo un contenido
en 4acido ascorbico significativamente superior al del pasteurizado durante el
almacenamiento a 4 °C. Estos autores obtuvieron que después de 47 dias de
almacenamiento a 4 °C la concentracion de acido ascorbico se reducia al 50% en el
zumo tratado por PEAI mientras que en el zumo tratado por calor esta reduccion era a
los 31 dias. Si la temperatura de almacenamiento era de 25 °C la concentracion de acido
ascorbico se reducia al 50 % a los 13 y 12 dias, para el zumo tratado por PEAI y para el

tratado por calor, respectivamente.
El contenido de 4cido ascorbico en el zumo tratado por PEAI es mayor que en el

zumo pasteurizado por calor, y se mantiene durante mas tiempo cuando se almacena en

refrigeracion por lo que su valor nutritivo es mayor.
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Cuadro n° 69. Constantes (kr) y coeficientes de correlacion (R?) para la
degradacion del 4cido ascorbico en el zumo de naranja-zanahoria tratado por PEAI y

pasteurizado durante el almacenamiento a 2y 10 °C.

Tratamiento zumo Co0 (mg/100 mL) kr (dias™) (RSD) R’

10 °C
Pasteurizado 19.52 -0.0963 (0.0097) 0.980
PEAI 280ps 65°C 21.21 -0.0261 (0.0034) 0.967
PEAI 280ps 68°C 20.99 -0.0231 (0.0036) 0.954
PEAI 330ps 21.68 -0.0414 (0.0047) 0.975
2°C
Pasteurizado 19.52 -0.0466 (0.0017) 0.997
PEAI 280ps 65°C 21.21 -0.0080 (0.0015) 0.938
PEAI 280ps 68°C 20.99 -0.0101 (0.0013) 0.967
PEAI 330ps 21.68 -0.0211 (0.0030) 0.963
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Cuadro n° 70. Vida media (dias) del zumo de naranja-zanahoria pasteurizado y

tratado por PEAI cuando se almacena a2y 10 °C.

Temperatura de almacenamiento
10 °C 2°C

Vida media (dias) Vida media (dias)

Pasteurizado 5 11
PEAI 280ps 65°C 19 62
PEAI 280ps 68°C 22 50
PEAI 330ps 74°C 12 24
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Figura n° 72. Cinética de degradacion del acido ascorbico en el zumo de

naranja-zanahoria tratado por PEAI (campo 25 kV/cm) y pasteurizado, durante el

almacenamiento a 2 °Cy 10 °C.
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Carotenos y vitamina A.

Durante el estudio de la vida util del zumo de naranja-zanahoria pasteurizado
(98 °C durante 21 s) y tratado por PEAI a 25 kV/cm durante dos tiempos a 280 us
(66°C) 'y durante 330 us (74 °C) y almacenado en refrigeracion a 2 y 10 °C, se
determina el contenido de carotenoides y el contenido de vitamina A y su evolucion
durante el almacenamiento. La concentracion de vitamina A en el zumo fresco mezcla
de naranja-zanahoria sin tratar es de 100.21£1.29 y 31.95+7.65 nRE/100g para los dos
zumos utilizados, mientras que después de aplicar el tratamiento es de 127.21+1.29,
191.42+0.59 y 23.05+4.78 uRE/100g, para el zumo mezcla de naranja-zanahoria
pasteurizado, tratado por PEAI (25 kV/cm) 280us y 330 us, respectivamente.

En los cuadros n° 71-76, se muestran los resultados obtenidos.
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Cuadro n° 71. Variaciones de los distintos carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(ugRE/100g) en el zumo pasteurizado durante el almacenamiento a 10°C.

Tiempo almacenamiento (dias)

Carotenoides

Sin tratar 0 7 25 42 60
9-cis-violaxantina

402.62+6.11 517.02422.02 371.65+1.56 - - -
+Neoxantina
Anteraxantina 135.73+£3.76 164.93+48.29 167.30+0.94 - - -
Mutatoxantina 22.04+£0.22 37.87+£7.30 37.34+0.01 35.61+1.18 39.43+0.47 44.51+0.92
Luteina 55.91+0.08 68.05+13.37 74.58+1.39 62.93+1.13 61.60+1.03 68.52+0.19
Zeaxantina 46.67+0.06  73.12+1.91 57.20+0.18 43.93+1.53 43.90+1.52 48.20+0.02
a-criptoxantina 39.35+0.19  55.89+0.15 46.29+0.39 39.60+£3.17 37.95+2.25 29.32+1.34
B-criptoxantina 76.66+£3.58 102.89+7.25 108.01+0.18 82.65+7.27 92.11+4.38 104.83+14.65
9-cis-o-caroteno 41.77£0.47 49.17£10.06 38.61+2.76 - - -

o-caroteno

214.64+18.00 258.14+18.00

Fitoeno+Fitoflueno 202.68+11.29 248.39+4.19

247.66+6.74 161.23+£31.51 196.60+21.65 58.29+3.43

205.82+0.81 157.43+8.49 142.40+4.58 41.40+0.87

B-caroteno 433.60+23.33 552.55+55.00 514.77+1.83 284.61+£77.89 340.49+1.85 120.71+4.78
13-cis-B-caroteno 43.38+0.46  71.87+3.84 50.43+1.12  65.04+2.61 44.43+0.51 18.22+1.60
C-caroteno 32.64+£3.21  81.47+£3.04 36.41+0.71 44.10£1.51 29.97+1.31 11.97+0.08
9-cis-B-caroteno 8.43+0.29  17.57+0.72  19.42+0.48 - - -

Vitamina A 100.21£1.29 127.21+£1.29 118.18+0.47 69.78+2.34 82.65+0.94 34.36+0.47

- no detectado
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Cuadro n° 72. Variaciones de los distintos carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(ugRE/100g) en el zumo pasteurizado durante el almacenamiento a 2°C.

Tiempo almacenamiento (dias)

Carotenoides

Sin tratar 0 18 35 53 70
9-cis-violaxantina

402.62+6.11 517.02+22.02 335.90+7.45 291.73+13.21 198.58+16.34 193.89+5.49
+Neoxantina
Anteraxantina 135.734£3.76 164.93+48.29 156.05+2.18 143.31+£2.19 113.60+4.28 120.75+1.77
Mutatoxantina 22.04+0.22 37.87+7.30 35.49+2.17 36.05+£0.92 32.74+2.77  38.64+0.52
Luteina 55.91+0.08 68.05+13.37 74.26+2.43 74.71+£5.49 62.04+0.83  75.89+1.25
Zeaxantina 46.67£0.06  73.12+1.91 56.21+1.77 56.36+£0.45 16.58+0.09 60.15+0.21
o-criptoxantina 39.3540.19  55.89+0.15 51.44+1.53 46.59+0.23 15.83+0.51 62.24+0.33
B-criptoxantina 76.66+3.58 102.89+7.25 131.01+3.28 101.32+4.35 51.11+5.33 159.08+1.52
9-cis-o.-caroteno 41.77+£0.47 49.17+£10.06 39.80+3.23 - - -
o-caroteno 214.64+18.00 258.14+18.00 354.87+0.56 199.68+1.80 77.45+10.95 181.49+0.73
Fitoeno+Fitoflueno 202.68+11.29 248.39+4.19 251.92+4.43 139.36+4.07 75.77+8.86 138.77+1.74

B-caroteno 433.60+23.33 552.55+55.00 677.98+9.22 353.32+10.43 145.78+17.28 357.54+10.56
13-cis-B-caroteno 43.38+0.46 71.87£3.84 70.53+1.60  39.07+0.15 25.61+0.92 64.48+0.74
C-caroteno 32.64+£3.21 81.47+£3.04 55.78+1.48 29.78+0.38 19.10+1.12  35.87+0.18
9-cis-B-caroteno 8.43+0.29  17.57+0.72  16.32+0.66 - - -
Vitamina A 100.21+1.29 127.21+1.29 158.59+0.58 85.73+1.03  36.33+0.39  90.37+0.89

- no detectado
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Cuadro n° 73. Variaciones de los distintos carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(LgRE/100g) en el zumo tratado por PEAI a 25 kV/cm, 280 ps, durante el

almacenamiento a 10°C.

Tiempo almacenamiento (dias)

Carotenoides
Sin tratar 0 7 25 42 60
9-cis-violaxantina
402.62+6.11 292.48+2.91 113.44+1.52 - - -

+Neoxantina
Anteraxantina 135.73+3.76  98.97+1.56 45.19+0.75 - - -
Mutatoxantina 22.04+0.22 20.144+0.38 18.00+0.88 25.57+2.34 28.86£12.00 29.06+9.36
Luteina 55.91+0.08 44.10+1.58 43.26+0.37 63.84+21.77 57.36+17.92 55.87+11.76
Zeaxantina 46.67+0.06 38.75+1.73 36.95+0.94 43.76+11.85 39.22+14.27 38.09+9.67
o-criptoxantina 39.35+0.19 49.79+£3.51 51.97+1.95 53.04+14.81 33.01+18.23 30.21+5.66
[B-criptoxantina 76.66+£3.58  80.65+2.18 105.15+13.66 122.08+11.21 123.30+£26.97 121.43+22.01

9-cis-o.-caroteno

41.77+£0.47 62.72+12.37 92.87+1.93

a.-caroteno 214.64+18.00 427.09+0.42 437.17+£50.93 550.27+24.91 210.10+8.87 205.35+11.21
Fitoeno+Fitoflueno 202.68+11.29 285.61+32.23 272.26+£27.01 334.23£73.94 127.71+11.39 116.98+14.31
B-caroteno 433.60+23.33 851.75+17.97 863.73+21.06 1113.99+319.69 396.83+16.41 343.23+£19.06
13-cis-p-caroteno 43.38+0.46 76.85+7.86 77.07+6.43 - - -
C-caroteno 32.64+£3.21 89.80+£2.03  83.84+6.89 74.75+4.30 25.46+0.86  24.98+7.76
9-cis-B-caroteno 8.43+0.29  29.00+0.76 37.22+10.03 - - -
Vitamina A 100.21£1.29 191.42+0.59 196.11+0.15  248.05+78.07  96.06+5.64  86.52+6.45

- no detectado
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Cuadro n° 74. Variaciones de los distintos carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(LgRE/100g) en el zumo tratado por PEAI a 25 kV/cm, 280 ps, durante el

almacenamiento a 2°C.

Tiempo almacenamiento (dias)

Carotenoides
Sin tratar 0 18 35 53 70

9-cis-violaxantina

402.62+6.11 292.48+2.91 130.60+0.06  270.65+18.17 341.34+20.80 299.67+17.65
+Neoxantina
Anteraxantina 135.73£3.76  98.97+1.56 - 127.8942.34 134.55441.02 129.66+19.65
Mutatoxantina 22.04+0.22  20.14+0.38 19.98+0,19 28.53+3.01  30.14+0.63 32.12+7.09
Luteina 55.91+0.08 44.10+1.58 42.35+1.09 55134252 60.05+2.50 63.34+9.21
Zeaxantina 46.67+£0.06  38.75+1.73 33.48+1.63 48.70+2.16  16.88+0.37  154.56+2.12
o-criptoxantina 39.35+0.19  49.7943.51 45.92+0.07 46.83+0.81 14.43+0.28 16.23+9.11
B-criptoxantina 76.66+3.58  80.65+£2.18  107.04+5.09 135.41+1.06  42.00+6.75  38.36+10.03
9-cis-a-caroteno 41.77£0.47 62.72+12.37  78.55+11.71 18.38+3.32  20.92+0.35 19.87+5.23
o-caroteno 214.64+18.00 427.09+0.42 408.67+£55.14  227.35£0.84 149.97+20.15 151.89+16.23
Fitoeno+Fitoflueno 202.68+11.29 285.61+32.23 216.99+22.43  140.35+1.21 96.58+20.52  98.21+7.11
-caroteno 433.60+23.33 851.75+17.97 789.13+£110.57 431.18+1.03 317.74+11.14 309.76+12.98
13-cis-B-caroteno  43.38+0.46  76.85+7.86 25.52+4.03 33.34+0.75  11.59+1.39 13.21+2.76
{-caroteno 32.6443.21  89.80+2.03 68.39+0.90 33214331 32.63+1.82 37.21+2.89
9-cis-p-caroteno 8.43£0.29  29.00+0.76 32.41+2.29 - 1.41+0.99 0.98+0.76
Vitamina A 100.21£1.29 191.42+0.59  177.64+3.73 104.44+0.62  71.70+4.24 70.58+3.24

- no detectado
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Cuadro n° 75. Variaciones de los distintos carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(LgRE/100g) en el zumo tratado por PEAI a 25 kV/cm, 330 ps, durante el

almacenamiento a 10°C.

Tiempo almacenamiento (dias)

Carotenoides
Sin tratar 0 7 25 42 60
9-cis-violaxantina
359.47459.39 457.01+£58.68 426.89+35.26 233.31+15.60 - -
+Neoxantina
Anteraxantina 139.49+19.62 164.64+38.59 181.65+59.00 125.34+2.94 - -
Mutatoxantina 29.86+5.33  32.45+6.93 46.44+12.72 44.53+0.67 35.55+1.18  44.66+0.67
Luteina 56.27+11.95 61.02416.50 93.10+23.48  75.64+1.37 55.94+1.23  61.80+6.85
Zeaxantina 15.7143.28  16.23+5.13  65.64+18.82 56.39+1.28  39.65+1.4  46.07+2.36
o-criptoxantina 9.83+0.56 12.17+44.80  52.39+2.07 49.4242.59 42.84+045 46.28+0.40
B-criptoxantina 24244227  25.92+1.54 111.45+10.52 130.28+7.73 109.68+0.63  125.23+0.1
9-cis-o-caroteno 6.13+0.72 10.28+2.65  19.07+0.85 - - -
o-caroteno 65.96+14.79 52.9149.06  52.65+£5.09 135.57429.33 183.20+3.53 178.42+0.93
Fitoeno+Fitoflueno 43.81+5.01  38.62+0.16  44.79+4.02  81.20+10.71 99.25+1.27  99.99+0.66
B-caroteno 138.71436.0 86.83+29.06 70.41+3.14  254.94+7.60 295.94+7.60 289.58+1.06
13-cis-B-caroteno  18.37+6.80  13.13£1.07 - - - -
C-caroteno 15.5946.07  24.23+1.53  12.68+£2.47  28.40+1.75 31.84+0.27  27.90+1.60
9-cis-B-caroteno 0.70+0.09 4.25+1.74 1.16+0.47 4.94+0.26 - -
Vitamina A 31.9547.65  23.05+4.78  26.43+0.28  66.84+10.41 76.19+0.26  75.44+0.62

- no detectado
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Cuadro n° 76. Variaciones de los distintos carotenoides (pg/100g) y vitamina A

(LgRE/100g) en el zumo tratado por PEAI a 25 kV/cm, 330 ps, durante el

almacenamiento a 2°C.

Tiempo almacenamiento (dias)

Carotenoides
Sin tratar 0 18 35 53 70
9-cis-violaxantina
359.47+59.39 457.01+58.68 478.10+4.38 407.1848.12 317.4842.02 175.57+1.98
+Neoxantina
Anteraxantina 139.49+19.62 164.64438.59 159.874£0.18 156.43+0.91 135.864+0.23 79.14+0.71
Mutatoxantina 29.86+5.33  32.45+6.93 35.62+0.87 41.41+1.23 32.9140.19 22.10+0.47
Luteina 56.27£11.95 61.02£16.50 65.87£1.22  74.71+£5.08 65.97+4.29  32.32+0.80
Zeaxantina 15.71+£3.28 16.23+£5.13  50.62+0.87  52.57+0.41 42.99+1.41 41.46+0.34
o-criptoxantina 9.83£0.56  12.17+4.80 60.39+0.55 54.03£2.03 42.87+0.14 41.62+0.75
B-criptoxantina 24244227 25.92+1.54 143.13+1.24 141.87+1.01 118.67+1.16 121.23+1.33
9-cis-o-caroteno 6.13£0.72  10.28+2.65 44.02+1.39 15.83£0.68 11.24+0.36  7.35+0.80
o-caroteno 65.96+14.79 52.9149.06 228.85+1.63 177.82422.63 175.62+3.31 164.90+3.01
Fitoeno+Fitoflueno  43.81+£5.01 38.62+0.16 145.40+0.56 118.83+8.89 110.16+0.02 106.22+1.10
B-caroteno 138.71+£36.0 86.83+£29.06 377.08+2.94 324.95+11.86 296.27+3.03 307.03+5.70
13-cis-B-caroteno 18.37+6.80  13.13+1.07 39.86+0.20 28.17+4.13  26.57+0.23  23.01+0.23
C-caroteno 15.59+6.07 24.23+1.53 69.97+0.05 55.69+7.79 46.37+0.82 40.90+1.23
9-cis-B-caroteno 0.70+£0.09  4.25+1.74 19.27+1.04 10.45+0.16  8.73+0.11 6.41+0.72
Vitamina A 31.95£7.65 23.05+4.78 99.92+0.12  86.21£1.12  77.63+£0.18  78.42+0.49
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Se realiza un analisis de regresion multiple para estudiar la influencia del
tratamiento aplicado, la temperatura y el tiempo de almacenamiento sobre la
concentracion de vitamina A en el zumo de naranja-zanahoria. En el cuadro n® 77 se

muestran los resultados obtenidos en el zumo de naranja-zanahoria.

Cuadro n°® 77. Influencia del tratamiento aplicado, la temperatura y el tiempo de

almacenamiento sobre la concentracidon de vitamina A: Analisis de regresion multiple.

Variable dependiente: vitamina A.

Parametros Estimado Efror Estadistico T p
estandar
Constante 118.671 18.250 6.502 0.000
Tratamiento -1.386 7.900 -0.175 0.861
Tiempo almacenamiento -0.793 0.339 -2.335 0.024
T almacenamiento 0.991 1.770 0559 0.578

ANALISIS DE LA VARIANZA

Suma de Grados de Promedio de

Origen de las variaciones cuadrados libertad los cuadrados p
Modelo 17377.8 3 5792 1.94 0.134
Residual 14896.0 50 2978.71

Total (corregido) 166313.0 53

Los resultados obtenidos indican que s6lo el tiempo de almacenamiento influye
significativamente (p<0.05) sobre el contenido de vitamina A, por lo que la ecuacion
que explicaria el modelo seria:

Vitamina A =120.392 — 0.774527*Talmacen,

Siendo Talmacen= tiempo de almacenamiento (dias).

Esta ecuacion solo explicaria la variabilidad de la vitamina A en un 9.9% (error

estandar= 53.7).
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Mediante un andlisis multifactorial de la varianza se estudia si las variaciones de
vitamina A son significativas durante el almacenamiento, a 10 y 2°C, y si dependen del
tratamiento. Los resultados obtenidos son distintos segin la temperatura de
almacenamiento, a 10°C la concentracion de vitamina A en los zumos mezcla de
naranja-zanahoria tratados por PEAI a 25 kV/cm durante 280 us es mayor, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). En los zumos almacenados a 2°C la
concentracion de vitamina A es mayor en las muestras tratadas por PEAI durante 280pus,
mostrando diferencias significativas (p<0.05) con el zumo tratado por PEAI durante
330 us. Estas diferencias aunque son significativas no son validas para extraer
conclusiones puesto que la muestra inicial es distinta y tal como se ha indicado
anteriormente la concentracion de vitamina A difiere significativamente. En los cuadros

n°® 78-79 y figuras n°® 73-76 se muestran los resultados obtenidos.

Cuadro n° 78. Andlisis de la varianza multifactorial para la vitamina A:

temperatura almacenamiento=10°C.

Origen de las variaciones Suma de Grados de Promedio de F p
cuadrados  libertad  los cuadrados
Efectos
A: tiempo almacenamiento 7065.87 4 1766.47 0.92 0.471
B: tratamiento 68885.1 2 34442.6 17.95 0.000
Residual 4034.7 21 1919.27
Total (corregido) 125587.0 27
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Figura n°® 73. Vitamina A (uLgRE/100g) durante el almacenamiento a 10 °C.
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Figura n® 74. Vitamina A (ugRE/100g) dependiendo del tratamiento aplicado,

almacenada a 10°C.
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1: pasteurizacion; 2: PEAL 25 kV/em, 280 us; 3: PEAIL 25 kV/cm, 330 us.
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Cuadro n® 79. Anadlisis de la varianza multifactorial para la vitamina A:

temperatura de almacenamiento=2°C.

Origen de las variaciones Suma de Gradosde Promedio de F p
cuadrados  libertad  los cuadrados
Efectos
A: tiempo almacenamiento 26079.8 4 65.19.94 5.46 0.0036
B: tratamiento 13954.3 2 6977.14 5.85  0.009
Residual 25058.2 21 1193.25
Total (corregido) 66084.8 27

Figura n® 75. Vitamina A (uLgRE/100g) durante el almacenamiento a 2 °C.
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Figura n°® 76. Vitamina A (ugRE/100g) dependiendo del tratamiento aplicado,

almacenada a 2°C.
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tratamiento aplicado

1: pasteurizacion,2: PEAL 25 kV/em, 280 us, 3: PEAL 25 kV/cm, 330 us.

Mediante un analisis discriminante se estudia qué carotenoides definen
significativamente las tres variables: tratamiento, temperatura y tiempo de

almacenamiento.

Tratamiento: pasteurizacion, PEAI (25 kV/cm, 280 us/330 us).

Este proceso esta disefiado para desarrollar unas funciones discriminantes las
cuales permiten predecir el tipo de tratamiento basandose en el valor de unas variables
cuantitativas, en este caso los diferentes carotenoides identificados y cuantificados. Los
coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que se utilizan para

discriminar el tratamiento aplicado se muestran en el cuadro n° 80.
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Cuadro n° 80. Coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que

se utilizan para discriminar el tratamiento aplicado.

Funciones discriminantes

1 2 3

9-cis-violaxantina -0.2856 -0.2140 0.8861
+Neoxantina

Mutatoxantina 0.6961 0.7287 -0.3530
a-criptoxantina -1.0596 0.3359 -0.0712
B-caroteno 1.5693 -1.1748 0.1112
13-cis- B-caroteno 1.7552 0.4288 0.1723
C-caroteno -1.5783 0.5895 -1.0124

Se utilizan 54 casos para desarrollar un modelo discriminante de 3 niveles de
tratamiento, obteniendo que 6 variables son significativamente predictoras del tipo de
tratamiento. En la figura n® 77 se puede observar cdmo estas funciones permiten

diferenciar el tipo de tratamiento aplicado a la muestra.

Figura n°® 77. Tratamiento de conservacion. Funciones discriminantes:

representacion grafica.
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En el cuadro n° 81 se muestra la tabla de clasificacion de los tratamientos, y el
porcentaje de aciertos en la prediccion. El porcentaje de los casos correctamente

clasificados es del 92.6%.

Cuadro n° 81. Clasificacion de los tratamientos y porcentaje de aciertos en la

prediccion.
PREDICCION TRATAMIENTO
Tratamiento Tamaiio Sin tratar Pasteurizacion  PEAI, PEAI,
grupo 280 ps 330 ps
4 0 0 0
Sin tratar 4
100.00% 0.00% 0.00% 0.00%
0 17 0 1
Pasteurizacion 18
0.00% 94.44% 0.00% 5.56%
PEAI, " 2 0 12 0
25 kV/em, 280 pus 14.29% 0.00% 85.71 0.00%
PEAI, 8 1 0 0 17
25 kV/em, 330 ps 5.56% 0.00% 0.00% 94.44%

Temperatura de almacenamiento: 2y 10 °C.

Los coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que se utilizan
para discriminar la temperatura de almacenamiento de los zumos mezcla de naranja-
zanahoria se muestran en el cuadro n° 82.

Para desarrollar un modelo discriminante de la temperatura de almacenamiento (2
y 10 °C) se utilizan 54 casos, determinando que 5 variables (carotenoides) permiten
hacer predicciones significativas sobre la temperatura de almacenamiento (véase figura

n° 78).
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Cuadro n° 82. Coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que

se utilizan para discriminar la temperatura de almacenamiento (2 y 10 °C).

Funciones discriminantes

1 2
9-cis-violaxantina -1.6291 0.6294
+Neoxantina
Anteraxantina 0.7164 -1.6417
Luteina 0.7708 0.2895
Zeaxantina -0.5149 1.3251
B-criptoxantina 0.8648 -1.3119

Figura n® 78. Temperatura de almacenamiento. Funciones discriminantes:

representacion grafica.
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En el cuadro n® 83 se muestra la tabla de clasificacion de las temperaturas de
almacenamiento, y el porcentaje de aciertos en la prediccion. El porcentaje de los casos

correctamente clasificados es del 85.2%.
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Cuadro n° 83. Clasificacion de las temperaturas de almacenamiento y porcentaje

de aciertos en la prediccion.

PREDICCION T* ALMACENAMIENTO

Almacenamiento  Tamaiio

Blanco 2°C 10 °C
grupo
10 0 0
Blanco 10
100.00% 0.00% 0.00%
0 20 2
2°C 22
0.00% 90.91% 9.09%
0 6 16
10 °C 22
0.00% 27.27% 72.73%

Tiempo almacenamiento.

Los coeficientes estandarizados de las funciones (estadisticamente
significativos) que permiten discriminar/diferenciar el tiempo de almacenamiento de los
zumos mezcla de naranja-zanahoria se muestran en los cuadros n° 84 y 85. Se
consideran las dos temperaturas de almacenamiento (2 y 10 °C), véanse las figuras 79 y

80.
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Cuadro n° 84. Coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que

se utilizan para discriminar el tiempo (dias) de almacenamiento (2 °C).

Funciones discriminantes

1 2 3 4
9-cis-violaxantina 1.6852  -0.0439 0.1303  -0.7298
+Neoxantina

B-criptoxantina -1.9369 -0.7937 0.0170 -0.2955
cis-a-caroteno 14602 -0.6170 -0.4005  0.1509
13-B-caroteno 0.9549 03336 0.9461 0.5439

Cuadro n° 85. Coeficientes de las funciones (estadisticamente significativos) que

se utilizan para discriminar el tiempo (dias) de almacenamiento (10 °C).

Funciones discriminantes

1 2 3 4
9-cis-violaxantina 2.0101  0.1905 0.2405  0.4254
+Neoxantina

B-criptoxantina -1.3898  -0.5196 0.7506  0.2110
cis-a-caroteno 0.9135 -1.5149 -0.1950  -0.3781
¢-caroteno 12356 17564 0.5316  -0.3269
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Figura n® 79. Tiempo de

representacion grafica.

almacenamiento a 2°C. Funciones discriminantes:
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Figura n° 80. Tiempo de almacenamiento a 10°C. Funciones discriminantes:

representacion grafica.
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En los cuadros n° 86 y 87 se muestra la tabla de clasificacion de los tiempos de

almacenamiento a 2y 10°C, y el porcentaje de aciertos en la prediccion. El porcentaje

de los casos correctamente clasificados es del 92.86 y 89.29%, para el almacenamiento

a2y 10°C, respectivamente.
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Cuadro n° 86. Clasificacion de los tiempos de almacenamiento a 2°C y

porcentaje de aciertos en la prediccion.

PREDICCION TIEMPO ALMACENAMIENTO

Tiempo -
almacenamiento 12amafio 0 18 35 53 70
grupo
0 6 0 0 0 0
100.00%  0.00% 0.00%  0.00%  0.00%
0 6 0 0 0
18 6
0.00%  100.00%  0.00%  0.00%  0.00%
0 0 6 0 0
35 6
0.00% 0.00%  100.00% 0.00%  0.00%
0 0 2 4 0
53 6
0.00% 0.00% 33.33% 66.67%  0.00%
0 0 0 0 4
70 4

0.00% 0.00% 0.00%  0.00% 100.00%

Cuadro n® 87. Clasificacion de los tiempos de almacenamiento a 10°C y

porcentaje de aciertos en la prediccion.

PREDICCION TIEMPO ALMACENAMIENTO

Tiempo -
almacenamiento Tamaio 0 7 25 42 60
grupo
0 6 0 0 0 0
100.00%  0.00% 0.00%  0.00%  0.00%
. 6 0 6 0 0 0
0.00%  100.00%  0.00%  0.00%  0.00%
0 0 5 1 0
25 6
0.00% 0.00%  83.33% 16.67%  0.00%
0 0 0 5 1
42 6
0.00% 0.00% 0.00%  83.33% 16.67%
0 0 0 1 3
60 4

0.00% 0.00% 0.00%  25.00% 75.00%
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4.5.9.3.- Almacenamiento del Zumo Fresco de Naranja-Zanahoria a -40°C

Vitamina C

La concentracion inicial de acido ascérbico en el zumo mezcla de naranja-
zanahoria fue de 27.09+0.18 mg/100mL. Los contenidos de vitamina C obtenidos a lo
largo del almacenamiento se compararon mediante el andlisis de la varianza univariable
(ANOVA). Como se encontraron diferencias estadisticamente significativas se aplico un
test de Tukey, el cual indicd que la concentracion de acido ascoérbico después de 132
dias de almacenamiento a -40°C (25.98+0.18 mg/100mL) era significativamente inferior
a la concentracion inicial. El analisis de regresion que se aplico a la pérdida de acido
ascorbico respecto al tiempo indico que la pérdida seguia un modelo lineal para
describir la relacion entre el 4cido ascorbico y el tiempo de almacenamiento (dias). La

ecuacion del modelo ajustada fue:

acido ascorbico (mg/100mL) = 26.99 — 0.010-tiempo (dias) (figuran® 81)

La pendiente de la ecuacion indica que el porcentaje de degradacion del acido
ascorbico durante el almacenamiento a -40°C es, 0.010 = 0.004 mg/100mL por dia. El
coeficiente estadistico R? indica que el modelo adaptado explica la variabilidad del
56.4% en el ascorbico. El coeficiente de correlacion es -0.751, indicando una relacion
fuerte entre las variables. El error estdndar estimado muestra que la desviacion estdndar
de los residuales es 0.372. Navarro et al. (1981), estudiaron el almacenamiento del
zumo concentrado (60 °Brix) a 0, -8 y -18 °C para establecer las condiciones apropiadas
para la conservacion del zumo de naranja, y encontraron que no habia variaciones en la
concentracion de acido ascorbico durante los 6 meses de almacenamiento. Lee y Coates
(1999) estudiaron la variacion de la vitamina C en un zumo de naranja sin pasteurizar,
recién exprimido y congelado, durante el almacenamiento a -23°C y encontraron que
después de 24 meses habia un 19.2% de pérdidas de vitamina C, el porcentaje de
pérdida de vitamina C fue de 0.011 mg/100mL por dia, siendo superior al encontrado en

este estudio para el zumo de naranja-zanahoria almacenado a -40°C. Korus et al. (2002)
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encontraron que la vitamina C en la almorta disminuia (7-8%) después de 6 meses de
almacenamiento en congelacion (a -30 y -40°C). Giannakourou y Taoukis (2003)
establecieron que para las hortalizas congeladas (alubias verdes, espinacas, frijoles
verdes y quimbombo), la dependencia entre la temperatura y la pérdida de vitamina C
en el rango de -3 a -20°C se ajustaba adecuadamente a la ecuacion de Arrhenius.
Martins y Silva (2004) estudiaron la congelacién de frijoles verdes, realizando una
evaluacion del perfil de calidad durante el almacenamiento casero a -6, -12 'y -18 °C, y
encontraron que las pérdidas de acido ascorbico eran significativas después de 4 dias de
almacenamiento a -6°C (51.47%), y cuando la temperatura de almacenamiento era de
-12°C el acido ascorbico disminuia muy rapidamente durante los primeros 5 dias
(45.03%) y después de 14 dias el 4cido ascorbico residual era de 10.72%. Cuando los
frijoles verdes se almacenaban a -18°C, la concentracion de acido ascorbico residual
después de 15 dias era del 10%. Bahgeci et al. (2005) encontraron que el acido
ascorbico en los frijoles verdes disminuia siguiendo una cinética de primer orden
durante el almacenamiento a -18°C. Sahari et al. (2004) encontraron que las mayores
pérdidas de acido ascorbico ocurrian durante los primeros 15 dias de almacenamiento,
siendo los porcentajes 64.5, 10.7 y 8.9% a -12, -18 y -24°C, respectivamente, y no se

observaron diferencias estadisticamente significativas entre -18 y -24°C.

Vitamina A

Al estudiar la variacion de la vitamina A (ugRE/100g) en el zumo de naranja-
zanahoria durante el almacenamiento a -40°C se ve que su concentracion aumenta
significativamente con el tiempo (p<0.05), de 44.75 a 468.33 (ugRE/100g) (figura
n® 82). Ajustando por minimos cuadrados se encuentra que la nube de puntos

proporciona un ajuste significativo (p<0.01) con un modelo lineal:

vitamina A (ugRE/100g) = 3.89-tiempo (dias) + 9.54

El valor R? indica que el modelo ajustado explica el 75.0% de la variabilidad del

contenido en vitamina A. El coeficiente de correlacion es de 0.866, lo cual indica una
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fuerte relacion entre las variables. El error estandar estimado muestra que la desviacion
estandar residual es de 93.66.

Hay una correlacion negativa significativa entre la evolucion de las
concentraciones de acido ascérbico y vitamina A durante el almacenamiento a -40°C,

siendo el coeficiente de correlacion de -0.833 y el error estandar estimado de 0.312:

acido ascorbico=26.99 — 0.003-vitamina A

(acido ascorbico en mg/100mL, y vitamina A en ugRE/100g).

Se procede a estudiar la evolucidon de cada carotenoide en el zumo congelado de
naranja-zanahoria (-40°C). En las figuras n° 83—-86 se muestra una representacion
grafica de los resultados obtenidos. Ajustando por minimos cuadrados, se obtiene un
ajuste lineal significativo (p<0.05) en ocho de los carotenoides estudiados, con las

siguientes pendientes:

9-cis-violaxantina + Neoxantina —2.429+0.810 (R* = 0.775) ug/100g por dia

Anteraxantina ~1.037+0.312 (R* = 0.799) pug/100g por dia
a.-caroteno 7.148+1.796 (R* = 0.852) pg/100g por dia
Fitoeno + Fitoflueno 2.339+0.483 (R? = 0.892) ng/100g por dia
[3-caroteno 19.084+4.518 (R? = 0.865) pg/100g por dia
13-cis-pB-caroteno 1.138+0.296 (R*= 0.843) ug/100g por dia
&-caroteno 1.560+0.285 (R* = 0.913) pg/100g por dia
9-cis-p-caroteno 0.524+0.190 (R* = 0.748) pg/100g por dia
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Solamente 9-cis-violaxantina + neoxantina y anteraxantina disminuian con el
tiempo de almacenamiento. La figura n° 83 muestra el porcentaje remanente de las
concentraciones de cada uno de estos dos carotenoides. Después de 36 dias la
disminucién en la concentracion de anteraxantina fue de 43.1%, mientras que no hubo
variacion en la concentracion de 9-cis-violaxantina + neoxantina, pero éstas
disminuyeron bruscamente (41.5%) después de 48 dias de almacenamiento a -40°C. Al
final del periodo estudiado (132 dias), las pérdidas fueron del 50.5 y 64.8% para 9-cis-
violaxantina + neoxantina y anteraxantina, respectivamente. Los otros carotenoides
(luteina, zeaxantina, mutatoxantina, o-criptoxantina, [-criptoxantina, cis-p3-
criptoxantina y 9-cis-o.-caroteno) también se modificaron durante el almacenamiento a
-40°C, aunque la aplicacion del analisis de regresion simple no mostré ninguna relacion
significativa entre las variables.

El valor de p, que prueba la significancia estadistica de la correlacion, es de
0.000 e indica que no hay correlaciones estadisticamente significativas al 95% de nivel
de confianza. Se puede ver que cuando las concentraciones de a-caroteno, fitoeno +
fitoflueno, B-caroteno y &-caroteno aumentan, hay una disminucion significativa en las

concentraciones de 9-cis-violaxantina + neoxantina y anteraxantina (cuadro n° 88).
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Figura n° 81. Variacion del acido ascorbico en zumos de naranja-zanahoria

durante el almacenamiento a -40°C.
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Figura n° 82. Evolucion del contenido en vitamina A en zumo de naranja-
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Figura n° 83. Evolucion de la 9-cis-violaxantinatneoxantina y de la

anteraxantina en el zumo de naranja-zanahoria congelado (-40°C).
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Figura n° 84. Evolucion de la luteina, zeaxantina, [B-criptoxantina, cis-3-

criptoxantina, mutatoxantina y o-criptoxantina en zumo de naranja-zanahoria congelado

(-40°C).
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Figura n°® 85. Evolucion del 9-cis-a-caroteno, 13-cis-f-caroteno, {-caroteno y 9-

cis-B-caroteno en zumo de naranja-zanahoria congelado (-40°C).
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Figura n° 86. Evolucion del a-caroteno, fitoeno+fitoflueno y B-caroteno en el

zumo de naranja-zanahoria congelado (-40°C).
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Cuadro n° 88. Coeficiente de correlacion entre carotenoides en zumo de naranja-

zanahoria congelado (-40°C).

] ]
< s -8 = = = =
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) 3 —
9-cis-violaxantina 0.813* 0.864** 0.955** 0.124  0.621 0.853** 0.371 -0.480 -0.839** -0.815* -0.821* -0.560 -0.674 -0.565
+neoxantina
Anteraxantina 0.691 0.810* -0.060 0.353 0.521 -0.064 -0.470 -0.797* -0.788* -0.793* -0.643 -0.744* -0.689
Luteina 0.863** 0363 0.681 0.751* 0.150 -0.121 -0.494 -0.489 -0.480 -0.296 -0.382 -0.158
Zeaxantina 0.115 0.765* 0.760* 0304 -0.592 -0.715 -0.672 -0.686 -0.366 -0.486 -0.447
Mutatoxantina 0479 0487 -0.259 0477 0.144 0226  0.109 -0.091 0.085 0.443

a-criptoxantina 0673 0290 -0407 -0213 -0.121 -0.181 0.111 0.061 0.131

B-criptoxantina 0.460 -0.230 -0.675 -0.624 -0.671 -0.506 -0.556 -0.303

Cis-ﬁ-criptoxantina -0.433  -0.319 -0.340 -0.271 0.095 -0.104 -0.163

9-cis-o-caroteno 0.551 0.491 0503 0406 0.252 0.559

0.986** 0.997** 0.835%* 0.926** 0.904**

o-caroteno
Fitoenotfitoflueno 0.983** 0.826% 0.940%* 0.914**
B-caroteno 0.873** 0.946%* 0.906**

13-cis-B-caroteno 0.955%* 0.810%

C-caroteno 0.887**

** ajuste significativo al 99%; * ajuste significativo al 95%.

El almacenamiento del zumo de naranja-zanahoria a —40°C provoca una
disminucién en la concentracion del acido ascorbico (4.1%). La vitamina A aumenta
durante el almacenamiento, lo cual contribuye a mantener las caracteristicas
organolépticas del producto. Nueve de los 14 carotenoides identificados aumentan
significativamente después de 132 dias de almacenamiento a —40°C. Solo la
concentracion de anteraxantina y de 9-cis-violaxantina+neoxantina disminuye durante

el periodo estudiado.
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4.5.10.- CONCLUSIONES

El tratamiento por PEAI es un método alternativo a la pasteurizacion térmica
convencional del zumo de naranja-zanahoria. Para seleccionar las mejores condiciones
del tratamiento por PEAI, no sbélo es necesario tener presente la inactivacion
microbioldgica y enzimadtica si no que también hay que mantener las caracteristicas
organolépticas y el valor nutritivo, siendo el acido ascorbico y la vitamina A unos
buenos parametros para ello. La vitamina C se ha elegido como parametro de calidad
del tratamiento térmico de conservacion de alimentos por muchos autores.

El procesado mediante PEAI produce, generalmente, un aumento significativo
en la concentracion de los diferentes carotenoides identificados en el zumo naranja-
zanahoria al aumentar el tiempo de tratamiento, mientras que al procesar el zumo
mediante pasteurizacion convencional, la mayoria de los carotenoides disminuyen su
concentracion o la aumentan de un modo no significativo. El contenido de acido
ascorbico en el zumo de naranja-zanahoria tratado por PEAI también es mayor que en el
pasteurizado convencionalmente, y ademas se mantiene durante mas tiempo en
almacenamiento en refrigeracion, por lo que el valor nutritivo también es mayor en el
zumo de naranja-zanahoria tratado con esta nueva tecnologia.

En el zumo mezcla de naranja-zanahoria el tratamiento por PEAI a 25 y
30 kV/cm permite obtener una concentracion de vitamina A superior a la encontrada en
el zumo pasteurizado. Un tratamiento PEAI a 25 kV/cm durante 280 us permite que la
vida media del zumo se extienda hasta 50 dias almacenado a 2 °C, mientras que cuando
la temperatura de conservacion es de 10 °C la vida media del zumo de naranja-zanahoria
es de 19 dias.

El almacenamiento del zumo de naranja-zanahoria a -40°C causé una
disminucion en la concentracion del 4cido ascorbico (4.1%). La actividad provitaminica
A (ugRE/100g) aument6 durante el almacenamiento del zumo de naranja-zanahoria
congelado. Nueve de los catorce carotenoides identificados aumentaron después de 132
dias de almacenamiento a -40°C. Solamente anteraxantina y 9-cis-violaxantina +

neoxantina disminuyeron su concentracion durante el periodo estudiado.
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S.- CONCLUSIONES

La revision bibliografica efectuada y los resultados obtenidos en el estudio
realizado en relacion a la determinacion de vitamina C y carotenoides en zumo de
mandarinas (clemenules, clemenvilla y fortuna) y naranja (navel, navelina y navel-lane),
la caracterizacion de los zumos y néctares de naranja comercializados, la evaluacion de
la influencia sobre la vitamina C y carotenoides del tratamiento térmico y de los Pulsos
Eléctricos de Alta Intensidad en un zumo mezcla de naranja-zanahoria y finalmente, la
estimacion de la vida 1til del zumo de naranja-zanahoria pasterizado y tratado por

Pulsos Eléctricos de Alta Intensidad, permiten establecer las siguientes conclusiones:

1. Se utiliza un método por cromatografia liquida con gradiente de elucion ternario y
detector de fotodiodo-array que permite la determinacién de quince carotenoides
(cis/trans) en zumos vegetales. Como muestran los pardmetros analiticos el método

es sensible, fiable , exacto y reproducible.

2. La determinacion polarografica del acido es sensible, precisa y rapida tal como
muestran sus parametros analiticos. El método propuesto permite cuantificar
pequefias variaciones en el contenido de vitamina C en zumos citricos y vegetales

producidos por los tratamientos de conservacion y almacenamiento.

Naranjas y Mandarinas
3. Se pueden clasificar los citricos agrupandolos en naranjas y mandarinas, con el
100% de aciertos en la prediccion, determinando los parametros:
a) Vitaminas Ay C.
b) Seis carotenoides: 9-cis-violaxantina + neoxantina, cis-anteraxantina,
mutatoxantina, o y B-criptoxantina y [3-caroteno.

¢) Vitamina C y 9-cis-violaxantina + neoxantina.
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4.

Se pueden clasificar correctamente las 6 variedades de citricos estudiados
(clemenules, clemenvilla, fortuna, navel, navelina y navel-lane):
a) Con un 81.7% de aciertos en la predicciéon con la determinacion de los

parametros: pH, °Brix, relaciéon zumo/peso, vitamina A y vitamina C.

b) Con un 98.1% de aciertos en la prediccion con la determinacion de los

parametros vitamina C, 9-cis-violaxantina + neoxantina y o-criptoxantina.

Zumos y Néctares comerciales

5.

En todos los casos los contenidos de vitamina C en las muestras son superiores a

los indicados en las etiquetas.

La concentracion de vitamina A es mayor en los zumos que en los néctares, siendo
a su vez mayor en los zumos exprimidos que en los de a base de concentrado.
Existen diferencias importantes en cuanto al tipo de carotenoides para cada
muestra, la 9-cis-violaxantina+neoxantina sO6lo se encuentra en zumos
refrigerados, los carotenoides neocromo y 7,8,7’,8’-tetrahidrolicopeno han sido
identificados tanto en zumos como en néctares, a base de concentrado y no

refrigerados, sin embargo no se han encontrado en otras muestras.

Zumo de naranja-zanahoria

7.
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La concentracion de 4cido ascorbico en el zumo de naranja-zanahoria tratado por

PEAI es mayor que en el pasteurizado convencionalmente.

El procesado mediante PEAI produce, generalmente, un aumento significativo en
la concentracion de los diferentes carotenoides identificados en el zumo naranja-
zanahoria al aumentar el tiempo de tratamiento, mientras que al procesar el zumo
mediante pasteurizacion convencional, la concentracion de la mayoria de los

carotenoides disminuye o aumenta de un modo no significativo.
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9.  En el zumo mezcla de naranja-zanahoria el tratamiento por PEAI a 25 y 30 kV/cm
permite obtener una concentracion de vitamina A superior a la encontrada en el

zumo pasteurizado.

Vida util
10. El tratamiento por PEAI a 25 kV/cm durante 280 ps permite que la vida media del
zumo sea de 50 dias almacenado a 2°C, mientras que cuando la temperatura de

conservacion es de 10°C la vida media es de 19 dias siendo en ambos casos, la

vida util superior a la del zumo pasterizado.

Almacenamiento a -40°C

11. Durante el almacenamiento del zumo fresco de naranja-zanahoria a -40°C la
concentracion de vitamina C disminuye, sin embargo la vitamina A aumenta.
Nueve de los catorce carotenoides identificados aumentan después de 132 dias de

almacenamiento a -40°C.
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