C
4% 2
9 0(
\4
S M7\ v
@ %
d Labor et v
= W
[ |
- ]
Z 2]
P »
Chun quias Tiaha sihi Nillao

UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE LA MIXTECA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

DESHIDRATADO DE REBANADAS DE MANGO TOMMY ATKINS
UTILIZANDO EXTRACTOS DE SUS SEMILLAS Y METABISULFITO
DE SODIO COMO PRETRATAMIENTOS

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE :

MAESTRO EN CIENCIAS: PRODUCTOS NATURALES Y ALIMENTOS

PRESENTA:
I. A. ANALLELI JIMENEZ DURAN

DIRECTOR DE TESIS:
DR. RAUL SALAS CORONADO

HUAJUAPAN DE LEON, OAXACA, MEXICO, MARZO DE 2015



El proyecto se realizd en las instalaciones de los Laboratorios en Productos Naturales y
Alimentos de la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca. Parte del trabajo experimental
se llevo a cabo en los laboratorios del SEBS-Plant Biology & Pathology de la
Universidad de RUTGERS campus: New Brunswick, en el estado de New Jesey,

Estados Unidos.



Los primeros avances del proyecto se presentaron en la 14* Feria de Posgrado de
Calidad 2013, celabrada en el Distrito Federal del 19 al 26 de abril de 2013, organizada

por el CONACYT.

En el 48° Congreso Mexicano de Quimica y 32° Congreso Nacional de Educacion
Quimica se present6 el trabajo “Implementacion de un método para la cuantificacion de
sulfitos en alimentos comerciales”, trabajo derivado del proyecto de tesis y realizado de
manera conjunta con Yair Josué Cruz Moran. El congreso se realizé en Guanajuato,

Guanajuato del 31 de agosto al 4 de septiembre de 2013.

En el 49° Congreso Mexicano de Quimica y 33° Congreso Nacional de Educacion
Quimica, se presentd la exposicion oral intitulada: “Contenido de compuestos
antioxidantes en rebanadas deshidratadas de mango Tommy Atkins, pretratadas con
extracto de sus semillas y sulfitos”. El congreso se celebré en Mérida, Yucatan del 17 al

21 de septiembre, 2014.

Como parte del Programa de Movilidad Académica (2014-2015) de la Maestria en
Ciencias: Productos Naturales y Alimentos, se realiz6 una estancia de investigacion, en
el periodo comprendido del 1 de junio al 15 de septiembre de 2014, en el Departamento
de Biologia de plantas y Patologia de la Universidad del Estado de New Jersey (Rutgers)
bajo la supervicion del Dr. Hector Rodolfo Juliani Profesor-Investigador asistente.
Durante este periodo obtuve un certificado por completar el curso “Entrenamiento de
seguridad en el laboratorio/RTK-HAZCOM/RCRA/Higiene Quimica” que se llevo a

cabo el 13 de agosto de 2014. En Rutgers Enviromental Health and Safety.

II



Dedico este trabajo a Dios por proporcionarme los medios y las personas para que fuese
posible la realizacion de este proyecto.

A mis padres Hipdlito y Estela por su amor y apoyo incondicional en todas las etapas de
mi vida. Pero de manera muy especial a mi mami que me ha apoyado hasta con su vida
para que pudiera lograr varios de mis suefios.

A mi esposo Willy por darme su apoyo y amor, por ser parte de mi vida. jTe amo!

A mi hija Janita por ser mi mayor motivacion y por amarme tanto.

A mis hermanos por estar a mi lado en los momentos mas dificiles y felices de mi vida y
por demostrarme dia con dia que la familia es una de las cosas mas sagradas de este
mundo.

A mi abuelita Carmelita por ensefiarme el valor de la fortaleza y darme su carifio.

A mis sobrinos por darme la paz y relajacion cuando lo necesitaba, asi como su ternura
en cada abrazo.

A mis primos por su apoyo cuando se me hacia tarde para ir a la escuela.

A la Dra. Norma y Dr. Raul por ser como mis segundos padres.

III



AGRADECIMIENTOS

A mis padres Estela e Hipdlito por estar a mi lado en todo momento y ayudarme en los
momentos mas dificiles de mi vida.

A mi hija Janita y esposo Willy por darme el verdadero amor, también por ser mi mayor
motivo para seguir adelante.

A mis hermanos Lupita, Hortencia, Irma, Antonio, Adelaido, Gabriel y Aquileo por
compartir lapsos de sus vidas y por darme su amor y carifio.

A mis cufiados y cufiadas por formar parte de mi familia y ser mis segundos hermanos.
A mis amigos Mota, Mag, May, Karla, Nancy, Melchor, Pancho, Yair, Estefi y Mandos
por compartir los festejos y hacerme sentir muy especial.

A mis sinodales por sus aportes en el trabajo y compartir su informacion.

A mi asesor de tesis Dr. Raul por brindarme su apoyo, conocimientos y consejos.

Al Dr. Héctor Rodolfo Juliani por brindarme el apoyo para realizar mi estancia en
Estados Unidos.

A los que me apoyaron de varias maneras como: el Sr. Galdino, Sarita, Carmen, dofia
Luci, Fabi, Lic. Carmen, Mary y muchos mas.

En mi vida hay demasiadas personas a las cuales debo de agradecer, pero creo que nunca

terminaria, pero siempre estan en mi corazon.

1Y%



RESUMEN

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los frutos tropicales de mayor produccion en
el mundo, ademds proporciona a la dieta compuestos antioxidantes y nutrientes. Para
prolongar la vida de anaquel de éste fruto se puede llevar a cabo un proceso de secado;
sin embargo, durante el secado el fruto presenta cambios indeseables de color y una
disminucién en el contenido de compuestos antioxidantes. Estos efectos pueden
atenuarse mediante el uso de pretratamientos, los cuales pueden acelerar la velocidad de
secado, mejorar la calidad del producto, evitar la degradacion de los compuestos
antioxidantes y reducir el oscurecimiento del fruto. Por tal motivo, el presente estudio
consistio en evaluar el efecto de tres pretratamientos en el deshidratado de rebanadas de
mango en un secador de charolas giratorias. Los tratamientos fueron PT1, Na,S,;0s al
0.5%; PT2, extracto de semilla de mango al 1.44% y PT3, Na,S,0s al 0.5% + extracto
de semilla de mango al 1.44%. El extracto de semilla de mango presentd un contenido
de compuestos fendlicos de 230.00£0.08 mg EAG+(100 g de semilla fresca)’ y una
eficiencia antirradicalar de 1.80 x 10" kg de DPPH'/g de extractosmin. Los
pretratamientos de las rebanadas de mango se llevaron a cabo por inmersion en
soluciones preparadas durante 3 min. Las condiciones de secado fueron 60°C, 1.2 mes™
y rotacion de charolas de 20 rpm hasta obtener una humedad final de 15%
aproximadamente. Adicionalmente, se obtuvieron las curvas de secado, las difusividades
efectivas y las constantes de velocidad mediante una regresion no lineal utilizando el
modelo de Midilli et al. (2002). Las mejores retenciones de vitamina C, fenoles totales y
carotenos totales se observaron en las rebanadas PT3 con valores 96.52+5.09 mg
EAA+(100 g de masa seca)’, 368.00+11.84 mg de EAG+(100 g de masa seca)” y
10.27+0.23 mg B-caroteno*(100 g de masa seca)’, respectivamente. También se
determinaron los sulfitos, obteniendo una concentracion de 900.28+43.97 mg de SO;>
«(kg de masa seca)’ en PT3. Finalmente, se cuantificaron seis compuestos fendlicos
(acido ferulico, galato de metilo, mangiferina, acido galico, acido cafeico y acido p-
cumarico) en las cuatro muestras deshidratadas utilizando un HPLC. Las muestras
pretratadas con extracto de semilla de mango (PT2 y PT3) presentaron un incremento
drastico en la concentracion del dcido p-cumarico, con concentraciones de 108.94+0.67
y 102.18+0.55 mge+(100 g de masa seca)”, respectivamente. En conclusion, el presente
estudio demuestra que la combinacion de sulfitos con extractos de semilla de mango
promueve la fortificacion de los compuestos fenolicos, con excepcion de la mangiferina,
en las rebanadas de mango y disminuye el oscurecimiento durante el proceso de secado.
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1.INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los frutos comerciales mas importantes en el
mundo, con una produccion global de alrededor de 35 millones de toneladas (FAOSTAT,
2010). Particularmente, México ocupa el tercer lugar en la producciéon de mango a nivel
mundial, con una produccién de alrededor de 1.5 millones de toneladas de mango (SIAP,
2012). En México, los estados con mayor producciéon de mango son Guerrero, Nayarit,
Chiapas, Oaxaca, Sinaloa, Veracruz y Michoacan, quienes de manera conjunta aportaron mas
de 1.38 millones de toneladas de este fruto en el 2012. Es decir, nueve de cada diez mangos de
la produccion nacional (89%) provienen de estos estados. El estado de Oaxaca con una
produccion de 191 mil toneladas' ocupa el cuarto lugar, del cual solo el 60% se aprovecha,
principalmente para su exportacion en fresco y el restante se desecha debido a que no cumple
el nivel de calidad para ser exportado o simplemente no es recolectado por los productores
(Santiago et al., 2000). Cabe sefalar que en los ultimos afios se han incrementado los
productos derivados del mango tales como cubos de mango congelado, Pepsi sabor a mango,
mousse de Nestle®, deshidratado The Healthy Fruit®, polvo para bebidas Lipton®, yogur con
mango de Actimel, Activia y Vitalinea de Danone®, entre otros. Estos se suman a los
productos ya establecidos en el mercado como los jugos, néctares, conservas, purés y
deshidrados.

En el ambito de los alimentos funcionales el mango cobra relevancia por su contenido de
mangiferina, galato de metilo, vitamina C y carotenos, siendo compuestos antioxidantes
importantes, ya que se ha reportado que estos compuestos presentan actividad
gastroprotectora, analgésica, antibacterial, citoprotectora, antitumoral (Ferreira et al., 2013).
Sin embargo dichos compuestos son muy sensibles al procesado térmico (Liu et al., 2014;

Rodriguez-Amaya, 2001).

! Fundacion Produce de Guerrero, A. C. MANGO. 2012. http://fundacionproducegro.org.mx/wp-content/uploads/2012/05/02-
Mango.pdf



Considerando lo anterior y debido a que los alimentos funcionales proporcionan beneficios a
la salud, en la actualidad se le han dado mayor importancia a este tipo de productos (Masis,
2002). Es importante llevar a cabo estudios orientados hacia la obtencion de métodos de
conservacion que sean sencillos de implementar, relativamente rapidos, econdmicos y que
conserven el color, asi como la mayor cantidad posible de compuestos antioxidantes del
mango. La seleccion de un proceso de secado adecuado es importante, ya que de éste depende
la calidad del producto final. Existen diversos métodos para la conservacion de alimentos
como el congelado, las presiones altas, la fermentacion, la adicion de azucar, los campos
eléctricos y el deshidratado, por mencionar algunos (Aguilar, 2012).

La deshidratacion, es uno de los métodos mas antiguos y usados, que consiste en la extraccion
del agua contenida en los alimentos por medios fisicos. Este proceso es apropiado para
prolongar el tiempo de vida del producto. Existen diferentes procesos de deshidratado, los
cuales dependen de las caracteristicas deseadas del producto final como textura, color, sabor.
Algunos de estos procesos son el deshidratado por liofilizacion, por dsmosis, al sol, por
aspersion, en lecho fluidizado, asistido por infrarrojo, asistido por microondas y en charolas
(Dissa et al., 2008).

En el deshidratado se puede hacer uso de pretratamientos para mejorar la calidad del producto,
mediante la reduccion del oscurecimiento y de la pérdida de algunos compuestos
antioxidantes. Estos pretratamientos consisten en la inmersion de las rebanadas de los
alimentos en soluciones de acido ascorbico, sacarosa, NaHSOs, CaCl,, NaCl y NaS;0s o
extractos ricos en compuestos fendlicos (Chen et al., 2007. Villegas-Santiago, 2011. Malheiro

etal., 2013).

En el presente proyecto se hizo uso del extracto acuoso de semilla de mango y sales de
metabisulfito de sodio (Na;S,0s ) al 0.5%, asi como también la combinaciéon de éstos con la
finalidad de obtener rebanadas de mango deshidratadas con retencion de sus compuestos
antioxidantes y la conservacion del color caracteristico del mango fresco. Finalmente, se

realizo un analisis comparativo de los pretratamientos para determinar el mejor pretratamiento.



2.ANALISIS DE FUNDAMENTOS

En la presente seccion se describen los parametros utilizados para evaluar la calidad del
mango fresco y sus productos, asi como los factores que intervienen en el proceso de
deshidratado en un secador de charolas giratorias. Se presenta la importancia de los diferentes
pretratamientos utilizados para reducir los efectos ocasionados por el procesamiento con
especial énfasis en las ventajas del uso de sulfitos y extractos naturales. También se describe la
capacidad antioxidante de las semillas de mango atribuida principalmente a la presencia de
compuestos fendlicos y finalmente se presenta la importancia de los compuestos antioxidantes

presentes en el mango, entre ellos la vitamina C, los compuestos fendlicos y los carotenos.

2.1. PARAMETROS DE CALIDAD DEL MANGO

La calidad se refiere al conjunto de propiedades que le confieren las caracteristicas
representativas a un producto para satisfacer las necesidades del consumidor (Escalante,
2006). En el mango fresco la calidad se puede medir a partir de la uniformidad de tamafio y
forma, asi como por la ausencia de enfermedades, defectos fisicos, el color de la cdscara y la
pulpa, la firmeza y el sabor de la pulpa (Kader, 2008). Uno de los pardmetros de calidad mas
importantes para medir la calidad del mango tanto fresco como deshidratado es el color y en el
fruto ayuda a determinar la madurez y vida postcosecha. La medicion de éste parametro se
lleva a cabo a través de técnicas espectrofotométricas utilizando la escala CIELAB. Tales
mediciones generan tres valores, L*, a* y b*; donde L* mide la luminosidad que varia de cero
(negro) a 100 (blanco), de a*+ (rojo) a a*- (verde) y de b*+ (amarillo) a b*- (azul) (Ribeiro-
Rocha et al., 2007). En la Tabla 1 se presentan los parametros de color para la pulpa de mango
maduro fresco. Los valores de L*, a* y b* reportados por Zuluaga et al., 2002 y Ribeiro-Rocha
et al. (2008), junto con valores de so6lidos solubles totales expresados en °Brix en un intervalo
de 14 a 16 se pueden usar como indicadores de la etapa de madurez para el mango Tommy

Atkins. Estos valores son similares con los reportados por Brecht (2010), quien indica que



esos intervalos coinciden con una etapa de madurez 5 para el mango maduro, en una escala de

cinco etapas, 1-5 (Anexo 12.2).

Tabla 1. Parametros de color CIELAB para mangos frescos.

Referencia Variedad L* a* b*
Ribeiro-Rocha et al. Haden, Tommy 55.0-61.0 | 11.5-14.4 | 40.0-50.0
(2008) Atkins, Palmer y Uba
Zuluaga et al. (2002) Tommy Atkins 64.4+4.6 | 14.7£29 | 61.3+4.2

En el caso de productos de mango deshidratado, los cambios de color pueden ser atribuidos al
oscurecimiento enzimatico, que se origina por la transformacién en sus primeras etapas de
compuestos fenolicos en polimeros coloridos, provocando un oscurecimiento rapido
principalmente en la parte externa de las muestras (Cheftel y Cheftel, 2000; Zuluaga et al.,
2010). Asi como también, al oscurecimiento no enzimatico, productos de las reacciones de
Maillard (Figura 1) producidos por la presencia de aminodcidos y azucares bajo condiciones

de temperatura altas y asistencia de oxigeno (Nursten, 2005).
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Figura 1. Productos de las reacciones de Maillard (Nursten, 2005).

Otra de las razones por la cual se atribuye el cambio de color es por la foto-oxidacion de los
pigmentos por accion de la luz, que en combinacioén con el oxigeno produce una decoloracion
en los deshidratados (Zuluaga et al., 2010).

El-Amin et al. (2008) realizaron deshidrataciones de rebanadas de mango de la variedad Kent
usando temperaturas de 60, 70 y 80°C, con una velocidad de aire igual a 1.5 mes” y 3 mm de
grosor por rebanada. Los resultados indicaron que el tiempo de secado tiene un efecto
significativo sobre el color: los pardmetros L*, a* y b* disminuyeron a medida que la

temperatura de secado aumentaron (Figura 2).
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Figura 2. Cambios en los pardmetros de color L*, a* y b* por efecto de la temperatura (El-Amin ef al.,
2008).

Ademas de los parametros fisicos antes mencionados, se han encontrado parametros quimicos
que ayudan a medir la calidad del mango deshidratado, entre ellos se encuentran la vitamina

C, los fenoles totales y los carotenos (Santaella y Bruna?).

2.2. SECADO EN CHAROLAS

El secador de charolas es uno de los equipos que mas se ha empleado para el deshidratado de
frutas y hortalizas (Vega-Mercado et al., 2001). Existen dos tipos de secadores de charolas;
giratorias o estaticas. En el primer caso, el producto a deshidratar se pone sobre charolas que
giran a ciertas velocidades y, en el segundo, el producto se carga directamente en bastidores

fijos dentro del secador.

Secador de charolas giratorias. Este tipo de secadores tienen la ventaja de lograr un
secado uniforme de los alimentos deshidratados. En el presente proyecto, se usd un
deshidratador de charolas giratorias que fue disefado y construido en la Universidad

Tecnologica de la Mixteca (Figura 3), con caracteristicas operacionales de: a) temperatura

2 http://www.horticom.com/pd/imagenes/73/161/73161.pdf



entre 20 y 60°C, b) velocidad de alimentacién de aire de 0 a 1.2 mes™, y ¢) uso opcional de la

rotacion de charolas a 20 rpm.

Escape de gases
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Figura 3. Diagrama del secador de charolas giratorias utilizado en este proyecto. (Santos-Sanchez et
al., 2012).

Santos-Sanchez et al. (2012) estudiaron el efecto que se genera al utilizar el secador de
charolas giratorias a tres diferentes temperaturas de secado (55, 60 y 70°C) y dos velocidades
de secado (0.6 y 1.2 mes') sobre los componentes antioxidantes y color durante la
deshidratacion de jitomate saladette (Lycopersicon esculentum). En este trabajo, se reportd que
la deshidratacion con rotacion de charolas, se realizé en menores tiempos de secado que sin el
uso de este. Ademas, los autores evidenciaron que el secado con el giro de las charolas a una
temperatura de 60°C y una velocidad de secado de 1.2 mes™ estas condiciones minimizan la

degradacion de fenoles totales en 2.1% y &cido ascorbico en 17.3% en el jitomate.



2.3. FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL PROCESO DE
DESHIDRATADO DEL MANGO

Las condiciones de secado como temperatura del aire, humedad relativa del aire y flujo de
aire, deben ser las adecuadas para obtener productos deshidratados con caracteristicas fisicas y
quimicas similares al del alimento fresco. A continuaciéon se presentan algunos de estos

factores.

2.3.1. Temperatura del aire. En el proceso de secado, conforme se incrementa la

temperatura del aire, la velocidad de eliminacion del agua en el mango también se incrementa
y los tiempos de secado se acortan. Sin embargo a temperaturas mayores a los 80°C, existe una
reduccién significativa en el contenido de carotenos, vitamina C y fenoles (Caparino et al.,
2012). Adicionalmente, a estas temperaturas se empieza a promover el oscurecimiento del
producto por efecto de las reacciones de Maillard (Hayes et al., 1998). Desmorieux et al.
(2008) obtuvieron mango deshidratados de mejor calidad a una temperatura de 60°C. Por otra
parte otros autores (Goyal et al.,2006); Jaya y Das, 2003; Ahmed et al., 2002) utilizaron un
intervalo de temperatura de 50 a 90°C para deshidratar rebanadas de mango y observaron que
los mejores resultados respecto al color y carotenos se obtienen a temperaturas de entre 60 y

72°C. Con base a lo anterior la temperatura que se utilizo en este proyecto fue de 60°C.

2.3.2. Humedad relativa del aire. Es un pardmetro importante, que puede afectar el

tiempo de secado. Desmorieux et al. (2008) realizaron un estudio que consistio en evaluar el
efecto del contenido de humedad en el aire secante durante el deshidratado de mango. Estos
autores reportan que entre mayor cantidad de agua haya en el aire secante, se requiere mayor
tiempo de secado. También, que el deshidratado se puede llevar a cabo con una humedad
relativa de aire maxima del 60% y obtener un secado de mango sin afectar la calidad del

producto por degradacidon enzimatica o bacterial.

2.3.3. Velocidad del aire secante. Se ha demostrado que a velocidades de aire

superiores a 6 mes” en combinacién con aire secante de contenido de humedad bajo (< 20%),
temperaturas superiores a 100°C y el estado de madurez del alimento, favorecen la formacion

de costras, esto es una limitante para obtener un deshidratado uniforme (Desmorieux et al.,



2008).

Autores como Corzo et al. (2008), Kabiru et al. (2013) y El-Amin et al. (2008) aplicaron una
velocidad de aire para el deshidratado de mango en el intervalo de 1.5 a 3.5 mes™ sin reportar
la presencia de costras. Por tal motivo en este proyecto se llevd a cabo la deshidratacion del

mango a una velocidad de aire de 1.2 mes™.

2.4. CURVAS DE SECADO, DIFUSIVIDADES EFECTIVAS (De) Y
CONSTANTES DE VELOCIDAD (k)

El comportamiento de la remocion de agua durante el proceso de deshidratado de un alimento
tiene un patron general de comportamiento representado por una curva de secado bajo

condiciones constantes de secado, Figura 4.
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Figura 4. Curva tipica de secado para condiciones constantes de secado (Foust et al., 1987).

El segmento AB de la curva, se observa un periodo de estado inestable durante el cual la
temperatura del alimento estd variando. El segmento BC se define como el periodo de
velocidad constante; en este intervalo la superficie total del alimento expuesta al aire secante
se encuentra saturada de agua. La temperatura de la superficie del alimento alcanza la

temperatura de bulbo humedo del aire secante. El periodo de velocidad de secado constante



ocurre solamente durante el tiempo en que la masa de agua transferida desde la superficie al
aire circundante es reemplazada de manera continua por el movimiento del agua desde el
interior del alimento. En el segmento CD, el agua en la superficie del alimento comienza a
agotarse debido a que la difusion del liquido hacia la superficie es menor que la velocidad de
transferencia de masa desde la superficie. En el segmento DE, a medida que las humedades
relativas del aire secante y del alimento se aproximan entre si, la velocidad de secado
disminuye hasta no existir mas cambios en el alimento; por lo tanto se llega al equilibrio en el

punto E (MR*= Razén de humedad de equilibrio).

Los mecanismos mediante los cuales se puede transferir la masa (agua) durante el
deshidratado son la conveccidn, migracion y difusion (Ortiz et al., 2006). Este tltimo es el
mecanismo predominante en el proceso de deshidratado y consiste en el transporte de masa
desde una parte de un sistema de mayor concentracion a otro de menor concentraciéon como un
resultado de movimientos moleculares aleatorios (Crank, 1975). El fenomeno de difusion se
observa en el secmento CD de la Figura 4 debido a que es donde se da la eliminacion del agua
desde el centro de la rebanada hacia la superficie. La velocidad de movimiento del agua en el
alimento expresada en funcion del mecanismo de difusion se expresa mediante la segunda
Ley de Fick modificada (Foust et al., 1987).

aci _ d°Ci

- = &

dt dx?

(1)

Donde:

D = Coeficiente de difusion, Ci=Concentracion inicial, x= Distancia, t= Tiempo.

En los modelos generales de transferencia de masa se suelen hacer una serie de suposiciones,
por ejemplo, que las superficies del material son lisas y no porosas, que también tienen una
forma perfectamente definida. Sin embargo, ésto no es totalmente cierto ya que algunos
alimentos tienen la superficie porosa. Debido a lo anterior, es necesario introducir una serie de
factores de correccion que permitan obtener un valor mas cercano a la realidad. Este valor
corresponde a la difusividad efectiva (Desr). Este pardmentro puede ser usado bajo las
siguientes consideraciones:

+ La materia no posee una superficie homogénea.
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» Los poros no son rectos ni cilindricos, poseen una serie de caminos irregulares con
interconexiones.

» Los poros poseen un area transversal variable.

* No toda el area normal a la direccion del flujo estd disponible para difusion de las

moléculas.

A partir de las consideraciones anteriores, Sherwood y Newman postularon la Ecuacion 2 que

permite generar soluciones aproximadas del parametro Desr (Foust ef al., 1987).

2

MR = 2%6Xp[—(2n+1)2% (2)
L=Espesor.
MR = %= Razén de humedad: Es un contenido de humedad adimensional.
Donde:

MR* = Razo6n de humedad en el equilibrio: Es el minimo contenido de humedad en la cual un
alimento puede teoricamente ser secado bajo condiciones de deshidratado
establecidas.

MR, = Razon de humedad inicial: Es la primera razén de humedad obtenida.

MR, = Razén de humedad al tiempo t: Calculado con los datos experimentales obtenidos.

MR, =¥: W - peso del solido humedo. Wy = peso del sélido seco (se obtiene

s

multiplicando la masa inicial de la muestra con la fraccion de la masa seca).

En la Ecuacién 2, se requieren establecer las condiciones limite de operacion y especificar las
caracteristicas de la difusividad efectiva (Dcs). La consideracion mas simple es establecer que
la Desr es constante y que el secado se favorece ya sea a través de una o dos de las caras del
alimento. El equilibrio en la fase interna como una condicion de frontera es un factor clave

para el uso de esta Ecuacion.
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D, eff *
12

La solucion a la ecuacion anterior, se logra usando la condicion: F = >0.1 para

periodos de secado mayores a 5 min (Aguerre et al., 1985). Bajo éstas condiciones, la
contribucion de los términos generados por n = 1, 2, 3, ..., en la Ecuacion 2 se hace
practicamente nula y por lo tanto se puede reducir a su minima expresion, usando n = 0

(Apéndice 11.1). Con esta consideracion se obtiene:

8 » Doy
MR =— - =t 3
.7-[2 exp( T 4L2 ) ( )

Al aplicar el logaritmo natural a la Ecuacion 3, se obtiene:

In MR = lni2 -
T

2
T Deﬂ
417

4)

La Ecuacion 4 es una funcion lineal de Ln MR en funcién del tiempo. La Degr por lo tanto se
puede determinar a partir de la pendiente de esta funcion:

2
T Dqﬁ.

e )

Pendiente =

Villa-Corrales et al. (2010) usaron este método matematico para determinar la difusividad
efectiva de rebanadas de mango Ataulfo deshidratadas utlizando intervalos de temperatura 50-
70°C y grosor de 2-5 mm, los autores reportaron las difusividades efectivas de 4.41-5.95 x10™"°
m”es”. Asi mismo Dissa et al. (2008), deshidrataron rebanadas de mango con 5 mm de grosor
utilizando dos temperaturas de secado 60 y 70°C y reportaron valores de difusividades
efectivas de 1.09 x 10 y 4.05 x 10” m”s™' para cada una de las temperaturas respectivamente.
Por otro lado Edoun et al. (2014), reportaron una difusividad efectiva de 7.395 x 107" m?es™

para rebanadas de mango de 3 mm de grosor que se deshidrataron a una temperatura de 60°C

con velocidad de aire de 0.6 mes™.

En las curvas de secado, es de interés emplear modelos para describir el comportamiento de
los datos de deshidratacion. La ecuacion 6 propuesta por Lewis, empleada para describir el

comportamiento de secado, es analoga a la ley del enfriamiento de Newton.

dMR .
= k(MR - MR") (6)
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Asumiendo que la cantidad de masa (M) depende del tiempo de secado (7), la integracion de la

Ecuacion 7, genera una solucion, representada por la siguiente ecuacion (Apéndice 11.2).

MR, - MR,

MR="—""—"——¢
MR, - MR

(7

El modelo descrito anteriormente sirve sdlo para predecir comportamientos simples, por lo
que se han desarrollado nuevos modelos. Se han utilizado aproximadamente 16 modelos
matematicos para explicar el comportamiento del deshidratado de frutas y hortalizas
(Apéndice 11.3). El modelo de Midilli et al. (2002) es uno de los modelos que presenta un
muy buen ajuste a los datos de deshidratado de mango, asi como de otras frutas y hortalizas

(Akpinar, 2006; Edoun et al., 2014).

MR = aexp(~kt") + bt (8)
Donde:

k = constante de velocidad de secado.

a, b y n = constantes del modelo.

En el 2006, Akpinar utiliz6 13 modelos matematicos para predecir el comportamiento del
deshidratado de rebanadas de papa, manzana y calabaza. Utilizando un intervalo de
temperaturas de 60-80°C y velocidades de aire de 1-1.5 mes™, este autor reporté que el modelo
de Midilli et al. (2002) produjo los mejores resultados, mostrando buenas correlaciones, con
valores de R* = 0.9955-0.9984 y y* = 2.26-7.76 x 10, para los datos experimentales de todos
los productos deshidratados. Asi mismo Edoun et al. (2014) realizaron el deshidratado de
rebanadas de mango de 3 mm de grosor usando una temperatura de 60°C y velocidad de aire
de 0.6 mes™'. Estos autores evaluaron 7 modelos matematicos de secado para representar las
curvas de velocidad de secado y determinaron el nivel de ajuste con respecto a los valores
experimentales. A partir de esos estudios encontraron que el modelo de Midilli ez al. (2002)
presentd el mejor ajuste con respecto a los datos de secado experimentales, con valores de R*=

0.9981 y de x*=1.297 x 10™.
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2.5. PRETRATAMIENTOS

En el proceso de deshidratado se usan ampliamente diferentes pretratamientos para evitar
reacciones generadoras de oscurecimiento, asi como la pérdida de compuestos antioxidantes.
En la Tabla 2 se presentan algunos pretratamientos y sus efectos, también se observa que los

sulfitos y los extractos tienen mayores efectos de proteccion hacia compuestos antioxidantes.

Tabla 2. Andlisis comparativo de algunos pretratamientos.

Pretratamientos BRI T G0 Otros efectos
enzimatico
Sulfitos Limita Acelera la deshidratacion. Ayuda a
retener las vitaminas A 'y C.
Acido citrico Limita Disminuye pH
Acido ascérbico | Limita fuertemente | Disminuye pH

Almibar No influye Deshidratacion parcial y sabor

Salmuera Limita poco Deshidratacion parcial y sabor

Extractos No influye Ayuda a retener y reducir la
degradacion de compuestos

antioxidantes. Disminuye el pH

(Almada et al., 2005 y Abdalla et al., 2007).

Debido a que los sulfitos presentan una amplia gama de funciones, se presentan con mas

detalle a continuacion.

2.5.1. Sulfitos. Estos se utilizan comercialmente en procesos de deshidratado de mango con
la finalidad de lograr de manera general su preservacion fisica, microbioldgica y retener sus
componentes antioxidantes (Zou et al., 2013). Por otra parte, estos compuestos ayudan a
incrementar la velocidad de secado, disminuyendo asi los costos del proceso. Bajo el nombre
de sulfitos se agrupan el 4cido sulfuroso (H,SOs), los iones sulfito (SO;™) y bisulfito (HSO™)
en diferentes proporciones que dependen del pH de la soluciéon como se presenta en la Figura
5, en esta se observa la importancia del pH para mantener cierto tipo de i6n en solucion, por
ejemplo el i6n sulfito se presenta en mayor porcentaje cuando se encuentra a pH's de 8 hasta
10. Este hecho es muy importante para cuando se realiza la cuantificacion de alguno de los

oinoes, por su estabilidad (Meiping y Yongjie, 2006).
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Figura 5. Porcentaje de iones libres en solucion a diferentes pH's’.

Los sulfitos y el dioxido de azufre son sustancias que tienen una amplia gama de funciones,
como se detalla a continuacion:

a) Inhibicion del oscurecimiento no enzimatico. Bloquean los grupos carbonilo libres
presentes en los azlicares, de tal forma que un 4&tomo de azufre reacciona con dos moléculas de
glucosa y evitan que éstos interaccionen con los aminodcidos. Previniendo la formacion de
productos de oscurecimiento derivados de las reacciones de Maillard. También se ha

demostrado que estos compuestos ejercen una accion decolorante (Wedzicha ef al., 1991).

b) Inhibicion del oscurecimiento enzimatico. Debido a su poder reductor, inhiben la
sintesis de quinonas, actian como agentes quelantes, y son capaces de extraer los atomos de
cobre del centro activo de las enzimas polifenol oxidasas, produciendo su inactivacion
(Hernandez-Valdez, 2009). Cabe sefialar que las quinonas son productos de la oxidacion de

compuestos fenolicos.

c) Prevencion del deterioro oxidative. Actian reduciendo el oxigeno molecular presente
en el alimento. De esta manera el oxigeno no esta disponible en las reacciones de oxidacion de
los compuestos bioactivos que son susceptibles a ser oxidables, provocando la generacion de

sulfatos (Almeida y Nogueira, 1995).

Proposition 65, Interpretative Guideline No. 2012-02. Consumption of Sulfur Dioxide in Dried Fruits.
http://oehha.ca.gov/prop65/law/pdf zip/SO2driedfruitlG.pdf

15



d) Prevencion del crecimiento de bacterias y hongos. Ejercen una accion
antimicrobiana sobre diversos hongos, levaduras y bacterias, cuyo modo de acciéon no se
conoce totalmente. Existen varias teorias al respecto que se basan en el hecho de que el H,SO3
penetra en la célula microbiana y provoca: 1) reacciones de condensacion con el acetaldehido
de las células, 2) reacciones con enzimas que contienen enlaces disulfuro, y 3) interferencias
en los mecanismos de respiracion de los microorganismos en los que interviene la

nicotinamida adenina dinucledtido (Calvo, 1991).

El uso de los sulfitos en el mango deshidratado es comun y existe un niimero importante de
estudios relacionados con los beneficios que tienen en la calidad del producto final. Por
ejemplo, Chen et al. (2007) realizaron un estudio para determinar la estabilidad de los
carotenoides en el deshidratado de mango var. Taiwanese. El estudio consistié en aplicar un
pretratamiento con NaHSOs al 1% en el mango, previo a su deshidratacion a una temperatura
de aire secante de 60°C. Los resultados mostraron que el mango pretratado deshidratado
contenia 4.23 mg+(100 g de carotenos totales)”, mientras que el mango sin pretratar presentd
3.28 mg+(100 g de carotenos totales)”'. El uso de NaHSO; al 1%, permitié incrementar la
retencion de los carotenos totales en un 28.9% en el mango pretratado. Por otro lado Goyal et
al. (2006), realizaron deshidratados de mango var. Dasehari utilizando tres temperaturas y tres
pretratamientos como se presenta en la tabla 3, en esta, se observa que el mango pretratado
con K»S,0s necesita menos tiempo de deshidratado comparado con los otros pretratamientos y
que a temperatura mayor se reduce el tiempo en todos los casos excepto para la muestra

control.
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Tabla 3. Tiempo de deshidratado de las rebanadas de mango fresco.

Temperatura de Pretratamiento Tiempo de
deshidratado, °C deshidratado, min
Control 210
55 Escaldado 210
Metabisulfito de potasio al 1% 180
Control 210
60 Escaldado 180
Metabisulfito de potasio al 1% 150

(Goyal et al., 2006)

Debido a que los sulfitos son utilizados ampliamente a nivel comercial, se han establecido
normas para regular las concentraciones en los diversos productos procesados. En México la
Norma Oficial Mexicana NOM-130-SSA1-1995 regula la concentracion de sulfitos en algunos
alimentos como frutas en almibar, ates, mermeladas, salsas y jaleas. El limite méaximo
establecido en ésta norma para los alimentos antes mencionados es de 100 mg de sulfitose(kg
de alimento) .

La NOM-130-SSA1-1995 no hace mencién de la concentracion permitida para productos
deshidratados derivados de frutas. Sin embargo, existen reportes en la literatura cientifica que
mencionan concentraciones de sulfitos en alimentos solidos, entre ellos deshidratados. Por
ejemplo, Isaac et al. (2006) reportaron un intervalo de 280 a 2100 mg de sulfitose(kg de
alimento deshidratado)’. La US Federal Register (1988) establecié una concentracion limite
de 2000 mg de sulfitose(kg de fruto deshidratado)™.

Para la identificacién y cuantificacion de sulfitos en alimentos, se hace uso de ensayos
cualitativos, métodos colorimétricos y de polarografia de pulso diferencial (AOAC, 1995;
963.20, 961.09, 987.04). Para la cuantificaciéon de sulfitos en alimentos el método 5,5’-
ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) es una buena alternativa para la determinacion rapida del
sulfito ya que solo necesita un reactivo principal y el método es robusto y facil de operar con
el rango lineal de 0.10 a 4.3 mg SO,°L™" (Meiping y Yongjie, 2006). En este método se han
reportado interferencias en la cuantificacion de sulfitos causados por la oxidacion catalitica de

estos mismos en presencia de iones de los metales de trancision originando un error al
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disminuir la concentracion real: También se conoce que el NO, esta involucrado en la
reaccion cromogénica, originando un error al aumentar en la concentracion real. Para que se
lleven a cabo las reacciones que originan los errores antes mencionados se necesitan
concentraciones minimas de Cu>" = 3.7 mgeL"', Mn*" = 26 mgeL"', Mg*" = 130 mg-L" y NO,
=5 mgeL" (Sadegh y Schreck 2003). Para el caso del mango segiin Hofman ef al. (1997) las
concentraciones de Mg, Na, K estan por debajo de las concentraciones que pudieran causar
interferencias en la determinacion de los sulfitos.

En la Figura 6 se muestra la reaccion de DTNB-Sulfito donde el sulfito rompe el enlace
azufre-azufre generando dos compuestos: un tiosulfito denominado “sal de Bunte” y el 5-
mercapto-2-nitrobenzoato (MNB), éste ultimo produce una coloracion amarilla que puede

medirse espectrofotométricamente.

?_
O.N S —?’f =0
O.N S—s NO, o
‘00C  sal "Bunte"
-00C DTNB CoO0- +
R
pH=8.0
0
1l
~S<
-0 O- O.N S
Sulfito
‘00C  \nB

color amarillo

Figura 6. Reaccion colorida donde se produce el MNB (5-mercapto-2- nitrobenzoato) a partir de la
reaccion del sulfito en la estructura del DTNB (Sadegh y Schreck, 2003).

2.5.2. Importancia de la semilla de mango y el uso de su extracto. Las semillas
de mango en base fresca contienen en promedio 2.6% de proteina, 4.2% de grasa, 7.9% de
azucar total, 0.9% de fibra, 57.8% de almidén y 10.6% de taninos (Garg y Prakash. 2006).
Cabe resaltar que la concentracion de compuestos fendlicos totales en el extracto de semilla de
mango Tommy Atkins es de 20,035 mg EAG+(100g de extracto)” aproximadamente 6 veces

mayor con respecto a la concentracion presente en extracto de la cascara (Sogi ef al., 2013).
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La concentracion de compuestos fendlicos en la semilla de mango es alta, comparada con la de
otras semillas de frutas (Tabla 4). Estos datos respaldan la factibilidad de utilizar
industrialmente la semilla de mango como ingrediente alimenticio funcional o su aplicacion en

pretratamientos durante el procesado de alimentos.

Tabla 4. Contenido de fenoles totales en algunas semillas de frutas.

Semilla Contenido de fenoles totales,
mg+(100g de semilla fresca)”
Mango var. Keaw" 98.7+8.8
Mango” 117+13.5
Tamarindo® 94.5+4.5
Aguacateb 88.2+2.2
Yaca® 27.7+3.4

* (Kittiphoom and Sutasinee, 2013)
® (Soong and Barlow, 2006)

La semilla de mango contiene diversos compuestos fendlicos. En la Tabla 5 se muestran los
compuestos mas importantes presentes en las semillas de mangos maduros de las variedades
Zebda, Balady y Succary originarios de Egipto (Masibo y He, 2008). Estas semillas se

obtuvieron a partir de los desechos de plantas procesadoras de mango.

19



Tabla 5. Compuestos fendlicos, mg EAG+(100 g de semilla seca)” en semillas de mango.

Compuestos fendlicos Cantidad, mg EAG+(100 g)"
Tanino 20.7
Acido gélico 6.0
Cumarina 12.6
Acido cafeico 7.7
Vainillina 20.2
Mangiferina 4.2
Acido ferulico 10.4
Acido cinamico 11.2
Compuestos desconocidos 7.1
Contenido de fenoles totales 112

(Masibo y He, 2008)

Maisuthisakul (2008) reportaron el contenido de fenoles totales en semillas de mango de
algunas variedades originarias de Tailandia, y encontraron que el valor promedio de éstos
compuestos fue de 96.20 mg EAG+(100 g de semilla fresca)™'. En ese mismo estudio se reporta
la actividad antioxidante de los extractos de semillas de mango mostrando un intervalo de

ECso=13.06+0.86 -19.69+0.16 (ugemL™).

Para medir la actividad antioxidante de los extracto frente al radical DPPH" se utiliza el valor
del ECsg, definido como la concentracion de extracto necesaria para reducir en un 50 % la
concentracion del radical DPPH’ en el medio de reaccion. El radical DPPH’ es relativamente
estable y reacciona con los antioxidantes aceptando un radical hidrégeno, para formar una

molécula estable, Figura 7 (Maisuthisakul et al., 2007).
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Figura 7. Reaccion del DPPHe. en presencia de una especie antioxidante (Maisuthisakul et al., 2007).

El poder antioxidante es el resultado de la capacidad para evitar la oxidacion medida por la
reduccion de los radicales libres del sustrato a baja concentracion y a la estabilidad del radical
resultante. Sanchez-Moreno et al. (1998) consideran que se debe de tener en cuenta también,
la relacion de una concentracion baja y tiempos cortos de reaccion para poder definir a la
capacidad antioxidante. Tomando en cuenta esta consideracion, éstos autores proponen el
parametro de eficiencia antiradicalar (EA), el cual nos proporciona informaciéon sobre la
rapidez con que se lleva a cabo la reaccion del antioxidante. En la Tabla 6 se presenta una

clasificacion de la eficiencia antiradicalar.

Tabla 6. Clasificacion de la eficiencia antirradicalar.

Intervalo de EA Clasificacion
EA<1x10° Bajo
1x10°<EA<5x 107 Medio
5x 10°<EA<10x 107 Alto
EA>10x 107 Muy alto

(Sanchez-Moreno et al.,1998)

En afios recientes el uso de los extractos naturales ha aumentado de manera importante debido
a que éstos confieren propiedades antioxidantes y antimicrobianas a los alimentos, logrando
preservar el color y mantener o incrementar la vida de anaquel de éstos (Nanasombat y

Wimuttigosol, 2011).
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Se han utilizado los extractos de las semillas de mango debido a su poder antioxidante y
antimicrobiano. Abdalla et al. (2007) usaron extractos de semillas de mango de variedades
cultivadas en Egipto. Para evaluar el efecto de extractos de semilla mango sobre la vida de
anaquel de aceite de girasol, se realizaron dos experimentos: el primer experimento consistio
en almacenar el aceite durante 12 meses en ausencia de luz y el segundo experimento en
exponer el aceite durante 12 semanas a la luz y temperatura ambiental. Para éstos
experimentos, se utilizaron concentraciones de 200, 400 y 800 ppm de extracto de semilla de
mango. Los resultados mostrados en la Figura 8 indican que el aceite tratado con extracto a
una concentracion de 800 ppm presentd una rancidez oxidativa menor que a concentraciones
menores.

Estos autores también analizaron la combinacién de los extractos de semilla y aceite de
mango para evitar la oxidaciéon de papas fritas, los resultados mostratron que al usar una
solucidon con una concentracion de 400 ppm de extracto y 5% de aceite de semilla de mango,
las papas fritas tuvieron mejor color, sabor y frescura con una aceptacion general de 3.4. Este
valor resulto alto con respecto al control (sin la presencia de extracto y aceite de la semilla de
mango) el cual presentd una aceptacion de 1.5. Estos resultados pueden explicar
considerablemente que los extractos contienen una cantidad alta de compuestos fenolicos que
son responsables de la actividad antioxidante, lo que ayud6 a neutralizar los radicales libres y

a reducir la presencia de los peroxidos.
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Figura 8. Efecto del extracto de semilla de mango (MSKE) sobre el indice de peroxido, durante el
periodo de almacenamiento del aceite de girasol (Abdalla et al., 2007).

Es importante resaltar que aunque los extractos de la semilla de mango presentan una
actividad antioxidante potente; pero que, generalmente se desechan como residuos durante la
elaboracion y el consumo de la fruta de mango. Se conoce que, en algunos paises como la
India y Fiji, éstas semillas se utilizan de manera tradicional para el tratamiento de disenteria,

sinusitis y caspa (Barreto et al., 2008).
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2.6. IMPORTANCIA DE LOS COMPUESTOS ANTIOXIDANTES EN EL
MANGO

El mango contiene una mezcla de antioxidantes compuesta por fenoles, vitamina C,
carotenoides, entre otros (Schieber et al., 2000). Se ha reportado que estos compuestos
antioxidantes tienen actividad antimicrobiana, anticancerigena, antiinflamatoria, antiviral,
antifungica, inmunomoduladora (Sahu et al., 2007; Ribeiro-Rocha y Schieber, 2010; Masibo y
He, 2008).

Cabe mencionar que debido a la importancia biologica y abundancia de los compuestos
fenolicos en el mango, en la seccion 2.6.2 se describen de manera individual aquellos que son

objeto de estudio en el presente trabajo.

2.6.1. Vitamina C. Esta puede presentarse en forma de 4acido L-ascorbico, acido L-

dehidroascorbico o acido 2-ceto-L-guldnico (Figura 9).
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Figura 9. A) Acido L-ascérbico, B) Acido L-dehidroascorbico y C) Acido 2-ceto-L-gulénico.
Esta es una de las vitaminas mas abundantes en el mango y su concentraciéon varia con el
estado de madurez del fruto, asi como con el manejo postcosecha y el método de
procesamiento. Ribeiro-Rocha et al. (2007) reportaron una concentracion de vitamina C de
9.79 mge(100 g)' para el mango fresco var. Tommy Atkins cultivado en Brazil.
Generalmente, esta tiende a disminuir por efectos térmicos, exposicion al aire y a la luz (Liu et
al.,2014).
Para la cuantificacion de la vitamina C se emplean la fluorimetria, cromatografia, métodos

electroquimicos y espectrofotométricos. Los métodos espectrofotométricos se basan en medir

la cantidad de luz absorbida por las sustancias. Estos métodos se diferencian entre los que usan
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indicadores redox y los que incluyen la formaciéon de cromoéforos mediante reacciones de
derivatizacion. En este trabajo la cuantificacion se realizé por un método espectrofotométrico,
empleando la sal DCIP que se reduce en presencia de la vitamina C (Figura 10). A medida que
el DCPI es reducido, la coloracion azul caracteristica del DCPI disminuye. Este cambio de

color se cuantifica a 515 nm (Torregrosa, 2006).

Ho HQ
% 3 (0]
(0] o fe)
OH OH
HO OH ) 0O O
o Acido L-Dehidroascérbico
Vitamina C
+ +
_
cl N H
74 Cl N
0 ONa HO : “ONa
DCIP reducido
Cl  DCIP Cl

Figura 10. Reduccion del DCIP en presencia de la vitamina C.

2.6.2. Compuestos fendlicos. Estos compuestos incluyen 4cidos fendlicos, galoil-
glicosidos, flavoniodes como la quercetina y glicosidos de kaempferol, y mangiferina
(Schieber et al., 2000; Barreto et al., 2008). En la Figura 11 se presentan los compuestos
fendlicos mas relevantes presentes en el mango. La actividad antioxidante de estos se rige por

el nimero de grupos hidroxilo: asi como su reactividad y su posicion en el anillo aromadtico

(Masibo y He, 2008).

HO (O] ) OH
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X OH
HO OH

OH OH
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Figura 11. Estructura de algunos compuestos fendlicos presentes en la pulpa de mango.

Entre los compuestos fendlicos de mayor relevancia, por su potencial en la salud humana, se
encuentra la mangiferina. Este compuesto es una C-glucosilxantona que se encuentra en
algunas variedades de mango, como el Tommy Atkins, Haden y Ubi. El interés en la
mangiferina se debe a su amplia gama de propiedades bioldgicas, debido a que actia como
gastroprotector, analgésico, antibacteriano y citoprotector (Masibo y He. 2008). Asi mismo el
potencial terapéutico de la mangiferina se ha investigado en la prevencion y el tratamiento de
la periodontitis (Ferreira et al., 2013). Ribeiro-Rocha et al., 2008 han reportado
concentraciones de mangiferina de 2.2+0.1 mge(kg de pulpa seca)” en el mango var. Tommy
Atkins de Brazil. Ahmed et al., 2007 realizaron la cuantificacion de mangiferina en una
mezcla de semillas de tres variedades de mango (zebda, valadi y succary) provenientes de
residuos agroindustriales de una planta productora de jugo de mango y de un mercado en

Alejandria, Egipto. Los autores reportaron que los residuos contenian una concentracion de
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mangiferina de 42 mge(kg de semilla seca)™. Otro compuesto fenolico presente en el mango es
el galato de metilo, el cual es relevante debido a que es un potente protector contra el estrés
oxidativo de las células, reduce la peroxidacion lipidica (LPO) y la concentracion de especies
de oxigeno reactivas (ROS) (Whang et al., 2005). Este compuesto también es util en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, donde el estrés oxidativo esta asociado con
el proceso de apoptosis celular. Lee et al. (2010) reportaron que el galato de metilo es un
supresor de células reguladoras T (Treg) en tumores malignos presentes en ratones. Este efecto
supresor se debe a que las células Treg estan directamente relacionadas con el crecimiento de
los tumores. Barreto et al. (2008) reportaron una concentracion de galato de metilo de 12.68
mge(kg en semilla seca)’ en mango var. Van Dyke y 29.20 mge(kg en semilla seca)’ en
mango var. Embrapa-141-Roxa. El 4cido gélico es otro compuesto fendlico de importancia,
debido a que es el mas abundante en el mango (Kim et al., 2007). La cantidad de acido galico
en el extracto de semilla de mango varia desde 23 hasta 838 mge(100 g masa seca)’
dependiendo del método de extraccion (Soong y Barlow. 2006). También Schieber et al.
(2000) reportaron una concentracién de 6.9 mg acido galicos(kg de pulpa)”. El acido gélico in
vivo e in vitro presenta actividad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana,
antimutagénica y anticancerigena (Madsen y Bertelsen 1995).

Otros 4cidos fenolicos encontrados en el mango, aunque en pequeias cantidades, son: acido
cafeico 7.7 mgekg™, 4cido fertlico 10.4 mgekg" y el acido cinamico 11.2 mgekg™ (Ahmed et
al., 2007).

Con respecto a la concentraciéon de fenoles totales, Manthey y Perkins-Veazie (2009)
reportaron un intervalo de concentraciones de fenoles totales para la pulpa de mango de 20.1-
30.1 mg EAG+(100 g de mango fresco)' para la variedad Tommy Atkins originaria de
México. Los fenoles son importantes debido a que poseen propiedades funcionales y son

indicadores de la calidad del mango ya que le confieren un sabor astringente caracteristico.

Los factores que afectan la cuantificacion de fenoles son los mismos que afectan a la vitamina
C. Para la determinacion de compuestos fendlicos se pueden usar técnicas cromatograficas y
los métodos espectrofotométricos. En los métodos espectrofotométricos estd el ensayo de
Folin-Ciocalteu para la cuantificacién de fenoles totales. Esta técnica es la mas utilizada para

determinar de manera cuantitativa a los fenoles. La prueba consiste en mezclar tungstato y
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molibdato de sodio en un medio bésico, los cuales reaccionan con cualquier tipo de fenol,
formando 6xidos de molibdeno (MogO,;3) y tungsteno (WsO,3). Estos compuestos son
cromogénicos y la intensidad del color que producen es proporcional al nimero de grupos
hidroxilo presentes en los compuestos fenodlicos. Consecuentemente, los compuestos fendlicos
se pueden cuantificar por espectroscopia de UV/vis a una longitud de onda de 750 nm
(Martinez-Valverde ef al., 2000).

Para la cuantificacion y separacion de los compuesto fendlicos, la cromatografica en HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia) es uno de los métodos ampliamente usados para la
cuantificacion y separacion de gran alcanse, capaz de resolver mezclas con un gran numero de
analitos similares, basddose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias

analizadas y la columna cromatografica (Meyer. 2004).

2.6.3. Carotenoides. Los tipos de carotenoides presentes en el mango son ciclicos,
hidroxicarotenoides y epoxicarotenoides (Rodriguez-Amaya, 2001). Estos constituyentes son
importantes por ser pigmentos que confieren el color caracteristico del fruto y por su valor
nutricional asi como funcional. Los carotenoides més abundantes identificados en el mango
son el B-caroteno, vioxantina, neocromo, luteoxantina, neoxantina y zeaxantina, Figura 12
(Ajila et al., 2010). Cabe hacer mencién que el contenido de B-caroteno se utiliza con
frecuencia como un indicativo de la magnitud de los dafios en el mango durante su

procesamiento y almacenamiento (Tharanathan et al., 2006).
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Figura 12. Estructura de los carotenoides presentes en la pulpa de mango (Egeland et al., 1995).

Manthey y Perkins-Veazie (2009) reportaron una concentracion de 3.85-6.92 mg de
carotenoides*(kg de mango fresco)”, de la variedad Tommy Atkins originaria de México.

La degradacion de los carotenoides puede atribuirse a diversas causas, tales como la
exposicion prolongada al aire, temperaturas altas, reactividad de iones metalicos (cobre y el
hierro), degradacion de antioxidantes hidrofilicos y oxidacién de lipidos presentes en el
alimento y del estado fisico de los carotenoides. Asi mismo la degradacién depende de la
severidad de los tratamiento térmico dado que el calentamiento promueve la isomerizacion
trans-cis de los carotenoides (Rodriguez-Amaya, 2001). La determinacion de los carotenoides
en alimentos se lleva cabo a través de métodos cromatograficos y espectrofotométricos

(Wrostald et al., 2005).
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3. ORIGINALIDAD

El deshidratado de rebanadas de mango mediante el uso de aire caliente, produce la
degradacion de sus compuestos antioxidantes y el cambio de color. Para reducir estos efectos
en este proyecto se propuso usar la combinacion de sulfitos con extracto de semilla de mango
rico en compuestos fendlicos como pretratamiento en el deshidratado, en un secador de
charolas giratorias construido en la Universidad Tecnologica de la Mixteca. Esto con el
objetivo de minimizar la pérdida de compuestos antioxidantes y color en las rebanadas
deshidratadas. También se reporta la cuantificacion de seis compuestos fendlicos, entre estos

la mangiferina y galato de metilo en las rebanadas pretratadas y deshidratadas.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtener rebanadas de mango deshidratadas en un secador de charolas giratorias con una
retencion significativa del color y compuestos antioxidantes respecto al control (rebanadas de
mango sin pretratamiento) mediante el uso de pretratamientos de sulfitos y extracto de

semailla de mango.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener el extracto acuoso de la semilla de mango.

2. Obtener rebanadas de mango pretratadas y deshidratadas.

3. Determinar los pardmetros termodinamicos (constantes de velocidad de secado y Desr )
en los procesos de deshidratado de las rebanadas de mango.

4. Cuantificar los principios antioxidantes en el producto deshidratado y mango fresco;
asi como la concentracion de los sulfitos en las rebanadas deshidratadas.

5. Determinar el efecto de los pretratamientos sobre el contenido de algunos compuestos

antioxidantes en las rebanadas de mango deshidratadas.
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5. METAS

Obj 1.

1.1. Obtener las propiedades fisicas y quimicas del fruto y las semillas de mango Tommy

Atkins.

1.2. Obtener el extracto acuoso de semilla de mango, asi como su actividad antioxidante.

Obj 2.

2.1. Obtener frutos de mango en un estado de madurez 5.

2.2. Obtener rebanadas de mango y realizar los pretratamientos correspondientes.

2.3. Realizar el deshidratado de las rebanadas de mango.

Ob;j 3.

3.1. Obtener las curvas de secado del proceso de deshidratacion de las rebanadas de mango

para cada pretratamiento de muestras.

Ob;j 4.

4.1. Obterner las concentraciones de vitamina C, fenoles totales, B-caroteno y sulfitos en las
muestras de mango fresco y deshidratado.

4.2. Obterner las concentraciones de galato de metilo, mangiferina, acido cafeico, acido
ferulico, acido p-cumadrico y 4cido galico en las rebadas deshidratadas.

Ob; 5.
5.1. Realizar un analisis comparativo de medias, utilizando la prueba de Duncan, para

evaluar el efecto de los pretratamientos sobre el contenido de compuestos

antioxidantes en las muestras deshidratadas.
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6. METODOLOGIA

6.1. OBTENCION Y PREPARACION DEL MANGO

El objeto del presente estudio fue el mango (Mangifera indica L.) var. Tommy Atkins en una
etapa de madurez 5 (Apéndice 11.4a y Anexo 12.2), adquirido en el mercado Porfirio Diaz de
la Ciudad de Huajuapan de Ledn, Oaxaca. Los frutos maduros se seleccionaron a partir de la
apreciacion del color de la cascara y de la firmeza del fruto a través del tacto (Crisoto, 1994),
descartando aquellos frutos que presentaron dafos fisicos, tales como magulladuras, raspones
y enfermedades. El mango se escaldd con agua en ebullicion por 1 min (Apéndice 11.4b), para
inactivar enzimas y mejorar el color; después de lo cual se mantuvo en refrigeracion a 4°C
para su posterior uso (Nieto et al., 2001). Las rebanadas de mango se obtuvieron con un

rebanador doméstico con un espesor de 3.4+0.2 mm (Apéndice 11.4c).

6.2. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LA SEMILLA Y LA
PULPA DE MANGO

El estudio de las propiedades fisicas y quimicas del mango fresco consisti6 en la
determinacion de la humedad, peso, longitud, °Brix, acidez titulable y pH:

(a) Contenido de sélidos solubles (AOAC 932.12). De la pulpa de mango se tomd una gota
de su jugo y se colocd en el refractrometo Abbe. El valor del ajuste es el que se reportd en los

resultados expresados en °Brix.
(b) Porcentaje de humedad (Filimon 2011). Se pesaron 3 g de pulpa de mango en crisoles

previamente tarados y secados. Posteriormente las muestras se colocaron en una estufa a una

temperautra de 105°C por 24 h. Pasado este tiempo estas se llevaron a un desecador por 30
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min para su enfriamiento bajo condiciones anhidras y se pesaron. El célculo de la humedad se

realizo con la siguiente Ecuacion.

1-w2
90 Humedad = % *100 9)

Donde:

W 1= Peso del crisol mas muestra humeda
W2= Peso del crisol mas muestra seca
W=Peso de la muestra

(c) Acidez titulable (NMX-F-102-S-1978). La pulpa de mango se licué durante 2 min para
homogenizar la muestra y se filtr6 con un pafio de manta de cielo. Para la tituacion de la
muestra se utilizd un potencidémetro (METER) que previamente se calibré con soluciones
estandares de pH 4 y 7. Para la titulacion se utilizaron 10 g de la pulpa de mango licuada, a la
cual se le determind constantemente el pH durante la adicion de una soluciéon de NaOH 0.1 N

hasta alcanzar un pH 8.3. La acidez se calculé mediante la siguiente Ecuacion.

N*V*Mech<100

% Acidez = (10)

Donde:

N = Normalidad del NaOH

V = Volumen de NaOH usado para titular (mL)

Meq = Milimolequivalente de 4cido citrico (0.006404 g de acido citrico anhidro)
P = Peso de la muestra (g)

(d) Determinacion de pH (NMX-F-102-S-1978). El pH de la muestra se obtuvo de la lectura

directa del potenciometro.

6.3. OBTENCION DEL EXTRACTO DE SEMILLA

Se retir6 la céscara y la pulpa de la fruta de mango con un cuchillo. Después, la semilla
obtenida (Apéndice 11.4d) se cortd en trozos pequenos; éstos se molieron en una licuadora
durante 2 min y se tamizaron a través de una malla #40, obteniéndose un polvo.
Posteriormente, se pesaron 25 g de semilla tamizada y se mezclaron con 500 mL de metanol y

se sometieron a una sonicaciéon durante 30 min a temperatura ambiente. La mezcla se
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sedimento hasta observar una separacion de fases. El sobrenadante se decant6 y filtro en papel
filtro Whatman # 1. El material sedimentado se volvid a pasar por el mismo proceso de
extraccion (tres veces). Al final, los filtrados se recolectaron, combinaron y evaporaron en un
rotavapor a 40°C, obteniéndose 11 g de extracto color café rojizo libre de disolvente. Este
extracto se disolvié en agua hasta llevarlo a un volumen final de 100 mL en un matraz
volumétrico. Finalmente, la solucion de extracto se almacend a -20°C para su preservacion y
posterior uso.

A continuacion se presenta el célculo del rendimiento de la extraccion.

Se obtuvo utilizando el peso del polvo de semilla de mango usado para la extraccion y el peso

del extracto final libre de disolvente, como se presenta en la siguiente ecuacion.

i Pesodelextracto
Rendimiento (%) ~ peso del polvo de semilla

100 (11)

6.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIRRADICALAR DE
LOS EXTRACTOS DE SEMILLA DE MANGO

La determinacion de la actividad antirradicalar se llevo a cabo de acuerdo al procedimiento
reportado por Julian-Loaeza ef al. (2011). A continuacion se describe la preparacion de las

soluciones y el procedimiento utilizado para la obtencion del ECs.

Preparacion de soluciones

Solucién de DPPH* al 0.004% (p/v). Se disolvieron 10 mg de DPPH" en 10 mL de MeOH en
ausencia de la luz.

Soluciones de estandares de dcido galico de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 ppm. A partir de una
solucion patron de 100 ppm de 4cido gélico (1 mg de acido gélico llevado a un volumen final
de 10 mL con EtOH al 90%) se obtuvieron las soluciones de estandares antes mencionadas.
Soluciones de extractos. A partir del extracto concentrado de semilla de mango al 11% (p/v) se

prepararon soluciones a concentraciones de 0.5, 1, 5, 10, 15 y 20 ppm. Estas soluciones se
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hicieron reaccionar con el radical DPPH, (Apéndice 11.5). Para determinar la concentracion
de extracto a la que se inhibe el radical DPPH en un 50% (Apéndice 11.6).

Ensayo de la capacidad antioxidante por el método del DPPH .

El valor ECs, corresponde a la cantidad de muestra requerida para reducir al 50% del DPPH’.
Este valor se reporto en gramos de muestras(kg de DPPH') ™.

En una placa de 96 pozos se colocaron las soluciones de extractos, blancos y estandares. Estos

se mezclaron con DPPH™ 0 metanol segiin la mezcla requerida como se presenta la Tabla 7.

Tabla 7. Mediciones de las absorbancias de DPPH'.

Medicion de la absorbancia Procedimiento
Extractos (SLP) 6 estandares | 70 pL del extracto o del estdndar se mezclaron
(STD) con 70 uL. de DPPH" al 0.004%
Blanco del extracto (BLK SLP) o | 70 pL del extracto o del estdndar se mezclaron
del estandar (BLK STD) con 70 uL de MeOH
Control 70 uL del DPPH" al 0.004% se mezclaron con

70 uL de MeOH
Blanco del control (BLKcontrol) 140 pL. de MeOH.

Después de mezclar las soluciones en la placa, ésta se coloco en el lector de microplacas
durante 30 min en reposo a temperatura ambiente en ausencia de luz. Posteriormente, la placa
se agito durante 15 sy se realizo la lectura a una absorbancia de 515 nm

La actividad antirradical se expres6 de acuerdo a la siguiente ecuacion.

A -A
%inhibl‘cién = ( control extracto ) %k 100 (12)

control

Donde :
Acontrol = Control- BLK control
Aextracto =SLP - BLK SLP

Con los datos obtenidos del % de inhibicion del estandar a las concentraciones mencionadas
anteriormente, se realizd6 una grafica (Apéndice 11.6) para determinar el valor ECsy del
estandar. El procedimeitno anterior también se realizd con los datos de % de inhibicidon para

los extractos, obteniendo la concentracion de extracto a la que se inhibe al DPPH' en un 50% .
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Cinética de eficiencia antirradical (Sanchez-Moreno et al., 1998).

La cinética se determin6 usando el extracto a la concentracion del ECsy. Se realiz6 una lectura
de absorbancia a intervalos de 30 s durante 100 min. Posteriorment se calcularon los valores
del % de DPPH’ de inhibicién y de manera subsecuente se calculo el % de DPPH" remanente
= 100 - % inhibicion. Los valores del % de remanente se graficaron contra el tiempo de
reaccion para determinar el tiempo del inicio del estado estable. A ese punto se le denomino
Tecso. Para verificar la precision del valor de Tgcso se uso la primera derivada (A%remeAt™) y
el tiempo (t) (Harris, 2007; Apéndice 11.7)

Con los valores de ECsy y Tgcso se calcularon los valores de la eficiencia antirradicalar (EA)

como se muestra en la Ecuacion 13, expresada como kg de DPPH'/(g de antioxidante-min).

EA=———— (13)
ECSO TECSO

6.5. PRETRATAMIENTO DE LAS REBANADAS DE MANGO

El pretratamiento con metabisulfito de sodio al 0.5% (PT1), se prepard con 0.5g de Na,S,0sy
100 mL de agua. El pretratamiento con extracto (PT2), se prepard a una concentracion 10
veces mayor de fenoles totales en el extracto, que la presente en el mango fresco con la
finalidad de asegurar la difusion de los fenoles totales desde el extracto hacia las rebanadas.
Para saber la concentracion necesaria que equivaldria 10 veces mayor la cantidad fenoles en el
extracto, se utilizé la siguiente relacion: 30 ppm de extracto acuoso contienen 5.8 ppm de
fenoles totales EAG y que la pulpa de mango fresco contiene 277 ppm de fenoles totales
(Jiménez-Duran y Salas-Coronado, 2012). Realizando los célculos pertinentes se obtiene que
se necesita 14327.58 ppm de extracto acuoso para obtener 2770 ppm de fenoles totales EAG.
Por lo tanto el extracto se prepar6 a una concentracion de 1.44% (PT2). El pretratamiento con
metabisulfito de sodio al 0.5% + extracto de semilla de mango al 1.44% (PT3), se prepard con

50 mL de extracto al 2.88% v 50 mL de metabisulfito de sodio al 1%. Para realizar los
y
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pretratamientos, se sumergieron las rebanadas de mango de 3.4+0.2 mm de espesor en las
soluciones durante 3 min a temperatura ambiente y posteriormente la solucion se drend
durante 1 min (Apéndice 11.8). En la Tabla 8 se presenta la simbologia usada para cada
pretratamiento.

Tabla 8. Pretratamientos para las rebanadas de mango.

Simbolo Tratamiento
Control | Control (Rebanada sin pretratamiento)
PT1 Nazszoj al 0.5%
PT2 Extracto de semilla de mango al 1.44%
PT3 Extracto de semilla de mango al 1.44% y Na,S,0sal 0.5%

6.5. OBTENCION DE CURVAS DE SECADO, DIFUSIVIDADES
EFECTIVAS Y CONSTANTES DE VELOCIDAD DE SECADO

Las rebanadas de mango (control y pretratadas) se deshidrataron a una temperatura de 60°C,
velocidad de aire de 1.2 mes™ y con rotacién de charolas a 20 rpm. La pérdida de humedad se
determind en una balanza analitica (BL 210S, Sartorius), realizando mediciones de masa cada
15 min, hasta que se obtuvo un contenido de humedad final en el producto de

aproximadamente 15%.

Para obtener la curva de secado, se uso el siguiente procedimiento. Con los datos obtenidos de

la pérdida de humedad, se calcul6 el valor de la humedad al tiempo ¢ con la ecuacion 14.

MR, = : (14)

Después de establecer las condiciones constante de secado y el contenido de humedad en
equilibrio a 60°C, se procede a calcular la razén de humedad MR, con la siguiente ecuacion

como se menciona en la Seccion 2.4. del “Analisis de Fundamentos”:
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_ MR, - MR

MR = :
MR, - MR

(15)

Donde:
MR = Razén de humedad; kg de agua libres(kg de solido seco).

MR* = Raz6n de humedad en equilibrio; kg de agua en equilibrios(kg de solido seco)™.

Siendo MR* el minimo contenido de humedad en la cual un alimento puede teoricamente ser
secado; debido a que su valor generalmente es muy pequeiio puede ser despreciable segliin
Sacilik et al., 2006. Finalmente se grafican los valores de MR (kg de agua libree(kg de s6lido
seco)) vs tiempo ¢ (h), para obtener las respectivas curvas de secado. Para obtener la curva de
velocidad de secado, se miden las pendientes de las tangents a la curva MR vs t, lo cual

proporciona valores dx/dt para ciertos valores de t.

Ls dx
A dt

(16)

Donde:

Ls= masa de la muestra

A= area superficial expuesta al secado

Las curvas de secado, se utilizaron para calcular los pardmetros termodinamicos de secado, la
difusividad efectiva (Defr) y la constante de velocidad de secado (k). La Desr y k se calcularon a
partir de las Ecuaciones 6 y 9, respectivamente, descritas en la Seccion 2.4. del “Analisis de
Fundamentos”. Los valores de k se obtuvieron a partir de una regresion no lineal utilizando del

paquete computacional InterReg' ™.

6.6. DETERMINACION DE COLOR

Para determinar el color de las muestras de mango se utilizd un colorimetro Ultra Scan VIS
HunterLab. Se emple6 el iluminante D65, con un angulo de observacion de 10° y con un
didmetro de observacion de 0.9525 cm. Para cada determinacion se utilizaron tres rebanadas

de mango. A cada rebanada se le midieron los valores de L*, a* y b* en 10 puntos distintos y
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se reportd el valor del color promedio. El pardmetro b* representa el color amarillo que es

caracteristico de la pulpa de mango (Quevedo y Pérez-Bello, 2006).

6.7. CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

Proceso de extraccion. Se pesaron muestras de 1 g de pulpa de mango fresco y 0.05 g para los
deshidratados, las muestras se mezclaron con 5 y 2 mL de EtOH/ H,O 60:40 (v/v)
respectivamente, en un vortex por 5 min. Posteriormente las mezclas se llevaron a sonicacion
por 30 min a temperatura ambiente y se centrifugaron por 15 min a 1000 rpm, se filtraron
usando papel Whatman # 1. Los extractos se obtuvieron por triplicado.

Ensayo de fenoles totales. La cuantificacion de fenoles totales se realizdo en un lector de
microplacas Biotek ELX-808, modificando el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu,
descrito por Dewanto et al. (2002). Se colocaron por triplicado 40 uL de extracto o del
estandar en una microplaca con 40 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu al 0.1 M. Posteriormente
se dejo en reposo durante 3 min en el lector de microplacas, y la mezcla se agitd durante 15 s a
baja velocidad. Después de esto, se adicionaron 40 pL de Na,COs al 0.5%. La muestra se dejo
reposar durante 30 min a 40°C, y después de éste tiempo se agitdé 1 min a velocidad media en
el lector de microplacas. La absorbancia se leyo a 750 nm. La curva de calibracion se prepard
utilizando un patrén de acido galico (100 pgemL™) como referencia con concentraciones de 5,
10, 15, 20 y 25 ppm. La curva de calibracion se presenta en el Apéndice 11.9. El contenido de
fenoles totales en las muestras de extracto de mango se determind usando la curva de
calibracion, y se expresod en miligramos equivalentes de acido galico (EAG)+(100 g de masa

seca)”.

6.8. CUANTIFICACION DE VITAMINA C

La vitamina C se cuantificé de acuerdo al método descrito por Diiriist ef al. (1997) adaptado a
un lector de microplacas. Este método consiste en medir la cantidad del dicloroindofenolato de
sodio (DCIP) remanente después de su exposicion a la reaccion de reduccion provocada por la

vitamina C.
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Preparacion de soluciones

Solucion extractora. Se disolvieron 2 g de 4cido metafosforico con una pureza del 96% en 200
mL de agua destilada.

Solucion stock (100 ppm). Se aforaron 0.05 g de vitamina C con la soluciéon extractora en un
matraz de 100 mL. De éste se tomaron 2 mL (500 ppm) y se afor6 en un matraz de 10 mL con
la solucion extractora.

DCIP (30 ppm). Primero se prepard una solucion de 600 ppm de DCIP a partir de 6 mg de
DCIP llevado a un volumen de 10 mL con agua destilada. Para obtener DCIP a 30 ppm, se
tomaron 500 uL de DCIP a 600 ppm y se llevé a un volumen de 10 mL con agua destilada.
Buffer de acetato. Se pesaron 4.5 g de acetato de sodio con una pureza del 97.7% y se

agregaron 10.5 mL de agua destilada y 15 mL de 4cido acético con una pureza del 99.8%.

Reaccciones para la medicion de vitamina C

En una placa de 96 pozos se colocaron las soluciones de los blancos, estandares y extractos,
¢éstos se mezclaron con buffer de acetato, DCIP y agua segin la mezcla requerida como se
presenta en el Apéndice 11.10. Después de mezclar uniformemente la placa se coloco en el
lector de microplacas (Biotec LX-808) y se dejo en reposo durante 1 min a temperatura
ambiente en ausencia de luz. Posteriormente se agitd durante 15 s y se realizo la lectura a una
absorbancia a 515 nm. Para calcular la concentracion de vitamina C en las muestras, se
llevaron a cabo los célculos siguientes (extractos=SLP, estandares=STD, blanco del

extracto=BLK SLP, blanco del DCIP=BLK DCIP).

L, (STD) = STD-BLK STD
L, (SLP) = SLP-BLK SLP
L; (DCIP) = DCIP-BLK DCIP
Para calcular:
L;-L, (STD) = Absorbancia del estandar.
L;-L, (SLP) = Absorbancia de la muestra.
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La concentracion de vitamina C en las muestras se determiné sustituyendo el valor de L;-L,
(SLP) en la curva de calibracion del estdndar de 4cido galico (Apéndice 11.11) para obtener la

concentracion de la muestra.

6.9. CUANTIFICACION DE CAROTENOS TOTALES

Para la cuantificacion de carotenos se utilizo el método modificado descrito por Wrostald et al.
(2005).

Se pes6 y moli6é en un mortero 1 g de mango fresco 6 0.3 g de mango deshidratado con 2 6 3
mL de agua, respectivamente. La mezcla obtenida de cada una de las muestras se coloco en un
frasco ambar. Se adicionaron 4 6 6 mL de etanol al 95%, respectivamente. Las mezcla se
agitaron en vortex durante 4 min. La mezcla se filtr6 al vacio sobre papel filtro Whatman # 1.
El filtrado se lavo con etanol dos veces hasta que la solucion se observo cristalina.
Posteriormente el liquido de cada muestra se vertié en un embudo de separacion de 25 mL y se
le agregaron 10 mL de hexano al 98.5% con agitacion. Finalmente la muestra se dejo reposar
durante 2 min, después de lo cual se retir6 la fase etanolica. La fase hexanica se aford en un
matraz de 10 mL para después leer su absorbancia en un espectrofotdémetro UV/Vis a 450 nm.
Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Para calcular la concentraciéon de carotenos totales, se utilizo la absortividad molar del -

caroteno (=139 mM'ecm™) y la siguiente ecuacion (Apéndice 11.12).

A450mL * Voldlyolut‘lf’”
258.84 —
[CarotenOS] = 1(;7(1)g o -
gmuestla

Donde:
Auso= Absorbancia de la muestra a 450 nm.
Vol gisolucion= Volumen de afore del extracto hexanico.

42



6.10. DETERMINACION DE SULFITOS

Para la determinacion de los sulfitos, se utilizo el método implementado para un lector de

microplacas (Anexo 12.4).

Preparacion de soluciones

Solucion de sal disodica de EDTA a 0.1 mM. Se pes6 0.0372 g de EDTA en un matraz aforado
de 100 mL y se adicion6 agua desionizada, degasificada (15 min) hasta el afore.

Solucion de buffer Tris a pH =8. Se peso6 0.1 g del reactivo Tris en un matraz aforado de 100
mL y se adicion6 agua desionizada, degasificada (15 min) hasta el afore.

Solucion de stock de sulfitos a 1000 ppm. Se pesd 0.05 g de metabisulfito de sodio en un
matraz aforado de 50 mL y se adicion6 solucion de EDTA hasta el afore.

Solucién de DTNB 3x10™ M. Se pes6 0.012 g de DTNB en un matraz aforado de 100 mL y se
adicion6 solucion de buffer Tris hasta el afore.

En la Tabla 9, se presentan las concentraciones que se usaron para generar la curva de

calibracion de sulfitos.

Tabla 9. Datos para generar la curva de calibracion para sulfitos ( Apéndice 11.13).

Concentracion Sol. stock de sulfito Sol. EDTA
(ppm) (L) (mL)
20.00 200 9.800
13.28 133 9.867
10.00 100 9.900
8.00 80 9.920
6.64 67 9.933

Preparacion de la muestra

Se peso6 0.02 g de muestra deshidratada molida en mortero. Posteriormente se agregd 1 mL de
EDTA, y se mezcld en vortex durante 2 min y se sonico por 15 min. Finalmente, la solucion se
centrifugd por 5 min. Este extracto se utilizo para preparar las mezclas de las reacciones.
Preparacion de las mezclas de reaccion

En una placa de 96 pozos se colocaron las soluciones de los blancos, estandares y extractos,

éstos se mezclaron con DTNB, Tris y EDTA segun la mezcla requerida como se presenta en el
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Apéndice 11.14. Después de mezclar las soluciones en la placa, ésta se colocé en el lector de
microplacas durante 5 min a temperatura ambiente, la placa se agitd durante 30 s y se realizo
la lectura de absorbancia a 405 nm. Se tuvo cuidado con la temperatura de las reacciones y las
corrientes de aire, ya que la presencia de oxigeno favorece la degradacion de los sulfitos. Para
obtener la absorbancia de los sulfitos se utiliz6 la siguiente Ecuacion (extractos=SLP, blanco

del extracto=BLK SLP, blanco del DTNB=BLK DTNB).

Aguifitos= SLP - (BLK DTNB+BLK SLP) (18)

Las concentraciones de sulfitos en las rebanadas de mango deshidratadas, se calcularon
sustituyendo las absorbancias de las muestras en la curva de calibracion para sulfitos

(Apéndice 11.13). Las determinaciones se realizaron por triplicado.

6.11. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS INDIVIDUALES

Para la determinacion de los compuestos fendlicos individuales se utlizé una modificacion de
lo descrito por Ruiz-Montafiez et al. (2014), Ribeiro et al. (2008) y Barreto et al. (2008)
utilizando la Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC).

Obtencion de extractos del mango deshidratado

Se pesaron 0.2 g de cada muestra deshidratada. La muestra se mezclé con 2.5 mL de una
solucion de MeOH/H,O al 70 % con 0.1% de CH3COOH en vortex por 5 min. A
continuacion, las muestras se llevaron a sonicacion por 10 min a temperatura ambiente,
seguido de la centrifugaron por 10 min a 1000 rpm, después se recolecto el sobrenadante y el
residuo se volvid a extraer por segunda vez. Finalmente se recolectaron los sobrenadantes y se
evaporaron a 40°C hasta sequedad. Los extractos se obtuvieron por triplicado.

Proceso de purificacion de los extracto del mango deshidratado

La purificacion de los extractos fenolicos para la determinacion de los compuestos fenoélicos,

se utilizaron cartuchos C18 de 2.8 mL cat. No. 255300 (Alltech). Primero se realizdo un
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acondicionamiento con 1 mL de agua grado HPLC. Posteriormente se colocd la muestra
disuelta en 500 uL de agua. Después se le adicionaron 500 uL de agua y se recolect6 la
fraccion en viales ambar. Posteriormente se agregé 1 mL de MeOH/H,O 1:1 (v/v) y se colectd
la fraccion en viales. Finalmente, el cartucho se eluyd con 1 mL de MeOH. Se recolectaron
todas las fracciones y se analizaron en el equipo de HPLC.

Proceso de cuantificacion de los compuestos fenolicos

Los compuestos fueron cuantificados usando las curvas de calibracion de mangiferina, galato
de metilo, acido ferulico, acido galico, acido cafeico, acido p-cumarico (Apéndice 11.15-
11.20). Se utilizéo un HPLC Alliance Water 2695 con detector de arreglo de fotodiodos y una
columna C18, de 250 x 4.6 mm y 5 um de diametro interno (Phenomenex). Se utiliz6 un
volumen de inyeccion de 10 uL y un flujo de elucién de 1 mLemin™. La fase mévil usada fue
A: soluciéon de 0.1% de éacido férmico en agua, B: solucion de 0.1% de acido féormico en
acetonitrilo. La fase movil fue aplicada en un programa de gradiente como sigue: 0 min 10%
B, 5 min 10% B, 15 min 80% B and 30 min 100% B, 35 min 10% B. Las longitudes de onda
de UV usadas fueron de 365 nm para mangiferina y 280 nm para el resto de los analitos

(Ruiz-Montaiez et al., 2014; Ribeiro et al., 2008 y Barreto et al., 2008).

6.12. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se llevo a cabo un disefio comparativo simple. También se realizé
analisis de varianza (ANOVA) y de comparacion de medias por el método de rangos multiples
de Duncan con un nivel de significancia a = 0.05 entre los tratamientos y las variables, con el

apoyo del programa Desing-Expert® 6.0. Finalmente se realizo una correlacion de todas las

variables por el método de Pearson (Montgomery 1991).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

En la siguiente seccion se presentan los resultados y discusion obtenidos durante el desarrollo

experimental de acuerdo a la metodologia planteada en este proyecto.

7.1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LA SEMILLA Y
PULPA DE MANGO

7.1.1. Propiedades fisicas y quimicas de la semilla de mango. Las semillas de
mango Tommy Atkins utilizadas para realizar el estudio presentaron una humedad de
37.68+0.31%, un peso promedio de 24.63+7.50 g y una longitud de 6.49+0.51 cm. Las
propiedades quimicas estudiadas para el extracto de la semilla de mango fueron el contenido

total de compuestos fenolicos, la actividad antirradicalar y la eficiencia antirradicalar.

La concentracion de fenoles totales de las semillas frescas de mango Tommy Atkins fue de
23,900+2 mg EAG*(100 g de extracto)”. Este contenido es 19.3% superior al valor descrito
por Sogi et al. (2013), quienes reportaron un intervalo de 11,228-20,035 mg EAG*(100 g de
extracto)' para semillas de mango Tommy Atkins deshidratadas al vacio, en bandeja,
liofilizadas y por infrarrojo. Por otro lado la cantidad de fenoles totales, expresada en funcion
de la cantidad de semilla fresca es de 230+0.08 mg EAG*(100 g de semilla fresca)”'. Este
valor es 133.0% superior al reportado por Kittiphoom y Sutasinee, (2013) quienes encontraron
una concentracién de 98.7 mg EAG*(100 g de semilla fresca)” para las semillas de mangos
Tailandeses.

Consecuentemente, se puede afirmar que las muestras de mango utilizadas en el presente
trabajo presentaron un contenido alto de fenoles, quiza se deba a la variedad, el origen y

calidad del mango (Manthey y Perkins-Veazie, 2009). También probablemente el uso de
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ultrasonido para asistir la extraccion de fenoles a partir de semillas de mango favorecio la
obtencion de rendimientos altos en un tiempo corto de extraccion (30 min). El rendimiento del
extracto es de 12.18+0.29% se ubica en el limite superior del intervalo reportado por Dorta et
al. (2012), 4.0-12.0%. Estos autores reportaron una extraccion de semilla de mango var. Keitt

asistida por ultrasonido durante 60 min y utilizando como disolvente acetona acuosa al 50%.

La actividad antirradicalar del extracto de semilla de mango ECso fue de 8.95+0.34 pgemL™".
Esto representa una actividad 129.5% mayor a la descrita por Maisuthisakul (2008) para el
mango Thai de 11 diferentes cultivares (13.06+0.86 — 20.54+0.14 pgemL™). Cabe hacer
mencioén que entre menor sea el valor del ECsy de un extracto, serd mayor la actividad
antiradicalar frente al DPPH". En la Figura 13 se presenta la concentracion de extracto de

semilla de mango necesario para inhibir el 50% de DPPH".
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Figura 13. Curva de la concentracion del extracto de la semilla de mango versus el % de inhibicion del
DPPH" para el calculo del ECs,

El Tgcso, definido como el tiempo en el cual se inicia el estado estable de la reaccion, se
obtuvo a partir de la curva generada por la primera derivada de la concentracion de
extracto/tiempo de reaccion versus el tiempo de reaccion (Figura 14). Se obtuvo un valor de
TEcso de 25 min que es equiparable a los Tgcso de extractos de frutos liofilizados de fresa 22+2
min, chirimoya 2042 min y céscara de capulin 20+2 min (Vasco et al., 2008). El valor del

Trcso se utilizo para calcular la eficiencia antirradicalar (EA) del extracto utilizado.
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Figura 14. Determinacion grafica del tiempo Tgcso para el extracto de semilla de mango usando la
primera derivada versus tiempo de reaccion.

La EA obtenido en este trabajo fué de 1.80 x 10 kg de DPPH'/g de extractosmin. De acuerdo
a la clasificacion de la eficiencia antirradicalar propuesta por Sanchez-Moreno et al. (1998), el
extracto se clasifica como de eficiencia baja (Seccion 2.5.2, Tabla 6). Cabe sefialar que
Gramza et al. (2005) reportaron valores similares para la decoccion de té verde (EA de 1.3 x
10 kg de DPPH'/g de extracto de té verdesmin y Tecso=21.25 min) y la decoccion de te negro
(EA=1.7 x 10™* kg de DPPH'/g de extracto de té negrosmin y Tgcso=15.25 min). Estos autores
concluyen que sus extractos obtenidos tienen alto potencial antioxidante a pesar presentar una
eficiencia antirradicalar baja. Por lo tanto el extracto de semilla de mango presenta también

presenta un poder antioxidante alto.

7.1.2. Parametros de calidad de la pulpa de mango. Los pardmetros de calidad que

se evaluaron en la pulpa de mango fueron los s6lidos solubles expresados en °Brix, la acidez
titulable en % de acido citrico, el pH y el color expresado como L*, a* y b* (Tabla 9). La
cantidad de azucares solubles y la acidez titulable son parametros indicadores de calidad del
mango que determinan el estado de madurez del fruto. Los valores obtenidos se asemejan a los
valores reportados por Siddiq ef al. (2013) para un mango maduro. Para indicar el estado de
madurez del mango se utilizé la escala reportada por Brecht (2010) para mango Tommy

Atkins (Anexo 12.2). De acuerdo a esta escala el mango utilizado para realizar el presente
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proyecto se encuentra en la Etapa 5 de madurez. Los pardmetros de color L* y b* obtenidos
(Tabla 10), muestran un grado menor de oscurecimiento (L* 63.56 + 4.73) y un color amarillo

mas intenso (b* 57.81 £+ 4.22) que el reportado por Ribeiro et al. (2008).

Tabla 10. Propiedades fisicas y quimicas del mango.

Pardmetro Tommy A. Tommy A.
Estudiado Reportado
Peso de unidades de 671.46+£80.47 -
mango (g)
Sélidos solubles (°Brix) 16.22+1.62 14-16°
Humedad (%) 88.30+1.09 -
pH 3.7840.15 3.4+0.1°
% acidez 0.47+0.07 0.9+0.0°
L* 63.56+4.73 55.0-61.1°
Color a* 11.45+1.95 11.5-14.4°
b* 57.81+4.22 40.0-50.0°

1Siddiq et al. (2013)
PRibeiro et al. (2008)

7.2. OBTENCION DE CURVAS DE SECADO, DIFUSIVIDADES
EFECTIVAS Y CONSTANTES DE VELOCIDAD DE SECADO

7.2.1. Curvas de secado. El secado de las rebanadas de mango se llevaron a cabo en un

periodo de 105 min. En la Tabla 11 se presenta el contenido del porcentaje de humedad para

las rebanadas que fueron pretratadas a los diferentes tiempos de secado.
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Tabla 11. Medida de los porcentajes de las humedades en las rebanadas de mango
pretratadas en funcion del tiempo de secado.

Tiempo de Pretratamientos
secado (min)
Control PT1 PT2 PT3
0 88.3° 89.8" 88.4° 89.0°
15 77.77° 83.39¢ 75.78° 79.36°
30 64.73 69.12¢ 63.62° 65.64°
45 51.98" 55.90° 51.81° 53.55"
60 41.06" 43.27° 40.69° 42.00°
75 31.36 31.81° 31.10° 31.86°
90 22.87° 22.69° 23.16 23.08"
105 14.92% 14.38° 16.84° 15.64™°

PT1=Mango pretratado con Na,S,0s al 0.5%, PT2=Mango pretratado con extracto al 1.44%, PT3=Mango
pretratado con una mezcla de extracto al 1.44% + Na,S,0s al 0.5%.

En la Tabla anterior, se observa que del intervalo de tiempo de 0 al5 min, las rebanadas de
mango (PT1 y PT3), no contienen los mismos porcentajes de humedades, probablemente se
deba a la ganancia de agua por efecto del proceso de inmercion en los diferentes
pretratamientos, asi como también al proceso de drenado (Zuluaga et al., 2010). Después de
75 min se observa que no hay diferencia significativa (0¢=0.05) de los porcentajes de humedad
entre las rebanadas a los diferentes pretramientos. Esto significa que a ese tiempo los
pretratamientos de las rebanadas no tienen ningtn efecto sobre la humedad. A los 105 min, se
observa que la muestra PT2 presenta la humedad mas alta, eso indica que posiblemente se
tanga una mayor dificultad en la difision del agua debido al pretratamiento (Abano et al.,

2013).

Los tiempos de secado obtenidos en el presente trabajo son menores que los reportados por
Villa-Corrales et al. (2010) para rebanadas de mango Ataulfo de 3 mm de espesor. Los autores
realizaron el secado durante 160 min utilizando una temperatura de 60°C y a una velocidad de
aire de 0.2 mes™'. Esta diferencia se puede atribuir a que los autores usaron una velocidad de

aire de secado menor y también probablemente a la rotacion de las charolas.

A partir de las mediciones de pérdida de humedad cada 15 min, se construyeron las curvas de

secado para cada pretratamiento (Figura 15).
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Figura 15. Curvas de secado para el mango deshidratado con diferentes pretratamientos (PT1= Mango
pretratado con Na,S,05 al 0.5%, PT2= Mango pretratado con extracto al 1.44%, PT3= Mango pretratado con una mezcla de
extracto al 1.44% + Na,S,0s al 0.5%).

Para evaluar posibles diferencias en el comportamiento del secado de las rebanadas de mango,
se realizd un andlisis de varianza. Los resultados obtenidos del ANOVA, muestran que
durante los primeros 15 min, la razén de humedad (MR) no presenta diferencia significativa a
un o = 0.05, entre muestras con diferentes pretratamientos; sin embargo, de 15 a 45 min si
existe diferencia significativa. A tiempos mayores de 60 min no existe diferencia significativa
entre el control y los tratamientos. Santos-Sanchez et al. (2012), realizaron el deshidratado de
jitomate en el mismo deshidratador que el usado en este trabajo. A 60°C con velocidad de aire
de 1.2 mes™ con rotacion de charolas y repotrtaron que los principales factores que afectan a la
MR son: la temperatura, la velocidad de aire de secado y en un menor grado, la rotacion de las

charolas.
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Las curvas de velocidad de secado, proporcionan informacién muy importante sobre la
velocidad a la que se esta perdiendo el agua, en la Figura 16 se presentan las curvas de
velocidad de secado en funcion de la razoén de humedad de los diferentes pretratamientos. Asi

como también el periodo de velocidad constante y decreciente.
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Figura 16. Curva de velocidad se secado en funcién de la razén de humedad de los diferentes
pretratamientos.

En el secmento A, se observa el inicio del calentamiento del agua libre y el periodo de
evaporacion lenta, en todos los pretratamientos excepto para las muestras PT2, debido quiza al
efecto del drenado. En secmento B, en todas los casos se observa un periodo de velocidad
constante relativamente corto. Lo anterior se debe a que durante esta etapa la superficie del
mango estd muy humeda y sobre ella hay una pelicula de agua continua. Dicha capa esta
constituida por agua libre y actlia como si el sodlido no estuviera presente, es decir, no existe
una resistencia a la transferencia de masa del vapor por parte del producto (Geankoplis, 1993).

Después en el segmento C se observa la etapa de velocidad decreciente, debido a que ya no se
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tiene disponible al agua libre. Cabe resaltar que las muestras PT1, rebanadas pretratadas con
sulfitos presentaron las velocidades de secados mas altas comparadas con los demads
tratamientos. El comportamiento de las curvas para las muestras control y PT2 son muy
similares a las reportadas por Dissa et al. (2008) para rebanadas de mango Amelie de 5 mm de
grosor deshidratadas en un secador de laboratorio con camara climatica estatica con flujos de

aire caliente a 60 °C.

7.2.1. Difusividades efectivas. La difusividad efectiva (Def), se calculé usando la
pendiente de la curva del In de la humedad relativa (MR) versus tiempo (Figura 17) en el
periodo de velocidad degreciente para cada una de los pretratamientos, como se presento en la

Figura 16.
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Figura 17. Gréafica de In (MR) en funcion del tiempo de secado a 60°C para las rebanadas de mango
pretratadas con metabisulfito de sodio al 0.5%.

Aremu et al. (2013) reportaron valores de Deg en un intervalo de 3.89 x 107° a 6.99 x 107°
m’es™ para rebanadas de mango secadas por lote con flujo de aire vertical, con espesor de 3, 6
y 9 mm a una temperatura de 60, 70 y 80°C, y una velocidad de aire de 3.5 mes™. Dissa ef al.
(2008) también deshidrataron rebanadas de mango de 5 mm de espesor a una velocidad de aire
de 0.88 mes™ y temperaturas de secado de 60 y 70°C. Las difusividades efectivas obtenidas a
esas temperaturas fueron de 1.09 x 10 y 1.45 x 10 m”es™, respectivamente. En la Tabla 12,

se presentan las difusividades efectivas obtenidas para las rebanadas deshidratadas en el
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presente trabajo. Los valores de Degr son similares a los reportados por Dissa et al. (2008) para

rebanadas de mango de 5 mm de espesor, deshidratadas a 60°C.

Tabla 12. Difusividades efectivas de las rebanadas de mango deshidratado.

Pretratamientos Degrx 107 (m*es™)
Control 1.23
PTI 1.45
PT2 1.32
PT3 1.29

No hay diferencias significativas (o= 0.05) entre los valores obtenidos.
PT1=Mango pretratado con Na,S,0s al 0.5%, PT2= Mango pretratado con extracto
al 1.44%, PT3= Mango pretratado con una mezcla de extracto al 1.44% + Na,S,0s
al 0.5%.

Por lo tanto, se puede decir que la Desr es fuertemente dependiente de la temperatura del aire

secante y del espesor de la rebanada, no asi del pretratamiento utilizado.

7.2.3. Constantes de velocidad de secado. Las constantes de velocidad de secado

obtenidas en cada pretratamiento y control, se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Constantes de velocidad de secado para las rebanadas de mango deshidratadas.

Pretratamientos n kx103 A R?
Control 1.46+0.12 1.97+0.90 1.034+0.09*¢ 0.9952+0.002
PT1 1.54+0.13 1.53+0.90 1.05+0.00% 0.9954+0.000
PT2 1.42+0.09 2.27+0.80 1.06+0.06° 0.9941+0.001
PT3 1.46+0.11 2.03+£0.90 1.0240.04*° 0.9951+0.001

Las letras a-c indican diferencia media significativa a a = 0.05, por la prueba de Duncan. PT1=Mango pretratado
con Na,S,0s al 0.5%, PT2= Mango pretratado con extracto al 1.44%, PT3= Mango pretratado con una mezcla de extracto al
1.44% + Na,S,0s al 0.5%.

El pardmetro & puede ser considerado como una medida de la velocidad de pérdida de agua.

En este proyecto no se observo diferencias significativa en la constante k para diferentes
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pretratamientos. Este comportamiento es analogo al observado para la Degr.

Los valores de las constantes de velocidad encontrados en este trabajo, son ligeramente
superiores a los reportados por Edoun et al. (2014), quienes obtienen valores de k=0.00434,
n=0.9779, A=1.003 y R?=0.998 para rebanadas de mango a 3 mm de grosor, deshidratadas a
una temperatura de 60°C y una velocidad de aire de 0.6 mes™. Cabe resaltar que estos valores
fueron calculados utilizando la ecuacién de Midilli et al. (2002) al igual que en este proyecto.
Los valores del coeficiente de determinacion (R”) encontrados en ambos estudios son muy

similares indicando que existe un buen ajuste de los datos sobre la curva.

Consecuentemente, se establece que los pretratamientos utilizados en el presente trabajo no

ejercen un efecto significativo sobre la velocidad de secado.

7.3. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE CALIDAD DE LAS
REBANADAS DESHIDRATADAS

7.3.1. Determinacion de color. Los resultados de los parametros L*, a* y b* de las

diferentes muestras pretratadas que se sometieron al deshidratado se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Color en las rebanadas deshidratadas y fresco.

Pretratamientos L* a% b* C he
Control 65.61£3.00*" | 16.97£1.37" | 66.74+4.33" | 68.88+4.37" | 75.72+1.00
PT1 7138339 | 10.88+1.88 | 69.35:237 | 70.2242.31 | 81.08+1.61
P 60.50£4.20 | 14.14£1.87 | 58.8145.01 | 60.52:4.87 | 76.39+2.17
PT3 66.83:3.97" | 12.3321.53" | 63.4424.64" | 64.6424.56" | 78.96+1.59"
Fresco 6356473 | 1145195 | 57814422 | 58.95:440 | oo o

Las letras a-c indican diferencia media significativa a o = 0.05, por la prueba de Duncan. PT1=Mango pretratado con Na,S,0s al
0.5%, PT2= Mango pretratado con extracto al 1.44%, PT3= Mango pretratado con una mezcla de extracto al 1.44% + Na,S,0s al 0.5%.
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Los parametros de color mas importantes en el deshidratado de mango es el b* y L*, debido a
que el primero mide el grado de amarillez y el segundo indica el grado de luminosidad de la
muestra en una escala de 0 (color negro) a 100 (blanco). La prueba de Duncan muestra que las
rebanadas que fueron pretratadas con el extracto de semilla de mango al 1.44% sin la
presencia de los sulfitos, presentan una disminucion significativa en casi todos los valores de
color incluyendo en b* y L*. Este comportamiento probablemente se debe a que el extracto de
semilla de mango al contener compuestos fenolicos que son usados como sustratos por las
enzimas fenolasas, sufren la degradacion a melaninas, causando reacciones redox en presencia
del oxigeno (Barreiro y Sandoval 2006). Cheng et al. (2013) y Juraga et al. (2011) mencionan
que se necesitan temperaturas superiores a 62°C y frecuencias por arriba de 20 kHz para
inactivar las enzimas que causan el oscurecimiento. De acuerdo a las observaciones por estos
autores, se puede decir que posiblemente el extracto todavia contiene enzimas que pudieran
causar el oscurecimiento en las rebanadas de mango, debido a que la temperatura (40°C) y
tiempo (30 min) de sonicacion usados para obtener el extracto son menores a las

recomendadas para la inactivacion de las enzimas.

El angulo Hue (h°) indica el tono, idealmente un valor de h® = 90° representa un tono amarillo,
por lo tanto a partir de los datos de la Tabla 14 podemos concluir que las muestras pretratadas
con sulfitos presentan un tono mas amarillo que el resto de las rebanadas deshidratadas.

Los valores de L* y b* para las rebanadas pretratadas con Na;S,;0s al 0.5% y la solucion de
extracto de semilla de mango al 1.44% y NaS;Os al 0.5%, son superiores a los valores
reportados por Zuluaga et al. (2010) para las rebanadas de mango var. Tommy Atkins de
Colombia osmodeshidratadas pretratadas con sacarosa concentrada al 40% y deshidratadas a
una temperatura de 60°C, obtuvieron valores de L*=64.13+3.78, y b*=52.81+6.68. Este
comportamiento se debe posiblemente, a la presencia de los sulfitos, al ser considerados
blanqueadores y antioxidantes contribuyen en la retencion del color amarillo y permiten un
menor oscurecimiento en las rebanadas de mango deshidratadas. Al comparar los valores de
color obtenidos en el presente trabajo con los reportados por Chen et al. (2007) (L*=66.79,
a*=18.71 y b*=64.08) para rebanadas de 3 x 9 cm, pretratadas con NaHSO; al 1% y

deshidratadas a 60°C, se determin6 que ambos estudios de secado arrojan resultados de color
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similares. Esta similitud probablemente se debe a la utilizacion de sulfitos como

pretratamiento en los dos trabajos de deshidratado de mango, causando el mismo efecto.

7.3.2. Cuantificacion de fenoles totales. El contenido de fenoles totales para las

rebanadas de mango pretratadas y deshidratadas, asi como para el mango fresco y el control,

se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Contenido de fenoles totales de mango deshidratado y fresco (Control= Mango deshidratado sin
pretratamiento, PT1= Mango pretratado con Na,S,0s al 0.5%, PT2= Mango pretratado con extracto al 1.44%, PT3= Mango
pretratado con una mezcla de extracto al 1.44% + Na,S,0s al 0.5%). Superindices a-d indican diferencia significativa entre
las medias (a = 0.05) por la prueba de Duncan.

Las rebanadas de mango fresco presentaron un contenido de fenoles totales de 22.84+0.64 mg
EAG*(100 g de mango fresco). Este valor se encuentra dentro del intervalo reportado por
Manthey y Perkins-Veazie (2009), 20.1-30.1 mg EAG*(100 g de mango fresco) ™.

El andlisis comparativo de medias de Duncan, muestra que el control y las rebanadas de
mango pretratadas con Na,S,;0s al 0.5% (PT1) no presentan diferencia significativa (a0 = 0.05).
Ambos pretratamientos retienen solamente alrededor del 46% de los fenoles. Este porcentaje
de retencion es similar al reportado por Chong ef al. (2013) quienes deshidrataron rebanadas
de mango utilizando aire caliente-frio (50.4%). Por otra parte, las rebanadas deshidratadas que
fueron pretratadas con extracto de semilla de mango (PT2 y PT3) se fortificaron con fenoles

en un 293.3 y un 317.1%, respectivamente (Figura 18) con respecto a las rebanadas control.
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Esto se debe a la difusion de los compuestos fenolicos desde el extracto de semilla de mango

hacia las rebanadas de mango durante el periodo de inmersion.

7.3.3. Cuantificacion de vitamina C. La concentracion de vitamina C para las

rebanadas de mango pretratadas y deshidratadas, asi como para el mango fresco y el control,

se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Contenido de vitamina C en muestras de mango deshidratado y fresco (Control=Mango
deshidratado sin pretratamiento, PT1=Mango pretratado con Na,S,0s al 0.5%, PT2= Mango pretratado con extracto al 1.44%,
PT3=Mango pretratado con una mezcla de extracto al 1.44% + Na,S,0s al 0.5%). Superindices a-d indican diferencia
significativa entre las medias (a = 0.05) por la prueba de Duncan.

Las rebanadas de mango fresco presentaron un contenido de vitamina C de 15.88+0.39 mg
EAA*(100 g de peso fresco)”. Esta concnetracion es similar a la reportada por Ribeiro-Rocha
et al. (2007): 11 mge(100 g de peso fresco)'. Mediante el analisis comparativo de medias de
Duncan, se determind que no hay diferencias entre el control y la muestra PT2. Por otro lado
la muetra PT3, presentd un contenido de vitamina C tres veces mayor respecto al encontrado
en el control y PT2 (Figura 20). En las muetras PT1 y PT3 se presentd una retencion de
vitamina C de 43.7 y 71.2% respectivamente. Estos valores son superiores a los descritos por
Ndawula et al. (2004), quienes deshidrataron rebanadas de mango de 3-5 mm de espesor en un
deshidratador solar abierto. Estos autores reportaron un contenido de vitamina C de 25.4

mg*(100 g de peso seco)', equivalente a una retencion del 15.5% en las rebanadas
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deshidratadas. Los resultados demostraron que los pretratamientos con soluciones de sulfitos

ayudaron a retener vitamina C en los productos deshidratados (Calvo, 1991).

7.3.4. Cuantificacion de carotenos totales. Los resultados de la concentracion de

carotenos totales en las rebanadas de mango pretratadas y deshidratadas, asi como para el
mango fresco y control, se muestran en la Figura 20.
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Figura 20. Contenido de carotenos en el mango deshidratado y fresco (Control=Mango deshidratado sin
pretratamiento, PT1=Mango pretratado con Na,S,0s al 0.5%, PT2=Mango pretratado con extracto al 1.44%, PT3=Mango

pretratado con una mezcla de extracto + Na,S,0s al 0.5%). Superindices a-d indican diferencia significativa entre las medias
(o= 0.05) por la prueba de Duncan.

El contenido de carotenos totales en la pulpa de mango fresco es de 2.99+0.81 mg de B-
caroteno®(100 g de masa fresca)”. Este valor se encuentra dentro del intervalo reportado por
Manthey y Perkins-Veazie (2009), 0.308-3.9 mg de carotenos*(100 g de mango fresco)™. Los
autores mencinan que las concentraciones van a depender del tipo de mango, de la locacion y
de la fecha de cosecha.

Las muestras PT1 y PT3 presentan una retencion de los carotenos totales de 6.1 y 45.5%
respectivamente comparado con la concentracion de las muestras control. De acuerdo a las
funciones que ejercen los compuestos fenolicos presentes en el extracto de semilla de mango y
los sulfitos (Abdalla et al.,2007; Almeida y Nogueira, 1995), la conservacion de los carotenos
totales en PT3 probablemente se atribuye a que los sulfitos y compuestos generan una barrera
de proteccion en la superficie de la rebanada de mango que ayuda a reducir la degradacion de

los carotenos totales. Por otra parte el uso de sulfitos individualmente esta limitado,
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contribuyendo poco con la proteccion de los carotenos. Este comportamiento se observa en los
resultados de Chen et al. (2007) quienes reportan un contenido de carotenos de 4.23 mge(100
g de masa seca) ' en rebanadas de mango de 3 x 9 cm deshidratadas pretratadas con NaHSOs al
1% con aire caliente a una temperatura de 60°C.

Guarte et al. (2005), mencionan que la concentracion de carotenos varia en funcion de la
variedad, del origen, grado de maduez y condiciones de procesado del mango, siendo 6.80
mg®(100 g de masa seca)” la concentracion promedio de los carotenos totales. Este valor es
muy similar a los reportado en este trabajo para las muestras control y PT2.

Por otro lado se observa, que el extracto de semilla de mango al 1.44% no evita la degradacion

de los carotenos durante la etapa de secado.

7.3.5. Determinacion de sulfitos. Las concentraciones de sulfitos en las muestras PT1 y
PT3 fueron de 820.10+11.45 y 900.28+43.97 mg de SO;>*(kg de masa seca)'. Mediante la
prueba de Duncan, se encontr6 que existe diferencia significativa (0=0.05) entre los
tratamientos PT1 y PT3. El Gltimo tratamiento present6 aproximadamente un 9% mas sulfitos
que PTI. El resultado indica que probablemente el extracto de semilla de mango promovié un
incremento en la difusion de sulfitos hacia la rebanada de mango durante la inmersion o quiza
también el extracto ejercid su poder protector hacia los sulfitos.

Las concentraciones de SO;” encontrada en el presente estudio se encuentran dentro del
intevalo reportado por Isaac et al. (2006): para alimentos deshidratados 280-2100 mg de SO;
%e(kg muestra seca)”. Kubilay ez al. (2006) mencionan que la concentracion limite de sulfitos
para frutos deshidratados se ha establecido en 2000 mge(kg de muestra)'(US Federal
Register, 1988). Considerando la afirmacion anterior, las muestras pretratadas con sulfitos en

este trabajo cumplen con las regulaciones internacionales.

7.3.6. Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos individuales. Se
llevé a cabo la determinacion de la mangiferina, galato de metilo y de los acidos, cafeico,
fertlico, p-cumarico y galico. En la Figura 21 se presenta el cromatograma de los seis
estandares utilizados para la determinacion de los compuestos fenolicos antes mencionados, a

una longitud de onda de 280 nm.
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Absorbancia Relativa (AU)

Tiempo de retencién (minutos)

Figura 21. Cromatograma de los estandares a 280 nm. a) acido galico, 144 ppm; b) galato de metilo,
124 ppm; ¢) mangiferina, 100 ppm; d) acido cafeico, 120 ppm; ¢) acido p-cumarico, 116 ppm; f) acido
ferulico, 128 ppm.

El pico menos intenso en el cromatograma corresponde a la mangiferina, debido a la baja
absortividad que tiene este analito a la longitud de onda antes sefialada. Por lo tanto, para este
analito la cuantificacion se realizd6 a 365 nm, Schieber et al., (2000) reportaron que a esa

longitud de onda no se observan interferencias para cuantificar a la mangiferina.
En la Figura 22 se presenta un cromatograma a una longitud de onda de 280 nm para la

muestra pretratada con extracto de semilla de mango al 1.44% donde se observan los analitos

de interés que fueron identificados y cuantificados.
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Absorbancia Relativa (AU)

Tiempo de retencién (minutos)

Figura 22. Cromatograma de la rebanada de mango deshidratada, pretratada con 100 % de extracto de
semilla de mango. a) acido galico; b) galato de metilo; ¢) mangiferina; d) acido cafeico; e) acido p-
cumarico; f) acido fertlico.

La resolucion del cromatograma permitid realizar la cuantificacion de los acidos fenolicos y
del galato de metilo. El acido p-cumarico y fertlico, presentaron tiempos de retencion
cercanos (12.291, 12.494 min); sin embargo, esto no impidi6 llevar a cabo su cuantificacion

debido a que se corrobor6 su autencidad con sus espectros de absorbancia.

En la Figura 23 se presenta un cromatograma adquirido a 365 nm para las rebanadas de mango
pretratadas con Na,S,0s al 0.5% (PT1) y deshidratadas. Se puede apreciar que no hay
interferencias por otros compuestos presentes en la muestra debido a que se utilizo la longitud
de onda donde la mangiferina ejerce mayor absorbancia, como se muestra en el cromatograma

el pico a 10.732 min es el de mayor intensidad perteneciente a la mangiferina.
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Absorbancia Relativa (AU)

Tiempo de retencién (minutos)

Figura 23. Cromatograma a 365 nm para determinacion de la mangiferina. De las muestras pretratadas
con Na,S,05al 0.5%.

A partir de los resultados reportados en la Tabla 15 se observa que las muestras control tienen

las concentraciones mas bajas para todos los analitos estudiados.
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Tabla 15. Compuestos fenolicos determinados por HPLC en las rebanadas de mango

deshidratadas.
. Tiempo de Concentracion,
Compuestos Pretratamientos reten.clon mge (100 g de m.s)”
(min)
Control 4.60+0.02 13.49+0.02*
, PTI 4.60=0.02 17.9820.29
Acido galico PT2 4.52+0.04 14.71+0.18°
PT3 4.60+0.09 26.42+0.16°
Galato de metilo Control 10.34+0.03 7.26+0.15%
PT1 10.34+0.04 6.83+0.31°
PT2 10.38+0.01 9.25+0.49°
PT3 10.36+0.11 10.08+0.28°
Mangiferina Control 10.73x0.02 5.31£0.45
PT1 10.73+0.03 4.75+0.7"
PT2 10.68+0.00 5.02+0.17°
PT3 10.69+0.05 5.65+0.5"
Acido cafeico Control 11.52+0.03 6.160.26°
PT1 11.40+0.08 5.52+0.53"
PT2 11.48+0.00 10 53+0.66"
PT3 11.52+0.04 26.10+0.71°
Acido fertlico Control 12.61+0.02 10.86+0.52°
PT1 12.64+0.03 11.61+0.57*°
PT2 12.49+0.00 37.400.47°
PT3 12.54+0.11 13.99+0.75°
Acido p- Control 12.37+0.10 4.59+0.45"
cumarico PT1 12.45+0.03 4.39+0.28%
PT2 12.29+0.00 102.18+0.67°
PT3 12.28+0.07 108.94+0.55°

Superindices a-d = diferencia media significativa a = 0.05 por la prueba de Duncan. (m.s= Muestra seca, Control=Mango deshidratado
sin pretratamiento, PT1=Mango pretratado con Na,S,0s al 0.5%, PT2=Mango pretratado con extracto al 1.44%, PT3=Mango
pretratado con una mezcla de extracto + Na,S,0s al 0.5%)

El tratamiento con sulfitos al 0.5% (PT1) solamente ayuda a incrementar la retencion del 4cido
gélico. Por otra parte, el uso de los extractos de semilla de mango al 1.44% incrementa
significativamente el contenido de galato de metilo, los &cidos ferulico, cafeico y p-cumarico;

y en menor grado al acido galico.
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La combinacion de los sulfitos con extracto de semilla de mango (PT2) promovié un
incremento drastico en la concentracion del dcido p-cumadrico, y en general un incremento
significativo del resto de los analitos respecto al control, esto quiza se atribuye a que tiene
mayor facilidad de difusion y esta presente en mayor concentracion en el extracto de semilla
de mango. Esto hace evidente que se produce una fortificacion de las rebanadas de mango con
compuestos fenolicos. También se observa que para la mayoria de los analitos no se observa
una diferencia significativa entre el control y PT1 en relacién a los compuestos fenolicos
estudiados. Esta tendencia también se observo en los resultados para fenoles totales.

La concentracién de mangiferina en las rebanadas pretratadas y deshidratadas de mango, no
presentan diferencia significativa para ninguna de las muestras. Este resultado indica que las
condiciones de procesado de las rebanadas de mango no presentan efecto sobre la retencion o
fortificacion de la rebanadas de mango con mangiferina.

La concentracion del acido galico en las rebanadas pretratadas con PT3 es similar al reportado
por Robles-Sanchez et al. (2009), 28 mge(100 g peso seco)’ para la pulpa de mango.
Poovarodom et al. (2010) reportaron que las concentraciones reportadas para los acidos
cafeico y fertlico en mango fresco var. Nam Dok Mai No.4 fueron de 0.096+0.005 y
1.487x0.07 mg*(100 g peso seco) ', respectivamente (Estas concentraciones son menores a las
encontradas en el presente proyecto.

Cabe mencionar que no existe informacion para todos los compuestos fenolicos que fueron
analizados en este proyecto para rebanadas de mango deshidratadas. Esto evito tener valores
de referencia de otros autores. De la poca informacion disponible sobre los compuestos
individuales, se observa que las concentraciones son relativamente superiores a las reportadas
en la literatura. Esto se debe posiblemente al método de extraccion utilizado en este trabajo, la
extraccion asistida por ultrasonido, que se ha demostrado ser altamente eficiente (Soong y
Barlow. 2006). También, se debe considerar que el extracto utilizado para los pretratamientos
se prepararon a una concentracion de compuestos fendlicos diez veces superior a los

encontrados en la pulpa de mango fresco, 195.28+5.48 mg EAG*(100 g peso seco) .
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8. CONCLUSIONES

Se estudid el efecto de los pretratamientos con extracto de semilla de mango al 1.44%
y sulfitos al 0.5% en las rebanadas de mango deshidratadas en un secador de charolas
giratorias construido en la Universidad Tecnologica de la Mixteca, en la que se

concluyen las siguientes observaciones.

La combinacion de extracto de semilla de mango al 1.44% y metabisulfito de sodio al
0.5%, tiene un efecto importante sobre la retencion de los constituyentes antioxidantes.
En el caso de los compuestos fendlicos la concentracion se cuadruplica respecto a las
rebanadas deshidratadas sin pretratamiento y casi se duplica con respecto al mango
fresco. Debido a ésto se concluye que la combinacion de la aplicacion de sulfitos y
extracto de semilla de mango, constituye un pretratamiento util para la preservacion de

carotenos y vitamina C en el deshidratado de rebanadas de mango.

El proceso de deshidratado induce la disminucioén de los valores de color L* y b* en
las rebanadas de mango que fueron pretratadas con extracto de semilla de mango al
1.44%. La dismunicion de L* y b* se debe al oscurecimiento de la superficie de las
rebanadas deshidratadas. Cheftel y Cheftel, (2000); Zuluaga et al. (2010) reportaron
que las fenolasas degradan a los cumpuestos fendlicos originando productos de
oscurecimiento. Por lo tanto es posible que el oscurecimiento observado en las
rebanadas de mango pretratadas con extracto de semilla de mango sea inducido por

esas enzimas.

Las rebanadas que fueron pretratadas con el extracto de semilla de mango, presentan
una fortificaciéon de las concentraciones de acido p-cumadrico, acido fertilico y en

menor proporcion de los acidos cafeico y gélico, asi como de galato de metilo. La
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concentracion de mangiferina en las rebanadas de mango deshidratadas resultaron

independientes del pretratamiento.
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9.PERSPECTIVAS

1y

2)

3)

4)

Optimizar la concentracion del pretratamiento compuesto por extracto de semilla de
mango y Na,S,0s, con la finalidad de mejorar el color y maximizar la concentracion
de los compuestos antioxidantes de las rebanadas deshidratadas.

Evaluar el efecto de la termosonicacion de rebanadas de mango a 40 y 50°C para
inactivar las enzimas polifenoloxidasas que estdn presentes en el extracto de semilla de
mango, con la finalidad de mejorar el color en el producto final y reducir la
degradacion de los compuestos fendlicos.

Evaluar otros blanqueadores tales como el &cido citrico o ascorbico combinado con el
extracto de semilla de mango, para mejorar el color del producto y minimizar efectos
secundarios en los potenciales consumidores del producto del mango deshidratado.
Cuantificar por HPLC el B-caroteno en las rebanadas de mango pretratadas y

deshidratadas, tomandolo como parametro de calidad del producto.
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11. APENDICES

Apéndice 11.1. Generacion de la curva de MR (Razon de humedad) vs F (nimero de Fourier).
Para laminas, se utiliza la ecuacion de Sherwood y Newman (Foust ef al., 1987)

MR, -MR" E 8

MR = = 3
MR, -MR 7 (2n+1)

%

cxp[—(2n+1)2%F] )

n=0

Donde:
D, *t
F -

Para determinar el efecto de las series sobre los valores resultantes de MR, se aplicaron

valores de n =0y 1 en la Ecuacion 2, y a partir de esto se obtuvieron las Ecuaciones 19 y 20.

2
MR =%exp[-”—F] (19)
4 4
8 o’ 8 7’
MR = Wexp —TF:| +?6Xp|:—TF] (20)

Posteriormente, para realizar un graficado de MRcalculado vs F se propusieron siete valores
para F (0.001, 0.01, 0.015, 0.1, 0.15, 0.2 y 0.3) (Aguerre et al., 1985). Los valores propuestos
cubren el intervalo de MR experimentales reportados para el mango. Los cuales son

sustituidos en las Ecuaciones 19 y 20, para obtener valores de MRcalculado.
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En la grafica se observa que para F = 0.1 los valores de MRcalculada son iguales
independientemente de la ecuacion utilizada (Ecuacion 19 y 20). Por lo tanto, para el estudio

se puede utilizar la ecuacion 19, sin producir variaciones significativas en los resultados.
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Apéndice 11.2. Integracion de la Ecuacion 7.

dMR

= ~k(MR - MR’) (7)
M dMR ’
M{() (MR-MR") ™ _k{dt
In(MR - MR’) Z’; =k |

In(MR, - MR") - In( MR, - MR’) = ~kt

MR, - MR’
In| ———— | = -kt
MR, - MR

MR -MR |
eVl ) P
MR, - MR
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Apéndice 11.3. Modelos matematicos para las curvas de deshidratado.

1\1:: dﬁo Nombre del modelo Ecuacion del modelo

1@ Lewis MR= exp(-kt)
2000 Page MR= exp(-kt")

3(@bo) Page modificado MR= exp(-kt)"
400 Handerson y Pabis MR= asexp(-kt)
509 Midilli MR= asexp(-kt") + bt

6 Simplificado de Fick MR= asexp(-k(t/L?))

7® Aproximacion de la MR= asexp(-kt) + (1-a)exp(-

difusién bekt)

8@ Logistico MR=b/(1+asexp(k)t))
99 De dos términos MR= asexp(-k;t) + beexp(-kat)
10® Thompson t= asInMR + bs(InMR)?
1109 Wang y Singh MR= 1 + at + bt
120 Logaritmico MR= asexp(-kt) + C
13® Weibull MR= exp[-(t/B)]

14 Silva MR= exp(-kt-b)

15© Parabélico MR= a + bt + ct*

169 Dinani MR= asexp(-(t-b/c)?)

a.  Murthy K. P. T y Manohar B. 2013. Hot air drying characteristics of mango ginger: Prediction of drying kinetics by mathematical
modeling and artificial neural network. Journal of Food Science and Technology. DOI 10.1007/s 13197-013-0941-y.

b. Koua B. K., Fassinou F. W., Gloaha P., Toure S. 2009. Mathematical modelling of the thin layer solar drying of banana, mango
and cassava. Energy. 34, 1594-1602.

c. Dinani T. S., Hamdami N., Shahedi M., Havet M. 2014. Mathematical modeling of hot air/ electrohydrodynamic (EHD) drying

kinetics of mushroom slices. Energy Conversion and Management. 86, 70-80.

79



Apéndice 11.4. a) Mangos var. Tommy Atkins, b) escaldado de los mangos a temperatura de
abullicion durante 1 minuto, ¢) rebanadas de mango de 3.4+0.2 mm de grosor, d) semilla de

mango Tommy Atkins.

a) b)
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Apéndice 11.5. Curva de los estandares del extracto de la semilla de mango para la

cuantificacion del porcentaje de inhibicién del DPPHe.
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Apéndice 11.6. Curva de calibracion de estandares de acido galico para la cuantificacion del

porcentaje de inhibicion DPPHe.
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Apéndice 11.7. Determinacion de la primera derivada del A% de DPPHe remanente para
obtener graficamente a Tgcso para el extracto de mango (At = media de los dos primeros

tiempos y A%rem = media de los dos primeros % de DPPHe remanente).

PRIMERA DERIVADA
A%de DPPHe
Tiempo Y%remanente Tiempo rem/At
0 62.03

0.3 60.73 0.15 4.333
1 59.56 0.65 1.671
1.3 58.73 1.15 2.767
2.0 58.05 1.65 0.971
2.3 57.55 2.15 1.667
3.0 56.92 2.65 0.900
3.3 56.5 3.15 1.400
4.0 56.26 3.65 0.343
4.3 55.67 4.15 1.967
5.0 55.24 4.65 0.614
5.3 54.91 5.15 1.100
6.0 54.37 5.65 0.771
6.3 54.29 6.15 0.267
7.0 53.9 6.65 0.557
7.3 53.56 7.15 1.133
8.0 53.33 7.65 0.329
8.3 52.94 8.15 1.300
9.0 52.66 8.65 0.400
9.3 52.42 9.15 0.800
10.0 52.09 9.65 0.471
10.3 51.8 10.15 0.967
11.0 51.71 10.65 0.129
11.3 51.42 11.15 0.967
12.0 51.14 11.65 0.400
12.3 50.85 12.15 0.967
13.0 50.81 12.65 0.057
13.3 50.47 13.15 1.133
14.0 50.28 13.65 0.271
14.3 50.19 14.15 0.300
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Apéndice 11.8. Pretratamientos para las rebanadas de mango. a) extracto de semilla de mango

al 1.44%, b) extracto de semilla de mango al 1.44% y Na,S,0s al 0.5%, c¢) Na,S,0s al 0.5%.
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Apéndice 11.9. Curva de calibracion de estandares de acido galico para la cuantificacion de

fenoles totales.
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Apéndice 11.10. Preparacion de las mezclas de reaccion para la determinacion de la vitamina

C.

Medicion de la absorbancia

Procedimiento

Extractos (SLP) ¢ estandares

(STD)

Colocar 40 pL de extracto o del estdndar con 40 pL de buffer
de acetato y 40 uL. de DCIP en una microplaca

Blanco del extracto (BLK SLP)

Colocar 40 uL del extracto con 40 puL de buffer de acetato y
40 pL de agua destilada.

DCIP (DCIP)

Colocar 40 pL de agua destilada con 40 puL de buffer de
acetato y 40 uL de DCIP

Blanco del DCIP (BLK DCIP)

Colocar 40 pL de buffer de acetato mas 80 pL de agua

destilada.
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Apéndice 11.11. Curva de calibracion del estdndar de acido ascoérbico para la cuantificacion

de vitamina C.
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Apéndice 11.12. Obtencion de la Ecuacion 16, para determinar los carotenos (Wrostald et al.,

2005).

De la ecuacion de Lambert-Beer (Ecuacion 21)

A
A=e*C*]| - C=—— (21)
e*]

donde:

A= Absorbancia

e= Absortividad molar para el B-caroteno (139 nM'ecm™)
C= Concentracion del soluto (moleL™)

/=Longitud de la cubeta (1 cm)

Para utilizar la ecuacion anterior, se utiliza la absortividad molar del $-caroteno (€,-caroteno= 139
nM'ecm™) y la absorbancia se lee a 450 nm (Asso). El equipo utilizado para leer la
absorbancia fue el Perkin- Elmer, lambda 35 que funciona con cubetas de 1 cm de camino de

Haz. Por lo tanto la ecuacidon de Lambert-Beer se convierte en:

A450

[ B - caroteno] = "
L

(22)

B —caroteno

A450
(1 39mM™" o cm'l)(lcm)

A
139mM ™
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Posteriormente, se realiza una sustitucion de unidades para expresar la concentracion en
términos de g de P-caroteno/L disolucion. Para obtener la ecuacion se utiliza el peso molecular

del B-caroteno=537 gemol ™ .

A450
139 LdiS()lucidn ] I: 1000 mmoles :|

molesﬁ —caroteno Lmol

[ B - caroteno]=

A450

L, . 1mol
l 3 9000 disolucion B —caroteno
mo lesﬁ —caroteno 537 8

- A450
258.85

gde - caroteno

(23)

Ldisolucion

Expresando la Ecuacion 23 en mg de (-caroteno/100 g de muestra.

Las alicuotas de las muestras deshidratadas se prepararon utilizando 0.3 g de muestra en 10
mL de disolucion. Mientras que en las muestras frescas se utilizo 1 g de muestra en 10 mL de

disolucion.

[/3 ~ caroteno] _ A, | gde [3"— car?teno
258.85| Ldisolucion
_ Ao | mgde B —caroteno ||V cion
258.85| mLdisolucion 8ruesira

Para 100g de muestra
A de 3 - It V.o .
[/3 _ caroteno] — 450 mg 4 ﬁ CClI’?/@I’lO disolucion * 100 (16)
258.85| mLdisolucion 100g,,.0ira
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Apéndice 11.13. Curva de calibracion de estandares de metabisulfito de sodio para la

cuantificacion de sulfitos.
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Apéndice 11.14. Preparacion de las mezclas de reaccion para la determinacion de sulfitos.

Medicion de la absorbancia

Procedimiento

Extractos (SLP) 6 estandares

(STD)

Colocar 60 pL del extracto 6 del estandar y mezclar

con 60 pL de la solucion de DTNB.

Blanco del extracto (BLK SLP)

Colocar 60 pL del extracto ¢ estandar y mezclar con

60 pL de Tris.

Blanco del DTNB (BLK
DTNB)

Colocar 60 pL de DTNB y mezclar con 60 pL de
EDTA
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Apéndice 11.15. Curva de calibracion de mangiferina a 365 nm para su cuantificacion por
HPLC.
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Apéndice 11.16. Curva de calibracion de acido cafeico a 280 nm para su cuantificacion por

HPLC.
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Apéndice 11.17. Curva de calibracion de acido galico a 280 nm para su cuantificacion por
HPLC.

y =296.03x - 2.0225
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Apéndice 11.18. Curva de calibracion de galato de metilo a 280 nm para su cuantificacion por
HPLC.
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Apéndice 11.19. Curva de calibracion de acido fertilico a 280 nm para su cuantificacion por

HPLC.
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Apéndice 11.20. Curva de calibracion de acido p-coumarico a 280 nm para su cuantificacion

por HPLC.
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12.

ANEXOS

Anexo 12.1. Tabla de contenido de 4cidos fenolicos en frutas (ug/g peso seco) para el mango

var. Nam Dok Mai N° 4.

Compuestos Mango | Agucate Durian
Acido galico 53.41%2.7 - -
Acido protocatéquico 0.39+0.02 | 0.37+0.02 -
Acido p-hidroxibenzoico | 21.32+1.1 | 5.38%0.3 2.21+0.1
Acido m- - 8.63x0.4 -
hidroxibenzoico
Acido vanillinico 16.74+0.8 | 5.61+0.3 2.54+0.1
Acido cafeico 0.96+0.05 | 2.46=0.1 5.49+0.2
Acido fertilico 14.87+0.7 | 9.38+0.5 18.29+0.9
Acido p-cumérico - - 2.88+0.1
Acido sindpico 7.55+0.3 1.93+0.05 -
Acido anisico - 0.25+0.01 0.035+0.002
Quercetina 1.76+0.05 | 0.40+0.02 0.34+0.02
Apigenina 57.55+2.8 | 15.59+0.7 Trazas

Poovarodom S., Haruenkit R., Vearasilp S., Namiesnik J., Cvikrova M., Martincova O., Ezra A., Suhaj M.,

Ruamsuke P., Gorinstein S. 2010. Comparative characterisation of durian, mango and avocado. International

Journal of Food Science and Technology. 45, 921-929.
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Anexo 12.2. Parametros de madurez para el mango Tommy Atkins.

ToMMY
ATKINS

Intervalo
de color

Interior de

la pulpa
Madurez | potado 1 | Estado 2 | Estado 3 | Estado 4 | Estado 5
*Brix ™59 8-11 9-11 10-13 | 12-15

Brecht J. K. 2010. Mango postharvest best management practices manual. University of Florida. Pag. 58.



Anexo 12.3. Definicion y esquema de migracion, conveccion y difusion.

MIGRACION: Movimiento de especies por diferencia de carga. Un ejemplo de la migracion
es la electroforesis.

(M

CONVECCION: Movimiento de la materia por cambios fisicos.
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DIFUSION: Movimiento de las especies por gradiente de concentracion. Este proceso se debe

al constante movimiento en que se encuentran las particulas de liquidos y gases.
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(1) http://www.micruxfluidic.com/es/tecnologia.html
(2) http://nefrologiadigital.revistanefrologia.com/modules.php?name=libro&op=viewCap&idpublication=1

&idedition=13&idcapitulo=70
(3) http://ciencia-basica-experimental.net/1er-curso/carlos.htm
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Anexo 12.4. Implementacion de un método para la cuantificacion de sulfitos.

METODO PARA LA CUANTIFICACION DE SULFITOS EN ALIMENTOS COMERCIALES.
Yair J Cruz-Moran®, Analleli Jiménez-Duran®, Ratl Salas-Coronado®
*Universidad Tecnologica de la Mixteca (UTM). Carretera Acatlima km. 2.5, Huajuapan de Le6n Oaxaca, 69000 México.
Instalaciones de los laboratorios de Ciencias Quimico-Biologicas, UTM, México. yaircruzmoran@gmail.com.

RESUMEN

En el presente trabajo se realiz6 la implementacion de un método para la cuantificacion de sulfitos
utilizando un lector de microplacas Biotek ELX-808 aplicado a muestras de alimentos comerciales
empleando el reactivo de Ellman (5-(3-Carboxy-4-nitrophenyl)disulfanyl-2-nitrobenzoic acid), y
para la validacion del método se determind el porcentaje de recuperacion. Las muestras empleadas
fueron vino blanco y tinto, néctar de mango y manzana asi como rebanadas de mango
deshidratadas. Los resultados obtenidos para las muestras de vino blanco y rebanadas de mango
(146.04 = 7.09 y 34.66 = 1.81 ppm respectivamente) fueron superiores a los limites establecidos
por la normatividad internacional.

Palabras clave: sulfitos, implementacion de método, muestras de alimentos.
Abreviaturas: NM, Néctar de Manzana; NMa, Néctar de Mango; VB, Vino Blanco; VT, Vino Tinto y RM, Rebanadas de Mango.

1. INTRODUCCION

Los aniones sulfito (SO;?) tienen una importancia relevante en el procesamiento de alimentos.
Estos se utilizan en diversos procesos de produccion de alimentos debido a que tienen propiedades
antioxidantes, blanqueadoras, secuestrantes de metales, antimicrobianas y como acondicionador de
masa (1). En la industria de los vinos se utilizan para inhibir o controlar el crecimiento de
levaduras. También se emplean para prevenir el deterioro de camarones, pasas, papas fritas,
lechuga y otros vegetales frescos (2).

El uso de sulfitos en alimentos estd regulado debido a que se ha reportado que su consumo esta
relacionado con reacciones alérgicas, particularmente con algunas repuestas asmaticas (3). El
alimentos que contiene sulfitos debe mencionar en su etiqueta la presencia de esté aditivo para
informar a los consumidores que son alérgicos a los sulfitos. En la literatura se han reportado
estudios que muestran casos en los que consumidores habituales de vino han presentado dolores de
cabeza por consumir estos productos que contienen sulfitos debido a que en muchas de los casos
los consumidores no saben que son alérgicos a este tipo de compuestos (4).

En México la norma que regula el uso de SO3~ como aditivo en alimentos es la NOM-130-SSA -
1995. La concentracién méxima permitida de SO3 es de 100 ppm de producto (5). Por un acuerdo
firmado en julio del 2012, en México se permite una concentracién maxima de SOs™ de 350 ppm
para el caso de bebidas alcoholicas, de 100 ppm para el caso de néctares de fruta y de 100 ppm
para el caso de conservas de fruta (1). Mientras tanto en paises como China el uso de este tipo de
aditivos en alimentos esta limitado y controlado (9). Organismos a nivel internacional tales como
WHO (World Health Organization) afirman que la ingesta diaria aceptable de dioxido de azufre es
de 0.7 mg SOs* /kg de peso corporal (11). Por otra parte, la FDA desde 1986 ha exigido que
cualquier bebida o alimento que tenga una concentracion de sulfitos mayor de 10 SO;™ /kg de
producto sea mencionada en la etiqueta.
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En la actualidad existen métodos avalados por la AOAC para la determinacion de la concentracion
total de SO~ en alimentos y bebidas. Entre estos se encuentra el método optimizado de Monier-
Williams (Método 990.28, AOAC). Este método demanda mucho tiempo, mano de obra y ademas
pueden presentarse falsos positivos en los resultados. Otro método aprobado por la AOAC
(Método 990.31, AOAC), emplea soluciones alcalinas, seguido de una cromatografia de exclusion
i6nica con deteccion amperométrica. Este método tiene la desventaja de tener errores en la
cuantificacion, debido a problemas de calibracion del equipo (3).

Actualmente se han desarrollado diversas metodologias alternativas a las de la AOAC para
cuantificar sulfitos en alimentos. Una es el caso del andlisis de inyeccion de flujos (FIA), el cual
estd formado por dos etapas: una es la extraccion de los sulfitos a un medio liquido y la otra etapa
consiste en inyectar el extracto liquido para la deteccion del analito (7).

Por todo lo anterior, en este trabajo se propuso implementar un método para cuantificar SO3™ en
alimentos procesados, empleando el reactivo de Ellman y el método de fortificaciéon para la
validacion del método mediante la determinacién del porcentaje de recuperacion de SO;~. Cabe
sefialar que de manera adicional se realiz6 un estudio para determinar las mejores condiciones de
tratamiento de la muestra, para obtener resultados reproducibles y buenos rendimientos de
recuperacion de sulfitos.

2. METODOLOGIA

2.1. Muestras.

Se utilizaron dos néctares de frutas, uno de mango y otro de manzana de la marca Jugos del Valle®
con Numero de lote 018 1315 631 para el néctar de mango y 043 1315 631 para el néctar de
manzana.; asi como vino blanco marca Blue Nun® (lote LF712513) producto de origen Aleman,
vino tinto marca F. Chauvenet® (lote LA7-2152) de origen Mexicano y rebanadas de mango
deshidratadas (adquiridas a granel en el supermercado Chedraui® con fecha de empaque del 28 de
Diciembre de 2013).

2.2. Soluciones empleadas.

Las soluciones que se emplearon para el tratamiento de las muestras y cuantificacion de sulfitos
fueron las siguientes: EDTA (sal disodica etilendiamino tetracetico) (0.1 mM), buffer Tris pH 8
(1000 ppm), DTNB (3x10*M) y soluciones stock de metabisulfito de sodio de concentraciones
1000 ppm y 6.64 ppm respectivamente, la solucion de metabisultifo de mayor concentracion se
empled para prepara la de menor concentracion. Las soluciones de EDTA y buffer Tris se
prepararon con agua desionizada y desgasificada por 25 minutos a 25°C en un ultrasonido marca
Ultrasonic Cleaner® modelo SB-3200 DTN. Posteriormente la solucion de EDTA se emple6 para
preparar los stocks de metabisulfito (1000 ppm y 6.64 ppm) mientras que el buffer Tris se utilizo
para preparar la solucion de DTNB. Cabe mencionar que todas las soluciones se desgasificaron por
15 minutos a 25°C.

2.3. Tratamiento de las muestras.

Para el caso de las muestras liquidas sin fortificacion se tomaron 200 pL de estas y se disolvieron
con 800 uL de solucion de EDTA 0.1 mM en tubos Eppendorf®. Para el caso de las muestras
liquidas fortificadas con sulfitos en 6.64 ppm se tomaron 200 uL. de muestra y se disolvieron con
800 puL de unas solucion de metabisulfitos con concentracion de 6.64 ppm. Para el caso de la
muestra solida se molié en seco una porcidon de esta en un mortero con pistilo hasta formar una
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pasta homogénea, de dicha pasta se pesaron aproximadamente 0.02 g de muestra, la cual se coloco
en un tubo Eppendorf” y se le adicioné 1 mL de EDTA 0.1 mM para la muestra sin fortificaciéon. La
muestra fortificada se preprar6 con 1 mL de solucion de metabisulfitos de 6.64 ppm. Posteriormente
las muestras se agitaron en un vortex por 2 min. Enseguida los tubos Eppendorf® con las muestras se
desgasificaron por 15 min a 25° C en el ultrasonido. Posteriormente se centrifugaron por 5 min a
10,000 rpm. El tratamiento de cada una de las muestras sin y con fortificacion se realizd por
triplicado de la misma manera, tanto para la muestra solida como para las liquidas.

Para el caso de las muestras de vino blanco y tinto se realizaron diluciones de 1:10 y para los
néctares de 1:5, por lo que la concentracion de SO5*” se multiplico por el factor de 10 para el caso de
los vinos, y para el caso de los néctares se multiplicaron por el factor de 5.

2.4.Preparacion de la curva de calibracion.

Para la cuantificacion de sulfitos en las muestras se propuso una curva de calibracion formada de
cinco puntos a diferentes concentraciones. Para cada concentracion se prepararon 10mL de solucion
de metabisulfito de sodio con solucion de EDTA (0.1 mM) tal como se ilustra en la Tabla 1.

Tabla 1. Soluciones stock de sulfitos para preparar la curva de calibracion.

Concentracion Solucion stock Solucion

de sulfitos de sulfito (pL) EDTA
(ng/mL) (mL)

20 200 9.800

13.28 133 9.867

10 100 9.900

8 80 9.920

6.64 67 9.933

Para la obtencion de las lecturas se hizo reaccionar el reactivo de Ellman con cada una de las
soluciones stock en las condiciones de reaccion de la Tabla 2. En la construccion de la curva solo
se empled un blanco de reaccion, formado de 60 pLL de DTNB con 60 pL. de EDTA. La absorbencia
se midi6 a 412 nm en un lector de microplacas BioTek® modelo ELX808 (10).

2.5. Cuantificacion de Sulfitos.

Para cuantificar los sulfitos se empled un lector de microplacas BioTek® modelo ELXS808, asi
mismo para la toma de lectura se colocaron 60 pL del extracto con SO3” y 60 uL de la solucion del
reactivo de Ellman’s (DTNB) 3 x 10 M en una microplaca de 96 pozos. Asi mismo se prepararon
dos blanco de reaccion, el primero se preparé mezclando 60 pL del extracto con 60 pL de solucion
EDTA 0.1 mM mientras que el segundo blanco se prepar6 mezclando 60 pL. de DTNB con 60 pL
de EDTA. La absorbencia se midi6 a 405 nm (10) y se restaron los dos blancos a la muestra
problema. Para todas las muestras la lectura se hizo por triplicado tanto para las muestras sin y con
fortificacion asi como para los blancos de reaccion.

Cabe mencionar que para la toma de la lectura previamente se debe dar un tiempo de reaccion entre
la muestra y el reactivo de Ellman, dependiendo de la temperatura a la que se encuentre el lector de
microplacas. Los tiempos de espera que se deben de dar entre la muestra problema y la solucién de
DTNB se ilustran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Tiempos y temperaturas de reaccion entre la muestra y la solucion de DTNB (10).

Temperatura (°C Tiempo de reaccion

(minutos)
18 13
25 5
30 2

Cabe mencionar que para expresar los resultados en mg SO;*/kg de muestra, se determino la
densidad de cada muestra liquida y para el caso de la muestra solida se empleo el peso de la muestra
empleada.

3. RESULTADOS

3.1 Curva de calibracion obtenida.

La curva de calibracion (Figura 1) obtenida para calcular la concentracion de sulfitos en las
muestras empleadas se realizd de acuerdo a la Tabla 1. En la curva se logra apreciar claramente que
la regresion lineal obtenida fue de 0.9975, un valor aceptable puesto que es muy cercano a la
unidad. Asi mismo la ecuacion denotada como Y = 0.041X describe matematicamente a la linea
producto de la regresion lineal, donde Y representa la absorbencia y X la concentracion de sulfitos.
Con esta expresion se procedio a calcular la concentracion del analito de interés en las muestra a
partir de los valores de absorbencia obtenidos.

0.900
0.800
0.700
0.600
0.500
0.400
0.300
0.200
0.100
0.000

0 5 10 15 20 25

Y =0.041X
R*=10.9975

Abs

[SO;2](ng/mL)

Figura 1. Curva de calibracion para sulfitos.

Asi, con los resultados obtenidos tanto para las muestras con y sin fortificacion se procedio a
calcular el porcentaje de recuperacion mediante la siguiente ecuacion:

F-1

% de recuperacion = *100 (3.1)

Donde:

F = Concentracion del analito en la muestra fortificada.

I = Concentracion del analito en la muestra sin fortificar.
A = Concentracion del analito afiadida en la fortificacion.
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3.2. Concentracion de sulfitos y porcentajes de recuperacion en las muestras.
Los resultados de la cuantificacion de sulfitos de las muestras empleadas en este trabajo, se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de la determinacion de sulfitos en las muestras.

Muestra [SO3'2](mg/kg muestra ) % de recuperacion

Néctar de manzana 0.77 +0.08 111.3
(Jugos del Valle®)

Néctar de mango 2.68+0.41 101.4
(Jugos del Valle®)

Vino blanco (Blue Nun®) 34.87£1.82 101.7

Vino tinto (F. Chauvenet®) 8.12 £0.36 95.7

Rebanadas de mango 146.04 + 7.09 100.3

deshidratado a granel

160
g 140 146.04 + 7.09
g% 120
g g 100
S E
%;ﬂ 80
IS ?0 60
25 40 34.87 + 1.82
S 20 10.77 +0.08
< o —_ 2'68;0'41 l 8.12 + 0.36
-7
NM
NMa
VB VT M
Muestras

Figura 2. Concentracion de sulfitos [SOs7] (mg/kg muestra) en las muestras de NM, Néctar de Manzana
(Jugos del Valle®); NMa, Néctar de Mango (Jugos del Valle®); VB, Vino Blanco (Blue Nun®); VT, Vino
Tinto (F. Chauvenet®) y RM, Rebanadas de Mango.

A partir de los resultados se determin6 que las muestras de néctares y vinos (mostrados en la Tabla
1), contienen una concentracion de SO3™ por debajo de lo establecido por la NOM-130-SSA1-1995.
Contrariamente, las rebanadas de mango presentaron concentraciones de SOs™ superiores a las
establecidas por dicha norma. Por otra parte, al comparar los resultados con las cantidades
permitidas por la FDA, se observd que la muestra de vino blanco y las rebanadas de mango
deshidratado superaron el limite maximo permitido por este organismo. Otras literaturas muestran
resultados obtenidos de la cuantificacion de sulfitos en muestras de mango deshidratados que van de
35- 37mg SO;*/kg de muestra. Dichos resultados los obtienen empleando el método oficial de la
(AOAC 990.30) (6).

Las muestras de vinos tuvieron una mayor concentracion de sulfitos respectos a los néctares, debido
a que son bebidas susceptibles a sufrir contaminaciones por microorganismos que pueden oxidar el
alcohol a acido acético. En cambio en los néctares de fruta el empleo de sulfitos no seria tan
necesario debido a que este tipo de bebidas pasan por un proceso de pasteurizacion antes de ser
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embasadas, lo que permite que los alimentos sean menos susceptibles a sufrir alteraciones por
microorganismos. Sin embargo en ocasiones se pueden afiadir aniones sulfitos con el fin de asegurar
que no se presente una proliferaciéon microbiana en el producto durante su almacenamiento.

3.3. Comparacion de los resultados obtenidos con trabajos reportados.

Resultados reportados en el 2010 por Villar y col. en el que analizaron muestras de vino blanco y
tinto empleando el método de inyeccion de flujos, muestran que las concentraciones de sulfitos
libres en vino blanco fueron de 10 a 28 mg SO;*/L y para el vino tinto de 23 a 31 mg SOs /L (8).
Comparando estos resultados con los obtenidos en este trabajo, puedo observarse las
concentraciones de sulfitos que se encontraron en las muestras de vino blanco y vino tinto estan
cercanas a los intervalos mostrados por Villar y col. Cabe decir que la cantidad de sulfitos en vinos
va a variar de acuerdo a las cantidades de la sustancia que empleé el fabricante en la elaboracion de
estas bebidas.

Con respecto a los porcentajes de recuperacion de todas las muestras estudiadas, se observd que
estuvieron por arriba del 90 %, esto nos indica que el método implementado es valido ya que de
manera general la cantidad de sulfitos adicionada a las muestras se logr6 cuantificar en su totalidad.
En general se observd que el método implementado para la cuantificacion de sulfitos usando el
reactivo de Ellman puede se puede utilizar para una determinacion rapida, segura y confiable de
aniones SO;™ presentes en productos alimenticios comerciales. Esto podria permitir a los
organismos que regulan el uso de aditivos en alimentos, tener un método alternativo para cuantificar
el uso de aniones sulfito en alimentos.

Tabla 4. Determinacion de sulfitos en seis muestras de alimentos mediante dos métodos diferentes

(10).
Muestra Método PRA-formaldehido Método de DTNB
modificado
Sulfitos Porcentaje de recuperacion  Sulfitos Porcentaje e recuperacion
(ng/g) (%) (ng/g) (%)
Hongos Dictyophora 1.3x10° 92 1.4x10° 100
Almendras 2.6x10’ 100 2.9x10° 102
Germen de soya 1.1 85 1.4 112
Azlcar granulada 5.8 98 6.3 108
Cerveza Yanjing” - 61.1 5.5 97
Pasta de fideo 1.9 92.9 2.5 108

En el 2006 Yongjie, L y Meiping, Z realizaron un trabajo en el que cuantificaron la concentracion
de sulfitos en seis muestras de alimentos (Tabla 4) empleando dos técnicas de diferentes (método
PAR-formaldehido modificado y DTNB). En dicho trabajo exponen para cada método Ia
concentracion y el porcentaje de recuperacion obtenido para cada muestra de alimento.

En los resultados expresados en la Tabla 4 se logra apreciar claramente que las concentraciones
obtenidas por ambos métodos son similares para cada muestra. Pero en general los resultados tanto
de las concentraciones como de los porcentajes de recuperacion son mayores con el método de
DTNB que con el de PAR-formaldehido modificado. Esto nos quiere decir que el método de DTNB
es mas preciso que el del PAR-formaldehido modificado, debido a que los porcentajes de
recuperacion son mayores.
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3.4. Condiciones a controlar en la cuantificacion.

Otros investigadores que han empleado el reactivo de Ellman para la cuantificaciéon de sulfitos,
mencionan que tanto el pH como la presencia de metales de transicion y de NO™ podrian causar
interferencias en la cuantificacion del analito de interés. Para el caso del pH se deben evitar tener
valores alcalinos puesto que altas concentraciones de aniones OH™ pueden reaccionar con el DTNB
dando valores altos de absorbancia y por ende la cuantificacion sera erronea debido a la presencia
de falsos positivos. Lo mismo ocurre con el caso de los iones metalicos y los aniones NO™ puesto
que estos pueden catalizar la oxidacion de los sulfitos, evitando una correcta cuantificacion debido
a que ya no son capaces de reaccionar con el DTNB en estado oxidado (10).

Uno de los inconvenientes que se encontré durante el desarrollo de la metodologia fue que el
tratamiento que se le dio a las muestras no fue el mismo para todas, debido a que el color de la
muestra y la concentracion de sulfitos fueron factores que se tuvieron que controlar para hacer una
buena cuantificacion. Ya que para evitar que el color interfiriera en la medicion se tuvieron que
hacer diluciones del extracto (dos diluciones para los vinos y una para los néctares). Otro
inconveniente que se encontro del método fue que la temperatura del medio ambiente y el flujo de
oxigeno en este, son factores que se deben controlar, ya que el reactivo de Ellman se degrada en
presencia de concentraciones altas de oxigeno. Finalmente, también se detectd que la reaccion entre
el reactivo de Ellman y los SO3~ es muy susceptible a los cambios de temperatura.

Por ultimo en la Tabla 5 se ilustran los resultados obtenidos del porcentaje de recuperacion y
concentracion de sulfitos para la muestra de mango deshidratado cuando solo se tritura y cuando se
muele en seco. Comparando los resultados de estos dos tratamientos realizados a la muestra solida,
se aprecia que la concentracion y el porcentaje de recuperacion aumentan cuando la muestra se
muele en vez de solo triturarla. Esto se puede deber a que al moler la muestra se disminuye el
tamafio de particula del cuerpo y por lo tanto al momento de la extraccion del analito hay una mayor
superficie de contacto entre el disolvente y la muestra de interés. Por otro lado el proceso de
molienda permite que la muestra se homogenice y los resultados obtenidos sean precisos y exactos.

Tabla 5. Comparacion de resultados de dos métodos de tratamiento en muestra solida.
Muestra triturada Muestra molida

Porcentaje de recuperacion (% 80.3 100.3
mgS0;°/kg de muestra 82.20 +10.93 147.04 + 7.09

4. CONCLUSIONES

En este trabajo se realizo la implementacion de un método para la cuantificacion de sulfitos con
aplicacion en muestras de alimentos. Se estudiaron cinco muestras de alimentos, de las cuales se
logré apreciar (Figura 2) que en todas hubo la presencia de sulfitos en diferentes concentraciones.
La muestra de rebanadas de mango deshidratado presentaron la mayor concentracién del compuesto
de interés, en cambio las muestra de néctar de manzana y mango mostraron concentraciones bajas
de sulfitos comparadas con las otras muestras analizadas. En cuanto a los vinos, estos mostraron
tener una concentracion mayor de sulfitos respecto a los néctares y menores a las rebanadas de
mango.

El método implementado para la cuantificacion de aniones sulfitos, resultd ser una prueba rapida,
segura y confiable para la cuantificacion de sulfitos en los alimentos procesados estudiados. El
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inconveniente de este método es que puede ser muy sensible a los errores de mediciones de
volimenes realizadas por el analista, debido a que es un método a microescala. Asi mismo se
comprobd que este método es capaz de cuantificar pequenas cantidades de sulfitos y esto se ve
claramente en el resultado obtenido para la muestra de néctar de manzana cuya concentracion del
anion es de apenas 0.77 mg/kg.

En cuanto al tratamiento de las muestras solidas, se observd que se debe moler en seco hasta formar
una pasta homogénea con la finalidad de tener resultados exactos y precisos. Puesto que si solo se
tritura la muestra, no se logran extraer la mayor cantidad posible del analito de interés.

REFERENCIAS

1. Acuerdo por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y
suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias. Recuperado el 21 de Mayo de 2013, de:
www.cofepris.gob.mx/MJ/Documents/.../acaditivol60712.pdf

2. Cameron, S. and Ronald, P. S. (2003). The Spectroscopic Determination of Aqueous Sulfite
Using Ellman’s Reagent. MURJ, 45, 39-43.

3. Chen, L., De Borba, B. and Rohrer, J. (2004). Determination of Total and Free Sulfite in Foods
and Beverages. Thermo Scientific, 54, 1-8.

4. Costanigro, M., Appleby, C. and Menke, S. (2013). The wine headache: Consumer perceptions of
sulfites and willingness to pay for non-sulfited wines. Food Quality and Preference, 31, 81 — 89.

5. NORMA Oficial Mexicana NOM-130-SSA1-1995, Bienes y servicios. Alimentos envasados en
recipientes de cierre hermético y sometidos a tratamiento térmico. Disposiciones y especificaciones
sanitarias. Recuperado el 21 de Mayo de 2013, de:
http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/130ssal5.html

6. Proposition 65. (2012). Consumption of Sulfur Dioxide in Dried Fruits. Interpretive Guideline,
2012-02, 5. Recuperado el 23 de Enero de 2014, de:
http://www.oehha.org/prop65/law/pdf zip/SO2driedfruitlG.pdf

7. Ruiz, C. and Jiménez, F. (2009). Application of flow injection analysis for determining sulphites
in food and beverages: A review. Food Chemistr, 112, 487-493.

8. Villar, N., Ramos, M., Bello, M., Fernandez, R., and Callejon, M. (2010). Rapid flow injection
method for the determination of sulfite in wine using the permanganate—luminol luminescence
system. Talanta, 82, 2003-2006.

9. World Health Organization. (2007). Expert committee of food additives sulfur dioxide.
Recuperado el 03 de Agosto de 2014, de:
http://www.inchem.org/documents/jecfa/jeceval/jec2215.htm

10. Yongjie, L and Meiping, Z. (2006). Simple methods for rapid determination of sulfite in food
products. Food Control, 17, 975-980.

11. Zhong, Z., Li, G., Zhu, B., Zhibin, L., Huang, L. and Wu, B. (2012). A rapid distillation method
coupled with ion chromatography for the determination of total sulphur dioxide in foods. Food
Chemistry, 131, 1044-1050.

Trabajo presentado en el 48° Congreso Mexicano de Quimica 32° Congreso Nacional de Educacion Quimica.
Realizado en Guanajuato, Guanajuato del 31 de agosto al 4 de septiembre de 2013.

108



