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| Resumen G

El efecto de la dosis (18 y 36 kJ/L) de irradiacién
de UV-C en pH, acidez titulable, sélidos solubles,
contenido de antocianina, actividad antioxidan-
te y recuento de mohos y levaduras en jugo de
granada al ser evaluado mostr6é que las carac-
teristicas fisicoquimicas no cambiaron significati-
vamente (p<0.05) después del tratamiento UV-C
y durante el almacenamiento a 2 °C. El conte-
nido total de antocianinas mostré una reduccion
significativa (p<0.05) de 13.65 y 21.45% y de
40.27 y 43.84% para las dosis de 18 y 36 kJ/L
después del tratamiento con UV-C y al dia 14 de
almacenamiento respectivamente. La actividad
antioxidante mostré una reduccion significativa
(p<0.05) de 22.54% inmediatamente después

\ Abstract Q.

The effect of irradiation dose (18-36 kJ/L) of UV-C
on pH, titratable acidity, soluble solids, antho-
cyanin content, antioxidant activity and count
of molds and yeasts in pomegranate juice was
evaluated. The physicochemical characteristics
did not change significantly (p<0.05) after UV-C
treatment and during storage at 2 °C. The total
anthocyanin content showed a significant reduc-
tion (p<0.05) of 13.65 and 21.45% and 40.27 and
43.84% for doses of 18 to 36 kJ/L after treatment
with UV-C and at the 14th day of storage respecti-

de la aplicacién de una dosis UV-C de 36 kJ/L
y de 29.33 y 50.46% para muestras irradiadas
con dosis de UC-V de 18 y 36 kJ/L al dia 14 de
almacenamiento. Se redujo significativamente
(p<0.05) el conteo de mohos y levaduras en 76.7
(18 kJ/L) y 86.91% (36 kJ/L) en las muestras de
jugo de granada tratado con UV-C. Después de
2 semanas de almacenamiento a 2 °C el conteo
se incrementd a 3 x 102 y 2.8 x 10? ufc/mL, con
menor conteo microbiano para la dosis mas alta
aplicada.

Palabras clave: Jugo de granada, antocianinas,
UV-C, actividad antioxidante, tecnologia no tér-
mica.

vely. The antioxidant activity showed a significant
reduction (p<0.05) of 22.54% immediately after
the application of a dose UV-C 36 kJ /L and 29.33
and 50.46% for samples irradiated with doses of
UV-C 18 and 36 kJ/L at the 14th day of storage.
The count of moulds and yeasts was reduced sig-
nificantly (p< 0.05) to 76.7 (18 kJ/L) and 86.91%
(36 kJ/L) in samples of pomegranate juice trea-
ted with UV-C. After two weeks of storage at 2 °C
the count increased to a 3 x 102y 2.8 x 102 ufc/
mL, with the lower microbial counts of the highest
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dose applied.

Keywords: Pomegranate juice, anthocyanin, anti-
oxidant activity, UV-C, non-thermal technology.

INTRODUCCION

La granada (Punica granatum L.) pertenece a la
familia punicacea y es uno de los frutos comesti-
bles mas antiguos que se conocen. Se consume
fresca o procesada como zumo o jugo, jarabe,
mermeladas o vino (Orak, 2009).

En la actualidad existe un gran interés en el jugo
de granada debido a su alto contenido de com-
puestos fendlicos (catequinas, taninos y antocia-
ninas). Las antocianinas, responsables del color
rojo brillante del jugo es uno de los principales
parametros de calidad que afecta la aceptabilidad
sensorial del consumidor (Alighourchi y Barzegar,
2009; Borochov-Neori et al, 2009; Patras et al,
2010). Antocianinas y otros compuestos fendlicos
del jugo de granada presentan efectos preventi-
vos y terapéuticos sobre la enfermedad cardio-
vascular, inflamacion y diferentes tipos de cancer
(Khan, 2009; Lansky y Newman, 2007) basado en
su elevada actividad antioxidante (Borochov-Neori
et al, 2009). Gil et al (2000) reportaron una activi-
dad antioxidante del jugo de granada tres veces
mayor que la de vino tinto y el té verde.

En general, el tratamiento térmico es la mas técni-
ca comun aplicada para la seguridad y conserva-
cién de jugos de frutas. Sin embargo, la frescura
de jugo es desfavorablemente afectada por el tra-
tamiento térmico. Recientemente existe un consi-
derable interés en tecnologias no térmicas para
la preservacion de los jugos debido a la creciente
demanda de los consumidores por productos fres-
cos, de alta calidad y nutritivos (Patil et al, 2009).
Una de las tecnologias no térmicas empleados
para la conservacion de jugos es la irradiacion
UV-C (Koutchma, 2009), que en el intervalo de
200-280 nm presenta efecto germicida sobre mi-
croorganismos (bacterias, levaduras, mohos y vi-
rus) (Caminiti et al, 2012). En los ultimos 20 afios
tanto la industria de alimentos y bebidas como los
productores de equipos UV, han puesto gran inte-
rés por este campo. Los efectos letales de la UV-C
y su efectividad en la desinfeccién son bien cono-
cidos, sin embargo en el campo de los alimentos
se esta investigando (Lopez-Malo y Palou, 2005).
El tratamiento para jugos de frutas con UV-C es
una alternativa interesante de conservacion por-
que que genera una reduccién microbiana impor-
tante sin ninglin cambio significativo en la calidad
del producto (Lépez-Malo & Palou, 2005). No exis-
ten restricciones legales para su aplicacién por
lo que constituye una excelente alternativa para
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extender la vida util de los alimentos. Presenta la
ventaja que no se forman productos quimicos t6-
xicos, ni promueve la formacion de subproductos
mutagénicos y carcinégenos y retiene sus propie-
dades nutricionales (La Cava y Sgroppo, 2015).

La eficacia de la inactivacion de la radiacion UV
depende del tipo de fluido a tratar y sus caracteris-
ticas. La capacidad de penetracion de la luz UV-C
es probablemente el factor mas importante. De
hecho el mayor inconveniente de la desinfeccién
con luz ultravioleta es su baja penetracion, ya que
para la inactivacion de microorganismos estos tie-
nen que ser directamente expuestos a la irradia-
cion (Gutiérrez, 2010). Por lo que suspensiones
de microorganismos muy densas y las altas con-
centraciones de solutos reducen la penetracion de
los UV y su efecto germicida (Lopez, 2003). Ade-
mas, la presencia de sustancias sélidas, como el
polvo o la fibra, protegen a los microorganismos
de la inactivacion.

Las tecnologias no térmicas, incluyendo la luz
UV-C, presentan como criterio cientifico para la
pasteurizacion de zumos, cinco reducciones loga-
ritmicas de la carga microbiana patégena (Lopez-
Diaz et al, 2012). Mas de cinco reducciones lo-
garitmicas de E. coli como un microorganismo de
referencia se informd para jugo manzana tratado
con UV-C (Franz et al, 2009; Keyser et al, 2008).
Ademas, tres reducciones logaritmicas de la flora
natural en jugo de naranja tratado con UV-C fue-
ron reportados por Keyser et al (2008) y Tran y
Farid (2004). Por otra parte, una tecnologia no
térmica debe ser asegurar la calidad microbiana
junto con la calidad nutricional y sensorial del jugo.
Aunque los efectos de la radiacion UV-C en algu-
nas de las propiedades fisico-quimicas de jugos
de frutas se han reportado, no existe un estudio
profundo sobre el efecto de la luz UV-C en jugo
de granada.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
la dosis de UV-C, en las caracteristicas fisicoqui-
micas, contenido de antocianinas, actividad antio-
xidante y recuento de mohos y levaduras en jugo
de granada.

MATERIALES Y METODO

PREPARACION DEL JUGO DE GRANADA

100 kg de frutos de granada, variedad Wonderful,
recolectados en madurez de cosecha, sin dafo
por picadura de insectos, color rojo uniforme y
peso promedio de 450 g, en buen estado, sin pre-
sencia de plagas, picadura de insectos o con al-
gun dafio fisico o microbioldgico, procedentes de
la provincia de Viru, departamento de La Libertad
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fueron lavadas y desinfectadas con una solucién de agua clorada de 100 ppm, acondiciona-
dos en forma manual, empleando un cuchillo de acero inoxidable, con la finalidad de retirar la
cascara y obtener los arilos, a partir de los cuales se obtuvo el jugo con el uso de un extractor.
Posteriormente el jugo de granada (JG) fue filtrado con el uso de una malla de acero inoxida-
ble de 0.5 mm de abertura.

ANALISIS FiSICOQUIMICO DEL JUGO DE GRANADA

Los sdlidos solubles totales (SST), pH y acidez titulable (AT) se determinaron antes y después
del tratamiento de irradiacion con UV-C. El contenido de soélidos solubles (°Brix) se midié a 20
°C usando un refractémetro digital (Atago PAL-1), el pH se determind utilizando un medidor de
pH de mesa (HANNA Instruments). La acidez titulable se determind de acuerdo con el método
de la AOAC (1990) y se expresd como peso de acido citrico en 100 mL (w/v).

TRATAMIENTO CON UV-C

Para la aplicacién de las dosis de UV-C se utilizé un purificador ultravioleta de 1 gl/min modelo
compacto (Figura 1), Pentek/Sterilight Modelo: PF10-SC1, el cual consiste en una camara
cilindrica de acero inoxidable en cuyo interior se encuentra un tubo de cuarzo que recorre la
camara, dentro del cual se encuentra colocada la lampara UV-C y por cuyo exterior circuld el
JG. El fluido fue impulsado al interior de la camara por una bomba desde el tanque de entrada
y fue recogido por un tubo de salida que acaba en un recipiente nuevo.

Carcasa de
acero inoxidable

Funda de cuarzo Salida
l’ | | I__ Lampara UV
: .-{\:”j:ntable
~ 1

Entrada

[ A
Tangue Bomba

Figura 1. Equipo UV-C para fluidos.

La luz UV fue irradiada por una lampara de baja presion, de vapor de mercurio (emisor) de
254 nm (Lampara Philips, modelo TUV-G30T8, 16 Watts). La lampara presenta una distancia
maxima de 2 cm al fluido que pasa por un tubo de cuarzo. La dosis UV fue determinada en
funcion a la energia entregada por volumen de liquido y expresada como kJ/L (Keyser et al,
2008), considerando un sistema de operacion por batch en donde el liquido es recirculado a
través del reactor (Ecuacion 1).

Donde:

D= Dosis (J/L), P= Potencia de la lampara (W), t= Tiempo de tratamiento
(s), V= Volumen de JG a tratar (L).

Los tiempos de tratamiento para las dosis establecidas fueron los siguien-
tes se calcularon a partir de la ecuacion 1.
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_ D *V _18kJ/L*2L

f .
P 16 W

=37.5min

D,*V 36kJ/L*21
P 16W

=T75min

»

El JG tratado fue envasado en botellas de vidrio esterilizadas y almacenado a 2 °C para
su posterior evaluacion.

CONTENIDO DE ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTALES

El contenido de antocianinas monoméricas totales se determiné utilizando el método del
pH-diferencial desarrollado por Giusti y Wrolstad y descrito por (Kuskoski et al, 2005) con
algunas modificaciones. 6 g de JG fue diluido con etanol al 80%, pH 2. Se utilizé dos sis-
temas tampon: acido clorhidrico/ cloruro de potasio de pH 1.0 (0.025 M) y acido acético/
acetato sédico de pH 4.5 (0.4 M). A 0.2 mL de una muestra diluida (para conseguir una
absorbancia en el rango de 0.100-1.200 a 510 nm) se anadi6é 1.8 mL de la correspon-
diente disolucion tampon y se midi6 la absorbancia frente a un blanco a 510 y 700 nm. Se
calculd la absorbancia final a partir de la ecuacion 2.

A= (A”:-. o A'.-'CI!} Hirm ) o (AFI:" nm A?m it );JH,F @)

PHy g
La concentracion de pigmentos monomeéricos en el extracto se expreso en cianidina-
3-glucosido (ecuacion 3).
A*PM *FD*100 (3

Antocianinas monoméricas (mg /100 g} =
&

Donde: A= Absorbancia; PM= peso molecular; FD= Factor de dilucién; €= absortividad molar.
La concentracion final de antocianinas (mg/100 g) se calcul6 en base al volumen de extracto

y peso de JG y se expreso en cianidina 3-glucésido (PM: 449.2 g/mol y €: 26900 L/mol.cm).

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante de determin6 con el método del DPPH. Este método, desarrollado
por Brand-Willams y mencionado por Kuskoski et al (2005), se basa en la reduccion de la
absorbancia medida a 515 nm del radical DPPH+ 100 uM por antioxidantes. Se afiadi6 0.1
mL de la muestra o patron, la mezcla se homogeniz6 cuidadosamente, y se mantuvo en la
oscuridad durante 30 minutos. Las medidas de absorbancia a 515 nm se realizaron antes de
afiadir la muestra (A0) y pasados los 30'. La concentracion de DPPHe en el medio de reaccion

se calculé como % inhibicidn (ecuacion 4).

Abs
% inhibicién = ["—] £100 (@)

bS oy

ANALISIS MICROBIOLOGICO

El recuento de mohos y levaduras se realizé por recuento en placa segun método FDA-BAM

Cap.18. Parte A, B, C (FDA, 2001).
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ESTUDIO DE ALMACENAMIENTO

JG irradiado (18 y 36 kJ/L) fue almacenado en condiciones de refrigeracion (2.0 £ 0.5 °C).
Se evalué pH, SS (sdlidos solubles) y AT (acidez titulable), contenido de antocianinas,
actividad antioxidante y recuento de mohos y levaduras cada 7 dias durante un periodo
de 14 dias.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis se realizaron por triplicado. Los resultados fueron expresados en pro-
medio indicando la desviacion estandar, con el fin de evaluar el grado de variabilidad de
los datos experimentales.

Para evaluar el efecto de la dosis UV-C en las caracteristicas fisicoquimicas, recuento
de mohos y levaduras y capacidad antioxidante de JG se aplicd un analisis de varianza
(ANVA) (0=0.05) (Montgomery, 2005). Los analisis estadisticos se realizaron empleando
el Software SPSS® version 20.

RESULTADOS Y DISCUSION

EFECTO DE LA IRRADIACION UV-C EN LAS
CARACTERISTICAS FiSICOQUIMICAS DE JG

Los valores de pH, AT y SS del JG sin irradiar e irradiado con luz UV-C y almacenado
durante 14 dias a 2 °C se presenta en la tabla 1. No se encontraron cambios significa-
tivos en estos valores después de la irradiacion con luz UV-C y durante los 14 dias de
almacenamiento (p< 0,05) en comparacion con la muestra no tratada. Estudios similares
han sido reportados en los que no se revelaron cambios significativos en el pH, sélidos
solubles y los valores de acidez en jugo de manzana (Caminiti et al 2012; Falguera et al,
2011; Noci et al, 2008; Walkling-Ribeiro et al, 2010); jugo de mango y pifia (Mukhopad-
hayay et al, 2011); jugo de uva (Lorenzini et al, 2010) y jugo de granada (Pala y Toklucu,
2011) después del tratamiento UV-C.

Tabla 1. Valores de pH, acidez titulable y sélidos
solubles de JG irradiado con luz UV-C y almacenado
durante 14 dias a 2 °C.

Tiempo
Dosis pH AT S5T
(Dias) KL (%) (°Brix)
1 18 3.3520.00° 1.30+0.04" 14.27+0.21°
36 3.37x002° 1.31+0.01° 14.47+0.15°
7 18 3.34=0.05" 1.31=0.01* 14.27=0.21"
36 3.36x0.20° 1.31£0.02" 14.60+0.01°
14 18 3.37+0.38" 1.32+0.02* 14.3320.21"
36 3.39+0.13° 1.30=0.05" 14,300,207

CONTENIDO DE ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTALES

El contenido de antocianinas en JG en funcion a la dosis de irradiacion y tiempo de alma-
cenamiento se presenta en la figura 2, observandose que el contenido total de antociani-
nas cambid significativamente (p < 0.05) después del tratamiento de con UV-C mostrando
una reduccion del 13.65 y 21.45% para las dosis de 18 y 36 kJ/L respectivamente. Sin
embargo, Pala y Toklucu (2011) informaron que no hubo cambios significativos en el con-
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tenido de antocianinas en JG sometido a tres dosis de irradiacion UV-C (12.47 J/MI; 37.41
J/mLy 62.35 J/mL) en un reactor UV (Gentra Stock Joint Company, Istanbul, Turkey) com-
puesto de un reflector de acero inoxidable, un tubo de teflon corrugado en espiral alrededor
de la manga de cuarzo y 9 lamparas germicidas de 28 W de salida. Esta diferencia pudo
deberse al tipo de reactor utilizado en esta investigacion, constituido soélo por una lampara
UV-C de 16 Watts, por lo que fue necesario mantener mayor tiempo de exposicion para
lograr el efecto deseado.

La exposicion a largo plazo de la luz UV-C puede causar la fotodegradacion de antocianinas
debido al efecto de decoloracion de pigmentos (Guerrero-Beltran, et al, 2009). Los fotones
de la luz UV a 254 nm son absorbidos por moléculas organicas y afectan enlaces conjuga-
dos incluyendo enlaces disulfuro y por tanto, puede reducir el contenido de antocianinas
(Koutchma y Parisi, 2004).
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Antoclaninas monoméricas (mg/100 g)

0 ¥ -
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Figura 2. Contenido de antocianinas en JG en funcién
a la dosis de irradiacion y tiempo de almacenamiento.

Adicionalmente, se observé una reduccion del contenido de antocianinas de 40.27 y 43.84%
en JG en los tratamientos sometidos a las dosis de 18 y 36 kJ/L respectivamente en el dia
14 de almacenamiento la temperatura de 2 °C. Del mismo modo, Pérez-Vicente et al (2004)
encontraron que la pérdida antocianina en JG almacenado durante dos meses fue alrededor
del 60% a 5 °C.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante se determiné por la captacion de radicales libres DPPH y fue expre-
sada como % de inhibicion (figura 3). La actividad antioxidante de JG fresco fue de 62.15%
y mostré una reduccion significativa (p>0.05) de su actividad antioxidante de 22.54% inme-
diatamente después de la aplicacion de una dosis UV-C de 36 kJ/. No se observo el mismo
efecto en las muestras tratadas con la dosis de 18 kJ/L.

Varios trabajos han sido publicados sobre el efecto de la luz UV-C en la actividad antioxidan-
te de otros jugos de frutas. Noci et al (2008), aplico la radiacién UV-C a jugo de manzana e
informo que su actividad antioxidante no se vio afectada por tratamiento con UV-C, mientras
que una disminucion significativa se observd en contenido de fenoles totales en compara-
cion con el jugo fresco. Caminiti et al (2012) trataron jugo de manzana a la luz UV-C (2.66 a
53.10 J/cm?) utilizando un reactor de pelicula UV-C y no encontraron cambios significativos
en el contenido de fenoles totales.
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Figura 3. Actividad antioxidante en JG
en funcioén a la dosis de irradiacion y tiempo de almacenamiento.

Pala y Toklucu (2011) evaluaron cambios en la actividad antioxidante y contenido de
fenoles totales en JG sometido a irradiacion UV-C y tratamiento térmico y reportaron
que estos tratamientos no afectaron la actividad antioxidante y contenido de fenoles
totales comparacioén con la muestra JG no tratado.

Al respecto, Alothman et al (2009) reportaron que el tratamiento UV-C puede aumentar
o disminuir la capacidad de extraccion de antioxidantes debido a algunas variables
usadas, como: dosis administrada, tiempo de exposicion, tipo de materia prima, por lo
que variables empleadas durante la irradiacion UV-C tienen que evaluarse adecuada-
mente para evitar impactos negativos en la calidad del zumo de fruta. Durante el al-
macenamiento se observo disminucion de la actividad antioxidante en 29.33 y 50.46%
para muestras irradiadas con dosis de UC-V de 18 y 36 kJ/L al dia 14.

ANALISIS MICROBIOLOGICO

Los cambios en el recuento microbiano (mohos y levaduras) en JG almacenado a
temperatura de refrigeracion (2 £ 1 °C) durante 2 semanas se muestran en la figura 4.
El JG recién extraido presentd un recuento de mohos y levaduras (10° ufc/mL) en el
limite permisible de MINSA (2008). Los tratamientos de irradiacion con dosis de UV-C
de 18 y 36 kJ/L redujeron significativamente (p<0.05) el conteo de mohos y levaduras
en 76.7% y 86.91% respectivamente. Después de 2 semanas de almacenamiento a 2
°C el conteo se incrementd a 3 x 102y 2.8 x 10? ufc/mL detectandose el menor conteo
microbiano con la dosis mas alta aplicada.

Sin embargo, la reduccion microbiana pudo haber sido afectada por el intenso color
rojo del JG, debido a su alto contenido de antocianinas (Pala y Toklucu, 2013). Del
mismo modo, Guerrero-Beltran et al (2009) aplicaron luz UV-C a jugos que contenian
antocianinas inoculados con Saccharomyces cerevisiae ATCC 10274 y reportaron una
reduccion logaritmica de 0.53 para el recuento de levadura en el jugo de uva con color
violeta profundo y reduccién de 2.51 para jugo de arandano con color rojo-marrén.
Ademas Keyser et al (2008) encontraron que la reduccion logaritmica de mohos y le-
vaduras en néctar de fresa sometido a dosis UV-C de 2.06 kJ/L fue de 2.45. Feng et al
(2013) irradiaron jugo de sandia con dosis de UV-C de 2.7, 9.4 y 37.5 kJ/L, reportando
reducciones logaritmicas significativas (p<0.05) en los recuentos de aerobios mesofi-
los, coliformes y mohos y levaduras con la dosis de 37.5 kJ/L y 9.4 kJ/L con reduccio-
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nes logaritmicas de 1.47, 0.99 y 1.29, 1.0 para aerobios mesdfilos viables y mohos y
levaduras respectivamente.

< 0{

E

=

-

2 1000 4

o

L)

e

3

- 800 -

-

=

-

® 600 4

5

£ b b b

@ 400 4

g m e 0 0

-

c 200

s 200 4 % /2

g /

o /
: A7 AV

Uv-C (KI/L) 18 36 18 36

Tiempo (dias) 0 7 14

Figura 4. Recuento microbiano (mohos y levaduras) en
JG irradiado con UV-C y almacenado a temperatura
de refrigeracion (2 * 1 ° C) durante 14 dias.

Se observo ligera reactivacion al dia 7 y 14, posiblemente debido a una fotorreacti-
vacion y a la resistencia de los microorganismos, determinada principalmente por su
capacidad para reparar el dafio ocasionado por el ADN (Lépez-Diaz et al, 2012).

CONCLUSION

En general, este estudio demostré que el procesamiento de UV-C puede asegurar la
inocuidad del JG y mantener sus atributos sensoriales y tener una vida util mas larga
bajo condiciones de refrigeracion en comparaciéon con el JG no tratado. Ademas, el
estudio indica que el contenido de antocianinas y actividad antioxidante del JG pu-
dieron ser desfavorablemente afectados por la exposicion excesiva de la luz UV-C.
De acuerdo con los resultados microbioldgicos, el uso de la irradiacion UV-C para la
desinfeccion del JG es una promesa para prolongar la vida util de jugo durante el al-
macenamiento refrigerado (2 ° C). Debido a esto, la optimizacion de la dosis de UV-C
es un factor esencial para garantizar la seguridad microbiana junto con caracteristicas
fisicoquimicas y nutricionales del JG fresco.
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