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Resumen
El tomate se consume principalmente como fruta fresca, y productos procesados

CcOmo jugo, pasta, salsa y puré de tomate. Dicho procesamiento incluye tratamientos
mecanicos, térmicos, y la adicién de diversos ingredientes que pueden inducir
algunos cambios o mejoras al producto. En afios recientes ha crecido el interés de
utilizar ingredientes funcionales para modulares atributos sensoriales, capacidad de
almacenamiento, o propiedades nutracéuticas. El objetivo de este trabajo fue
desarrollar un puré de tomate adicionado con microalga Haematococcus pluvialis
(4) g de microalga/kg de puré de tomate) y evaluar su efecto sobre las propiedades
funcionales, nutracéuticas y vida de anaquel del puré de tomate, durante un
almacenamiento de 0 hasta 190 dias a temperaturas de 25, 35 y 45°C. Para esto,
se caracterizd6 en términos de pH, grados brix, acidez titulable, contenido de
humedad, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. La incorporacion de
microalgas al puré de tomate no presenté un aumento de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante: en cuanto a sélidos solubles hubo un aumento, el pH
disminuyo, la acidez presentd un pequefio aumento y el contenido de humedad
presentdé una disminucion de hasta un 41% al pasar los 190 dias de
almacenamiento. La adicion de microalgas al puré de tomate tuvo un efecto en las
propiedades funcionales y nutracéuticas obteniendo un producto final de puré de
tomate por debajo del rendimiento promedio con una disminucién en el contenido
de humedad y de pH, hubo un aumento en los grados Brix y Acido citrico del puré
de tomate con y sin microalga. La capacidad antioxidante y compuestos fendlicos
no representaron un aumento en el producto final de puré de tomate como se
planteaba en un principio. Hubo un mayor incremento y disminucion de las variables

antes mencionadas en temperatura de 45°C y a los 190 dias de almacenamiento.

Palabras claves: Puré de tomate, Funcional, Nutracéuticos, Microalgas,

Haematococcus pluvialis, Astaxantina.



Abstract
Tomato is consumed mainly as fresh fruit, and products such as juice, paste, sauce
and tomato puree. Said processing includes mechanical and thermal treatments and
the addition of various ingredients that can induce some changes or improvements
to the product. Interest has arisen in using novel additional ingredients, with specific
functionality, in order to modulate the properties of processed tomato foods, such as
sensory characteristics, storage capacity, improved properties or nutraceuticals. The
objective of this work was to develop a tomato puree added with Haematococcus
pluvialis microalgae (4) g of microalgae/kg of tomato puree) and to evaluate its effect
on the functional, nutraceutical and shelf-life properties of tomato puree, during a
storage from 0 to 190 days at temperatures of 25, 35 and 45°C. Tomato puree was
characterized in terms of pH, Brix degrees, titratable acidity, moisture content,
phenolic compounds and antioxidant capacity. The incorporation of microalgae into
tomato puree did not present an increase in phenolic compounds and antioxidant
capacity: in terms of soluble solids there was an increase, the pH was found, the
acidity presented a small increase and the moisture content presented a decrease
of up to 41 % after 190 days of storage.The addition of microalgae to tomato puree
had an effect on the functional and nutraceutical properties, obtaining a final product
of tomato puree below the average yield with a decrease in moisture content and
pH, there was an increase in Brix degrees and Citric acid from tomato puree with
and without microalgae. The antioxidant capacity and phenolic compounds did not
represent an increase in the final product of tomato puree as originally proposed.
There was a greater increase and decrease of the aforementioned variables at

temperatures higher than 45°C and greater than 190 days of storage.

Key words: Tomato puree, Functional, Nutraceuticals, Microalgae, Haematococcus

pluvialis, Astaxanthin.
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l. Introduccion

1.1. Problematica
El puré de tomate es uno de los productos mas frecuentemente consumido, pero el

proceso industrial incluye tratamientos mecanicos, térmicos y adicion de
ingredientes que provocan cambios en las propiedades funcionales del puré de
tomate reduciendo asi la capacidad antioxidante del producto final. Por otro lado,
las tendencias actuales de alimentacion apuntan hacia el consumo de productos
con menor cantidad de aditivos artificiales y con ingredientes que representen un
beneficio a la salud. Por tanto, la incorporacién de Haematococcus pluvialis al puré
de tomate busca mejorar su capacidad antioxidante, vida util y color, otorgando

mejores beneficios al producto final.
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1.2. Justificacion
En investigaciones anteriores se ha demostrado que la adicion de Haematococcus

pluvialis a los alimentos mejora sus propiedades funcionales y nutraceuticas.
Asimismo, como parte de la planeacion agricola nacional (2017-2030) la SAGARPA
tiene como estrategia fomentar la industrializacion del tomate para maximizar el
desarrollo productivo nacional. Por lo tanto, en este trabajo se propone la adicion de
la microalgas Haematococcus pluvialis a puré de tomate con la finalidad ser una
alternativa al procesamiento del tomate y de mejorar las propiedades del puré, pues
la astaxantina contenida en la microalga es fuente natural de color rojo y potencial
antioxidante que podria ayudar a alargar la vida util del producto final. Ademas de

ser una alternativa que podrian suplir a los aditivos quimicos.
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1.3. Hipotesis y objetivos

1.3.1. Hipétesis
La incorporacion de microalgas Haematococcus pluvialis mejora las propiedades

fisicoquimicas y nutracéuticas, y alarga la vida atil del puré de tomate.

1.3.2. Objetivo general
Determinar el efecto de la incorporacién Haematococcus pluvialis en las
propiedades fisicoquimicas y nutraceuticas del puré de tomate.

1.3.3. Objetivos especificos

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de puré de tomate con y sin
incorporacion de Haematococcus pluvialis

e Caracterizar las propiedades nutracéuticas del puré de tomate con y sin la
incorporacion

e Determinar el efecto del almacenamiento del puré de tomate adicionado con
microalgas sobre las propiedades fisicoquimicas y nutraceduticas.

14



.  Marco tedrico y antecedentes

2.1 Tendencia en la alimentacién
En los ultimos afios han aumentado las preocupaciones de los consumidores con

respecto a cuestiones de salud y seguridad sobre el consumo de alimentos
procesados. La alimentaciéon y la nutricibn son acciones distinguibles, pero
estrechamente relacionadas a través de las cuales los humanos pueden mantener
su estado saludable ya que existen alimentos sin procesar o procesados que
pueden contener compuestos nutracéuticos con efectos positivos sobre la salud
humana (Piccolella et al., 2019); y los consumidores tienden a preferir aquellos que

los contienen (Siro et al., 2008).

Por lo tanto, la industria alimentaria se dirige a las demandas actuales de los
consumidores con el aumento continuo de productos alimenticios con nuevas
funcionalidades para la promocién de la salud (Bigliardi & Galati, 2013). Es asi que
tanto el desarrollo de nuevos productos como la modificacion de los ya existentes
estan enfocados a mejorar sus propiedades nutraceulticas, otorgandoles valor
agregado. Ultimamente existe una creciente demanda de los consumidores de
antioxidantes naturales sobre los sintéticos que se han asociado con efectos
toxicoldgicos o antinutricionales (Carballo et al., 2018). Se debe tener presente que
los alimentos desarrollados deben ser aceptados por los consumidores, sin
embargo, esto estd determinado, entre otros, por los problemas de salud, alergias
y la familiaridad de los consumidores con los ingredientes de los alimentos (Bigliardi
& Galati, 2013).

15



2.2. Los nutracéuticos en alimentos
Los nutracéuticos son ingredientes bioactivos, de origen natural, y extraibles de

diferentes fuentes de alimentos. Mientras que un alimento funcional es cualquier
alimento fresco o procesado que se afirma que tiene una propiedad que promueve
la salud y/o previene enfermedades mas alla de la funcidon nutricional basica de

suministrar nutrientes (Piccolella et al., 2019).

En el escenario de los nutracéuticos las sustancias antioxidantes naturales,
principalmente los compuestos fendlicos, se estan convirtiendo en actores
principales (Pacifico et al., 2019). Dentro de los compuestos fendlicos encontramos
los flavonoides, que son metabolitos secundarios presentes en muchas plantas, y
se ha probado clinicamente para prevenir enfermedades como problemas
cardiacos, diabetes, y problemas renales, por su potencial antioxidante (Guzman,
Biruete et al., 2009).

Los nutracéuticos se pueden clasificar por los nutrimentos o por los compuestos
guimicos que contienen, como es el caso de los antioxidantes (Guzman, Biruete et
al., 2009). Un antioxidante es cualquier sustancia que a baja concentracion retrasa
la oxidacion de proteinas, carbohidratos, lipidos y ADN (Sindhi et al., 2013), ademas
de prevenir las enfermedades cronicas relacionadas con el estrés oxidativo (Comert
& Gokmen, 2018).

En los sistemas alimentarios, el uso de antioxidantes nutricionales puede evitar el
retraso de la peroxidacion, lo que ayuda a mantener el sabor, la textura y color del
productos alimenticios durante el almacenamiento (Sindhi et al., 2013). Se utilizan
en la industria alimentaria adicionados a las grasas u otros productos para retrasar
los procesos de oxidacion, ya que previenen el comienzo de la rancidez oxidativa
(grasas) (Coronado H. et al., 2015).

Las sustancias antioxidantes se han clasificado en dos principales sistemas, el
sistema enzimatico y no enzimatico, el primero estd basado en un complejo
enzimatico de defensa que puede incluir la superoxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, a la tiorredoxina reductasa y al glutation reductasa. En el

sistema enzimatico los antioxidantes mas importantes son la vitamina C y E, los
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flavonoides, el mineral Selenio, pero también la vitamina D, K y la molécula 8-

caroteno (Tabla 1) (Pisoschi & Negulescu, 2012).

Tabla 1.Clasificacidon de antioxidantes

Antioxidantes enzimaticos Antioxidantes no enzimatico

Superoéxido dismutasa Vitamina C
Catalasa Vitamina E
Glutation peroxidasa Flavonoides
Acido Urico Mineral Se
Bilirrubina Vitamina K

Albumina El B-caroteno
Metalotioneinas Vitamina D

2.3. Tomate como fuente de nutracéuticos
El tomate (Solanum lycopersicum) representa una rica fuente de carotenoides como

B-caroteno, licopeno, acido félico, potasio, vitamina C, vitamina E, y compuestos
fendlicos (Diantom et al., 2017). En México, el cultivo del tomate es uno de los de
mayor incremento de productividad, destacando como el principal proveedor de
jitomate a nivel mundial (1786,5 miles de toneladas/afio). Sin embargo, como parte
de la planeacion agricola nacional (2017-2030) la SAGARPA tiene como estrategia
fomentar la industrializacién del tomate para maximizar el desarrollo productivo
nacional (SAGARPA, 2017).

2.3.1 Productos de tomate.
En todo el mundo, el tomate se consume principalmente como fruta fresca, y

también como diversos productos transformados como jugo, pasta, salsa y puré de
tomate (Diantom et al., 2017). El proceso de transformacion incluye tratamientos
mecanicos, térmicos y la adiciébn de diversos ingredientes que pueden inducir

algunos cambios o mejoras al producto (Yu et al., 2019).

La adicion de ingredientes va en pro de las tendencias actuales en lo referente al
desarrollo de nuevos productos alimenticios, que segun el IFT (Institute of Food
Technology, 2019) apuntan al surgimiento y uso de ingredientes alternativos, pues
los consumidores estan preocupados por aspectos de salud y seguridad en relacién

al consumo de alimentos procesados. Por esto, la industria alimentaria busca suplir
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las demandas actuales, disefiando productos alimenticios con nuevas
funcionalidades como presentar algun beneficio a la salud, pues es los que los
consumidores prefieren (Bigliardi & Galati, 2013).

A raiz de esto ha crecido el interés de utilizar ingredientes adicionales novedosos,
con funcionalidad especifica, con la finalidad de modular las propiedades de los
alimentos procesados de tomate, como atributos sensoriales, capacidad de

almacenamiento mejorada, o propiedades nutracéuticos (Diantom et al., 2017).

Es de esta manera como el valor nutracéutico de los productos derivados del tomate
puede incrementarse mediante la adicién de compuestos antioxidantes, obteniendo
un 'producto de tomate funcional’, (Gerardi et al., 2018), con la finalidad de mejorar
atributos sensoriales, capacidad de almacenamiento y/o propiedades nutracéuticas
(Diantom et al., 2017). En este sentido, autores han fortificado puré de tomate con
la adicion de subproductos de vinificacion, obteniendo un producto final con niveles
mas altos de fenoles y mayor capacidad antioxidante en comparacién con el control
(Lavelli et al., 2014).

De igual manera, Gerardi et al., (2018) desarrollaron un puré de tomate funcional
adicionado con antocianinas de diversas fuentes, este producto presentd un alto
nivel de aceptacion entre los consumidores, ademas de mayores niveles de
compuestos fendlicos, potencial antioxidante y capacidad antiinflamatoria en

relaciéon al control.

2.4. Las microalgas como ingredientes funcionales
Las microalgas son organismos multicelulares o unicelulares que se encuentran en

todos los ecosistemas acuaticos del planeta: mares, rios y lagos (Espinoza
Escalante, 2017). Son consideradas como ingredientes alternativos, reconocidas en
la industria de alimentos por su valor nutricional, siendo fuente de polisacaridos,
acidos grasos poliinsaturados, minerales, fibra dietaria, proteina y fitoquimicos
(carotenoides y otros antioxidantes) (Ju et al., 2012; Molino et al., 2018). Ademas
se ha reportado sus propiedades anticarcenogénicas, antioxidantes vy
antihipertensivas (Koyande et al., 2019). Todo esto ha ocasionado que su

produccion industrial se haya incrementado de manera notable en los Ultimos afios
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después de ser un cultivo subexplotado (Espinoza Escalante, 2017). Algunos
autores como Caporgno & Mathys (2018) han evaluado el potencial de las
microalgas y los compuestos derivados de estas para ser utilizados como nuevos
ingredientes con propiedades funcionales en productos lacteos, pastas, gomas,
dulces, bocadillos, fideos, cereales, vino o productos horneados como galletas, pan,
y otros. Aunque hasta el momento adn no se han reportado la adicion de microalgas

Haematococcus pluvialis a puré de tomate o parecidos.

2.4.1. Haematococcus pluvialis
Dentro de las especies de microalgas, Haematococcus pluvialis ha sido reconocida

como segura y autorizada como aditivo tanto para animales como para humanos
(Molino et al., 2018). Se caracteriza por ser un alga verde unicelular que acumula
grandes cantidades de astaxantina (carotenoide rojo) como estrategia para
enfrentar el estrés ambiental, ademas contiene B-caroteno, luteina y clorofila (Ota
et al., 2018). Debido a estas caracteristicas ha sido comercializada como fuente de
carotenoides, principalmente astaxantina que podria representar de 3.8-5.0% de su

peso seco dependiendo de las condiciones de cultivo (Wayama et al., 2013).

Haematococcus pluvialis es considerada la fuente principal de astaxantina para el
consumo humano (Kidd, 2011). La astaxantina (3,3'-dihidroxi-, B-caroteno-4,4'-
diona) es un carotenoide de xantofila roja que se encuentra naturalmente en
crustaceos, salmoénidos y algunos tipos de plumas de péjaros, levaduras (Phaffia
spp), y algas (Haematococcus pluvialis) (Ambati et al., 2014). En el mercado, este
carotenoide se ha vendido como nutracéutico en forma de cépsula (Sathasivam et
al., 2019) y es usado en la acuicultura como fuente de pigmentaciéon, asi como en
la industria alimenticia por su actividad antioxidante (Sathasivam et al., 2019). Un
ejemplo de su uso potencial como ingrediente funcional en alimentos procesados
es el de (Abdelmalek et al.,, 2016) demostraron un efecto antioxidante de la

astaxantina en filetes de pollo marinados durante el almacenamiento refrigerado.

En el caso especifico de Haematococcus pluvialis, se ha agregado a galletas
integrales de avena, trigo y cebada; incrementando el contenido de fenoles totales,

capacidad antioxidante y disminuyendo la respuesta glicémica durante la digestion
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in vitro (Hossain et al., 2017). Asimismo, se ha adicionado a emulsiones, aceite en
agua, mejorando la resistencia a la oxidacion, la estabilidad del color, las
caracteristicas reoldgicas y otorgando una amplia variedad de tonos atractivos,
siendo apropiados para agregar en este tipo de productos al mejorar las
propiedades sensoriales y funcionales (Gouveia, Luisa Raymundo et al., 2006).
Siendo afiadida la astaxantina como un polvo comercial de extraccion de
Haematococcus pluvialis (Carballo et al.,, 2018) Estas evidencias respaldan las

ventajas de la adicion de Haematococcus pluvialis, como ingrediente funcional.

2.5. Vida de anaquel de los alimentos
La vida de anaquel o vida util de un producto alimentacién se entiende como el

periodo de tiempo después de su produccion, en condiciones controladas de
almacenamiento, durante el cual el alimento se conserva 6ptimo para el consumidor,
manteniendo sus caracteristicas sensoriales y funcionales. Un factor importante que
influye en la vida util de los alimentos es el proceso al que es sometido, ya sea
pasteurizacion o esterilizacion, pues la vida de anaquel no menciona la seguridad
del producto como una posible causa de falla, el cual no debe estar relacionado con
una pérdida de la seguridad del alimento (Carrillo Inungaray & Reyes Munguia,
2014).

Por lo tanto, parte del procesamiento del alimento desarrollado incluye un proceso
de pasterizacion, con la finalidad de garantizar su inocuidad. La pasteurizacion
consiste en calentar los alimentos teniendo como propoésito destruir células
vegetales y esporas de microorganismos. Dependiendo de la temperatura y el
tiempo de calentamiento es posible causar un choque térmico y provocar la muerte
de estas. La pasteurizacion es un tratamiento con bajo nivel de calor el cual se

realiza a menos de 100°C (Encina-Zelada et al., 2013).

Entre los factores que mas afectan el desarrollo de los microorganismos en los
alimentos se encuentra la temperatura en que se almacenen, ya que los
microrganismos puedan crecer en ellos y descomponerlos; el pH, ya que los
microrganismos capaces de crecer en ambientes con diferente pH, razén por la que

pueden encontrar en un alimento condiciones favorables para su desarrollo y
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descomponerlo o usarlo como vehiculo para causar enfermedad en el consumidor.
Y por ultimo la actividad de agua, que se refiere a la cantidad de agua que esta
presente para reacciones que se llevan a cabo en un alimento (Catrrillo Inungaray &
Reyes Munguia, 2014).
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lIl.  Metodologia

3.1. Localizacion del experimento

El experimento se llevd a cabo en el laboratorio de la Facultad de Ingenieria en el
Campus Amealco de la Universidad Autbnoma de Querétaro, ubicado en Carretera
Amealco-Temascalcingo Km 1, Centro, 76850 Amealco de Bonfil Querétaro, Qro.

El almacenamiento y analisis de las muestras del puré de tomate se realizaron en
los laboratorios de vida de anaquel y de bioquimica molecular de la Facultad de
Quimica en la Universidad Autonoma de Querétaro, ubicado en Cerro de las

Campanas S/N, Centro Universitario, 76010 Santiago de Querétaro, Qro.

3.2. Material bioldgico
El cultivo de Haematococcus pluvialis se obtuvo de la empresa Prescribed For Life,

comercializada bajo la marca Astaxanthin Algae. Se recibio una bolsa de 113 gr de

cultivo que contiene 5% de astaxantina por kg de materia seca.

El tomate (Solanum lycopersicum var. El cid) se obtuvo de los invernaderos de la

Facultad de Ingenieria de la Universidad Autbnoma de Querétaro campus Amealco.

3.3. Disefio de experimento
3.3.1. Disefio experimental
Se tuvieron 3 tratamientos y un control, teniendo 78 muestras en total, 21 y 57

muestras del puré sin y con las microalgas, respectivamente. El tratamiento 1 (T1)
consistié en 19 repeticiones de puré de tomate las cuales fueron almacenadas a
25°C; (ECOCHEL), tratamiento 2 (T2) con 19 repeticiones de puré de tomate
almacenadas a 35°C; (MEMMERT) camara incubadora y el tratamiento 3 (T3) con
19 repeticiones de puré de tomate adicionadas con microalgas almacenadas en
camaras incubadoras; 45°C; (ECOCHEL) y el control de puré de tomate sin
microalgas con 21 muestras, almacenando 6 muestras en cada una de las tres
camaras de temperatura. Los muestreos del puré de tomate adicionado con
microalga se tomaron a los dias 0, 20, 40, 70, 100, 130 y 160 y para el control de

puré de tomate sin microalga, los muestreos fueron a los dias 0, 70 y 160, ya que
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son el control del inicio, intermedio y final del proceso de almacenamiento. El
método de muestreo fue en reversa, y las muestras se almacenaron a 4 ° C. El

disefio experimental fue completamente al azar.

3.3.2. Calculo de la dosis de microalga
El consumo recomendado de puré de tomate al dia es de 60g, mientras que la de

astaxantina es de 6 mg/dia y la dosis recomendada de antioxidantes para las
personas es de 70 mg/dia, segun Ambati et al. (2014). Considerando estos datos,
se calculdé que los requerimientos se alcanzan afiadiendo 4 g de microalga/ kg de
puré de tomate antes del proceso de evaporacion.

Figura 1: Microalga Haematococcus pluvialis

3.4. Preparacién de puré de tomate
3.4.1. Escaldado del tomate
Se hirvieron 10 litros de agua en una olla de acero inoxidable con capacidad de 18

litros (marca Casandra), hasta llegar a una temperatura de 95°C la cual fue medida
con un termémetro, posteriormente fueron vertidos los tomates a la olla durante 10s,
después retirarlos con un colador. Después se retir0 la piel y partieron con un

cuchillo de acero inoxidable por la mitad para ser retiradas las semillas del tomate.

3.5. Molienda del tomate
Se molio el tomate en una licuadora industrial con capacidad de 4 litros (Marca

INTERNATIONAL, E.U.A) hasta conseguir una mezcla homogénea. Se midieron los
° BRIX presentes en el puré de tomate inicial mediante un refractometro (HANNA
Instrument Inc. modelo HI 96801. EUA). El puré de tomate fue pesado en una
balanza granataria (marca OHAUS, Newark, modelo TJ2611).
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Figura 2: Medicion de Grados Brix

3.6. Evaporacion del puré de tomate
Se uso una parrilla de gas de tres quemadores. El puré de tomate se evaporo en

una olla de acero inoxidable con capacidad de 18 litros (marca CASANDRA) y una
olla de 8 litros, a una temperatura de 65°C hasta llegar a la mitad de volumen de
puré de tomate y alcanzar 11° BRIX, se afiadieron los 64 gr de la microalga al puré

de tomate de la olla de mayor capacidad a la mitad del proceso.

Figura 3: Evaporacion de puré de tomate

3.7. Empaque
Se vertieron 125 ml de puré en pouches transparentes (23 x 13 x 7 cm) de la marca

Lamitec de plastico, se sellaron en una empacadora (FOODSAVER, E.U.A, FM200-
000).

Figura 4: 1) Empaque de puré de tomate; 2) Bolsas de puré de tomate
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3.8.Esterilizacion
Las muestras de puré de tomate se esterilizaron en una autoclave (All American,

Modelo 25x) a una temperatura de 90 °C durante 25 minutos, esto para garantizar

la calidad microbiolégica e inocuidad del producto final del puré de tomate.

Figura 5: Esterilizacion de las bolsas de puré de
3.9. Almacenamiento del puré
Las muestras fueron almacenadas en un total de 190 dias y los muestreos fueron
de 0, 20, 40, 70, 100, 160 y 190dias, en tres cAmaras incubadoras de 25°C, 35° y
45°C.

Figura 6: A) Camaras incubadoras; B) Bolsas de puré de tomate almacenadas
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IV. Variables
Las variables a medir al producto final de puré de tomate adicionadas con y sin

Haematococcus pluvialis fueron: Grados Brix, pH, acidez titulable (TTA),
compuestos fenolicos totales (TPC), capacidad antioxidante por el método DPPH y

contenido de humedad.
Para la caracterizacion fisicoquimica del puré con y sin la microalga se determiné:

4.1. Grados brix
Los grados °Brix se midieron por medio de un refractometro digital (HANNA®), se

calibré el equipo tomando lectura de una gota de agua destilada antes de cada
muestra y posteriormente se tomd una gota con una jeringa para hacer la lectura de

las muestras de puré de tomate, tomandose tres lecturas de cada muestra.

4.2. pH
El pH se midié con un potenciometro (HORIBA®) tomandose tres lecturas de cada

muestra.

4.3. Acidez titulable
Para medir la acidez titulable se pesé 1 gr de cada muestra de puré de tomate y se

afadieron 10 ml de agua destilada, posteriormente se agregd un indicador
(fenolftaleina 1%), tres gotas por cada muestra, y se titul6 con NaOH al 0.1 N, se
registro el volumen de NaOH necesario para neutralizar el 4cido contenido en la
muestra que se titula. La neutralizacion se determiné por medio del cambio de color
a un tono rosado que se produce por la presencia del indicador &cido-base
empleado (Torres De Freitas et al., 2009). Los resultados de la acidez se expresaron

como porcentaje de 4cido citrico predominante en la muestra.

4.4. Contenido de humedad
Se registro el peso de una charola de aluminio y posteriormente se colocé en ella

aproximadamente 1 g de muestra. Posteriormente se llevd a peso constante por 6
h a 100 °C en un horno de circulacion de aire caliente (Thermo Fisher), y se paso a
un desecador para registrar el peso de la charola mas la muestra seca. El contenido
de humedad en la muestra se calculé con la siguiente formula expresada en

porcentaje:
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M1 = Peso de la charola (g)
M2 = Peso de la muestra humeda (g)

M3 = Peso de la charola con la muestra seca (Q)

M2-(M3-M1)

% de humedad= VD

*100%

4.5 Extraccién de compuestos fendlicos
Para la obtencién del extracto se emple6 la metodologia descrita por Lafarga et al.,

2019. Se pesaron 0.1 g de muestra y se agregaron 4 mL de una soluciéon de
metanol/agua (50:50) acidificada con HCI para obtener un pH final de 2, y se agit6
a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente se centrifugd por 10 min a 4000
g, Y se recupero el sobrenadante (extracto A). Al residuo (precipitado) se le agrego
nuevamente una mezcla de 4 mL de acetona/agua (70:30), y se agitd a temperatura
ambiente por 1 h, posteriormente se centrifugé por 10 min a 3000 g, y se recuperd
el sobrenadante (extracto B).

Se mezclaron ambos extractos A y B para realizar la determinacion de fenoles

totales y capacidad antioxidante.

4.6. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales
Para la determinacion de polifenoles totales se utilizé el método de Folin y Ciocalteu

(Singleton et al., 1998) adaptado a microplaca. Se tomaron 50 pL de cada uno de
los extractos obtenido en el punto 6.5 y posteriormente se adicioné 12.5 uL del
reactivo de Folin Ciocalteu 1N, se agitdé durante 5 min, y luego se agregd 62.5 L
de Na2CO3 al 5%. Se dejo6 reposar durante 30 min en la oscuridad y finalmente se
leyé la absorbancia a 765 nm en un lector para microplacas (Multiskan FC Thermo

Scientific).

La cuantificacion se realizO por interpolacion de los resultados en una curva
estandar de acido galico, y se expres6 como mg equivalentes de acido galico (AG)

por gramo de muestra seca (mg equivalentes AG/g de muestra).
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4.7. Determinacién de la capacidad antioxidante por el método DPPH*
La actividad antioxidante se cuantific6 mediante el método de eliminacién de

radicales (DPPH) siguiendo las metodologias descritas por Hidalgo et al., 2010. El
ensayo se realizé en microplaca; para esto se utilizaron 70 pL del extracto obtenido
en el punto 6.5 y se agregaron 200 pL del radical DPPH, previamente disuelto en
metanol y ajustado a una absorbancia entre 0,75y 0,78 a 515 nm. Para el blanco
se agregaron 70 uL de agua y 200 pL de metanol, y para el control se adicioné 70
pL de metanol y 200 uL del radical. Una solucion de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) con 0,2 mg/ml disuelta en metanol se empled
como antioxidante de referencia. Las muestras se incubaron por 6 min y
posteriormente se leyd la absorbancia a 515 nm en un lector para microplacas
(Multiskan FC Thermo Scientific).
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V. Resultados y Discusion

5.1. Rendimiento del puré de tomate
De acuerdo con (Fermoso A, 2016) de 1.5 toneladas de tomate a 1 tonelada de puré

de tomates el rendimiento promedio de elaboracion de puré de tomate, es decir
(66.66%). De un total de 20.50 kg de tomate se obtuvieron 9.75 kg de puré, el cual
representa un rendimiento del proceso de 47.56 %. El puré de tomate final alcanz6
11° Brix, este fue empacado en 78 bolsas de 125 gramos aproximadamente cada
una. Por tanto, el rendimiento de puré de tomate en este trabajo fue menor en un
19% comparado con el promedio, dado a las circunstancias de la elaboracion del
puré de tomate de manera artesanal a menor escala en comparacion con el

industrial.

5.2. Caracterizacion fisicoquimica
En la Tabla 2 se presentan los resultados promedios obtenidos de pH, % de acidez,

% de humedad, y grados Brix del puré de tomate con y sin la adicién de la microalga.

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de los purés elaborados

Variable Puré sin microalga Puré con microalga
pH 4.05 + 0.02 4.11 +0.02
Acidez?! 0.16 £ 0.01 0.22+0.01
% Humedad 86.48 + 0.01 86.82 + 0.00
° Brix 10.71 £ 1.63 10.97 £ 0.42

Los resultados representan la media + desviacion estandar. Determinaciones con

tres réplicas cada uno. ! % de acido citrico.

Los solidos totales, los sdlidos solubles, la acidez y el pH, son parametros
relacionados con la calidad final de los productos de tomate (Renquist et al., Reid,
2010). Pues influyen en la consistencia, el sabor, el pardeamiento no enzimatico, y
el crecimiento de los microorganismos en este tipo de productos (Maltini et al, 2003)
Dichas variables fisicoquimicas estan determinadas por las caracteristicas de los
tomates, pues se ha reportado que el tomate presenta valores de pH entre 4.15y

4.80 y un porcentaje de acidez entre 0.13 y 0.48 g acido citrico/100 g de peso fresco
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(Moracu et al., 2004). De manera general, la adicion de la microalga incrementa en
un 1.5; 375, 04 y 2.4% los valores de pH, acidez, humedad y ° Brix,

respectivamente siendo significativas estadisticamente.

5.3 Caracterizacion fisicoguimica durante el almacenamiento
5.3.1 pH
En lo que respecta a la evolucion del pH durante el almacenamiento del puré cony

sin microalga, como lo muestra la Figura 7, se observa una disminucién de pH a
medida que transcurre el tiempo de almacenamiento, este comportamiento se ve
igualmente afectado por la temperatura, siendo mayor el cambio de pH para el puré

almacenado a 45 °C y menor para el almacenado a 25 °C.

pH - 25 B pH
A 4.5+
4.5 - 35 - 25
-+ 35
4.0 - 45 4.0
- 45

pH
pH

3.59 3.54

3.0 2
N Y y q 9 > p . 2 3 3-0 AJ L] L LJ ¥ L] L] 1 T L]
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Dias de almacenamiento . .
Dias de almacenamiento

Figura 7: Evolucién de pH, en puré adicionado con microalgas y sin microalgas.
Letras distintas en la misma columna de almacenamiento indica diferencia
significativa (p<0.005). A) Muestras de puré de tomate adicionadas con microalgas.
B) Muestras de puré de tomate sin microalgas

5.3.2 Acidez titulable
De la misma manera, se evaluo el contenido de acidez en las muestras al inicio y al

final del almacenamiento (Tabla 3). Se puede observar un incremento al final del
almacenamiento del 12, 2, 30 y del 5, 14, y 34% de las muestras almacenadas a

25, 35 y 45°C para las muestras con y sin alga, respectivamente.
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Tabla 3. Contenido de acidez en las muestras de puré al inicio y al final del
almacenamiento.

Sin microalga Con microalga
;?nrggggrlg;r?ti 0 dias 190 dias 0 dias 190 dias
250C 0.16 £0.01 | 0-22*0:01" | 4514002 | 0.34+0.017
35°C 0.18+0.01 | 0.20+0.005* | 0.32+0.02 | 0.22+0.003*
45°C 0.16+0.01 1_2@?“-;7* 0.50 +0.09 J_r(?.gg’g*

Datos expresados como media + DE. El asterisco indica diferencia significativa.
Se ha reportado que la disminucién del pH y por lo tanto un incremento en los
valores de acidez durante el almacenamiento puede deberse a la hidrdlisis de las
sustancias pécticas que contribuyen al incremento de la concentracion de acidos
organicos como el fumarico, pues se puede formar a partir de la hidroélisis térmica
de estas (Kadakal et al., 2002).

5.3.3 Grados Brix
Se muestra el contenido de solidos solubles del puré de tomate adicionado con y

sin la microalga durante el almacenamiento (Figura 8), se observé un incremento
de los sélidos solubles a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento, este
comportamiento se ve igualmente afectado por la temperatura, siendo mayor el
incremento de solidos solubles para el puré almacenado a 45°C y menor para los
almacenados a 25°C. Al finalizar el tiempo de almacenamiento (190 dias) el puré
adicionado con microalgas, se presentd un incremento del 9.12, 28.09 y 66.81%
para las muestras almacenadas a 25, 35y 45 ° C, respectivamente, mientras que
para el puré sin microalgas tuvo un incremento de 0, 59.77 y 97.8 % para las
muestras almacenadas a 25, 35 y 45°C respectivamente. Este incremento puede
deberse a una disminucién en el contenido de humedad en el puré de tomate. El
resultado del incremento de los grados brix de las muestras almacenadas con
microalgas muestran que no hubo un incremento significativo en comparacion con

las muestras de puré sin microalgas.
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Figura 8: Grados Brix de las muestras de puré de tomate almacenadas 25, 35y
45°C respecto a los dias. Letras distintas en la misma columna de almacenamiento
indica diferencia significativa (p<0.005). A) Muestras de puré de tomate
adicionadas con microalgas. B) Muestras de puré de tomate sin microalgas.

5.3.4 . Contenido de Humedad
El contenido de humedad de los productos almacenados constituye uno de los

factores més importantes que afectan la estabilidad de la calidad de los alimentos.
Las diferencias entre la actividad de agua del alimento y la humedad relativa del
ambiente, ocasiona que los alimentos, en este caso el puré de tomate, pierda
humedad, hasta un 41%, pasados 190 dias almacenado a 45 °C de las muestras
adicionadas con microalgas (Figura 9). Debido a una transferencia de agua (vapor)
de la zona con mayor contenido de esta a la de menor, en este caso el ambiente
(Kilcast D, 2011). Esto ocasiona que la textura y consistencia del puré se vean

afectadas, esto por una evaluacion netamente observacional.
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Figura 9: Porcentaje de humedad de las muestras de puré de tomate almacenadas
25, 35 y 45°C respecto a los dias. Letras distintas en la misma columna de
almacenamiento indica diferencia significativa (p<0.005). A) Muestras de puré de
tomate adicionadas con microalgas. B) Muestras de puré de tomate sin microalgas.
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Las bolsas para el empaque del puré de tomate fueron de polietiieno de alta
densidad, y su funcién es proteger el contenido del entorno ambiental externo (agua,
vapor de agua, gases, olores, microorganismos, polvo, golpes, vibraciones y fuerzas
de compresion) (Villar, 2016). La velocidad de transmisién de vapor de agua es la
tasa a la cual la masa de vapor de agua atraviesa la unidad de superficie de un
material de envase dado, bajo condiciones especificas de temperatura y humedad
relativa. Este fendmeno es relevante sobre todo para aquellos alimentos que tienden
a perder o ganar humedad, puesto que pueden afectar las propiedades
organolépticas de los productos durante su almacenamiento (Hernandez-gutiérrez
et al., 2014). Por tanto, la transmisién de vapor influyé para que se viera afectada la
concentracion de humedad conforme pasoé el tiempo a mayor temperatura de 45°C.

5.3.5. Caracterizacidon nutraceutica
Como parte de la caracterizacion nutracéutica del puré de tomate de compuestos

fendlicos y la capacidad antioxidante por el método del radical DPPH.

Tabla 4. Caracterizacion nutraceutica de los purés elaborados.

Variable Puré sin microalga Puré con microalga
Compuestos fendlicosl 1.29+£0.12 1.19+£0.17
Capacidad antioxidante2 245.19 + 23.99 209.51 +10.58

Los resultados representan la media + desviacion estandar. Determinaciones con
tres réplicas cada uno. * mEq acido galico/g base seca, 2TEAC (umol/g).

En la Tabla 4, se presentan los resultados obtenidos para el contenido de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante del puré con y sin microalga. La
adicidn de la microalga no represent6 un incremento en los compuestos fendlicos ni
en la capacidad antioxidante de puré. Lo anterior puede deberse al tratamiento
térmico (pasteurizacion) al que fue sometido el puré durante el procesamiento
ocasiond una degradacion de estos. De igual manera se ha reportado que la
pasteurizacion no solo inactiva los sistemas enziméaticos y destruye los
microorganismos, sino que afecta los atributos organolépticos y sensoriales de los
productos (San Matrtin et al., 2002).
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Autores han evaluado el efecto de la incorporacion de la microalga en productos
alimenticios, por ejemplo (Hossain et al., 2017) evaluaron la adicién de H. pluvialis
en galletas en un 5, 10 y 15% y notaron un incremento del contenido de fenoles
totales y capacidad antioxidante por el método de DPPH dependiente de la
concentracion del alga, sin embargo en este trabajo no se notdé un efecto de
laadicion del alga en estos valores, esto puede deberse a que el puré contiene 0.4%

de H. pluvialis.

5.4 Caracterizacion nutraceutica durante el almacenamiento
En lo que respecta a la concentracion de compuestos fendlicos durante el

almacenamiento esta se presenta en la (Figura 10). Al finalizar el almacenamiento
se presentd un incremento en la concentracion de fenoles totales de 1.7, 2.6 y 8.1

veces, para 25, 35y 45 °C, respectivamente.
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Figura 10: Compuestos fendlicos de las muestras de puré de tomate almacenadas
25, 35 y 45°C respecto a los dias. Letras distintas en la misma columna de
almacenamiento indica diferencia significativa (p<0.005). A) Muestras de puré de
tomate adicionadas con microalgas. B) Muestras de puré de tomate sin microalgas.

Autores como (Lavelli et al., Giovanelli, 2003) observaron en productos de tomate
al finalizar el almacenamiento un incremento de los fenoles totales respecto a los
valores iniciales, este comportamiento puede estar relacionado con dos factores; la
formacion de grupos hidroxilos libres debido a la hidrolisis de los flavonoides
glucosidicos o a la liberacion de compuestos fendlicos por parte de la pared celular.
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Estos resultados observados en el contenido de fenoles totales, explicaria de igual
manera el comportamiento de la capacidad antioxidante durante el almacenamiento
(Figura 11). A los 190 dias de almacenamiento la capacidad antioxidante a 25 °C
disminuy6é un 6.5%, pero a 35 y 45 °C presentd un incrementdo 8.9 y 96.1%
respectivamente. Este incremento en la TEAC (capacidad antioxidante equivalente
a Trolox, traducido de inglés) puede deberse a que los grupos hidroxilos libres o los
compuestos fendlicos liberados tienen la capacidad de neutralizar radicales como
el DPPH por la capacidad que tienen de donar atomos de hidrégeno (Gutierrez et
al., 2015).
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Figura 11: Capacidad antioxidante de las muestras de puré de tomate
almacenadas 25, 35 y 45°C respecto a los dias. Letras distintas en la misma
columna de almacenamiento indica diferencia significativa (p<0.005). A) Muestras
de puré de tomate adicionadas con microalgas. B) Muestras de puré de tomate
sin microalgas.
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VI. Conclusion
La adicién de microalgas al puré de tomate tuvo un efecto en las propiedades

funcionales y nutracéuticas obteniendo un producto final de puré de tomate por
debajo del rendimiento promedio con una disminucion en el contenido de humedad
y de pH, hubo un aumento en los grados Brix y Acido citrico del puré de tomate con
y sin microalga. La capacidad antioxidante y compuestos fendlicos no representaron
un aumento en el producto final de puré de tomate como se planteaba en un

principio.

El almacenamiento de las muestras del puré de tomate a mayor temperatura
presentd cambios mas notorios en cuanto a las propiedades fisicoquimicas y
nutricionales en ambos tratamientos. Estos resultados sugieren que la adicion de
microalga al puré de tomate tiene la capacidad de afectar las propiedades
fisicoquimicas. Por tanto, lo anterior permite desechar la hipétesis planteada ya que
no hubo una mejora notable en cuanto a las propiedades funcionales y nutricionales

en el puré de tomate.
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ANEXO 1

Tabla 5. Muestreos de puré de tomate

Tiempo de Fecha de Puré con Puré sin
almacenamiento muestreo microalga microalga
Temperatura de 25°C 35°C 45°C 25°C 35°C 45°C
almacenamiento
0 14/11/2019 26 56 71 1 6 16

20 5/12/19 43,4554 29,36,37 78,75,67

40 25/12/19 4753,57 30,28,27 68,70,69

70 24/01/20 50,4451 24,31,34 72,60,77 5,12,13 4.8,19 14,18,21

100 23/02/20 425259 35,23,32 63,76,65

160 23/04/20 55,58,49 22,39,40 62,64,66

190 23/05/20 41,46,48 33,25,38 61,73,74 2,39 10,17,7 11,15,20

TOTAL DE MUESTRAS: 78
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