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RESUMEN

El consumo de bebidas funcionales contribuye a la mejora de la salud de las personas debido

a las múltiples propiedades nutricionales y beneficios que posee, sin embargo, la

funcionalidad de este tipo de productos puede verse afectada por los cambios que se generan

en los componentes esenciales durante el tiempo de almacenamiento, lo que conlleva a la

pérdida de su calidad nutricional y por ende su vida útil. El objetivo de la presente

investigación es determinar la estabilidad de los compuestos fenólicos en una bebida de flor

de jamaica y estevia, durante su almacenamiento.

El procedimiento parte de la utilización de cálices de jamaica secos y molidos en el cual se

aplicó el método de extracción asistida por ultrasonido (EAU) a 30 ºC por 30 minutos con la

finalidad de potenciar la extracción de sus compuestos bioactivos. La formulación de la

bebida comprende el uso de cáliz de jamaica de 2 g/100 mL de solución acuosa junto con 0,5

% de estevia comercial. Se evaluaron los cambios en la calidad química de la bebida

mediante el análisis de la concentración de antocianinas monoméricas totales por el método

de pH diferencial, el contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y la

capacidad antioxidante por la técnica 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazil (DPPH), todo esto con la

finalidad de poder evaluar la estabilidad de estos metabolitos de interés, paralelamente se

evaluaron pH y sólidos solubles (ºBrix) para presenciar posibles cambios. Las condiciones

para el estudio de estabilidad de la bebida de flor de jamaica y estevia, fueron a temperatura

ambiente por un tiempo de 35 días, en el cual las mediciones efectuadas tuvieron una

periodicidad de siete días. Todos los resultados obtenidos de la evaluación química fueron

tabulados y procesados mediante un análisis de varianza (ANOVA) y posterior a esto se

realizó una prueba de múltiples rangos LSD de Fisher con un nivel de confianza del 95 % y

de esta manera evaluar el nivel de significancia entre cada tiempo.
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Durante el almacenamiento de la bebida de flor de jamaica y estevia a temperatura ambiente

se pudo evidenciar un incremento paulatino tanto en el pH como en ºBrix. Caso contrario

ocurrió con los componentes bioactivos, en donde se observó una disminución de la

concentración de antocianinas (60,78 a 44,33 expresado en mg cianidina-3-glucósido/L), el

mismo efecto, pero no de manera drástica sucede con el contenido de fenoles totales (66,05 a

55,68 expresado en mg Equivalente Ácido Gálico/g de Extracto Seco). La capacidad de

secuestro de radicales libres se vio disminuida en el tiempo (101,16 a 98,22 %), lo cual es

lógico pensar que pudo deberse a la disminución de compuestos fenólicos dentro de los

cuales puede contarse las antocianinas.

Se puede concluir que el tiempo de almacenamiento incide en la estabilidad de las

antocianinas y de igual forma en los compuestos fenólicos totales de la bebida de jamaica, lo

cual afecta de manera significativa en la capacidad antioxidante de la bebida, este efecto se ve

marcado a partir de los 28 días de almacenamiento.

Palabras claves: bebida funcional, antocianinas, fenoles totales, capacidad antioxidante,

estabilidad en bebidas.
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ABSTRACT

The consumption of functional drinks contributes to the improvement of people's health due

to their multiple nutritional properties and benefits. However, the functionality of these

products can be affected due to the changes generated in the essential components during the

storage time, which leads to the loss of their nutritional quality and therefore their shelf life.

The objective of this study is to determine the stability of phenolic compounds in a drink

made from jamaica flower and stevia, during storage.

The procedure is based on the use of dry and ground jamaica calyxes in which the

ultrasound-assisted extraction method (UAE) was applied at 30 ºC for 30 minutes in order to

enhance the extraction of its bioactive compounds. The formulation of the beverage

comprises the use of jamaica calyx of 2 g/100 mL of aqueous solution and 0,5 % commercial

stevia. The changes in the chemical quality of the beverage were evaluated by analyzing the

concentration of total monomeric anthocyanins by the differential pH method, the content of

total phenols by the Folin-Ciocalteu method and the antioxidant capacity by the

2,2-Diphenyl-1-Picrilhidrazil (DPPH) technique, in order to evaluate the stability of these

metabolites of interest, in parallel, pH and soluble solids (ºBrix) were evaluated to witness

possible changes. The conditions for the study of stability of the drink from flower of jamaica

and stevia, were at room temperature during 35 days, in which the measurements made had a

periodicity of seven days.

The results obtained from the chemical evaluation were tabulated and processed using

ANOVA factorial. Then, a Fisher LSD multiple range test was performed with a confidence

level of 95% evaluating in this way the level of significance between each time.
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During the storage of the drink at room temperature, a gradual increase in both pH and ºBrix

could be evidenced. The opposite occurred with the bioactive components, where a decrease

in the concentration of anthocyanins (60.78 to 44.33 expressed in mg cyanidin-3-glucoside/L)

was observed. The same effect, but not drastically happens with the content of total phenols

(66.05 to 55.68 expressed in mg Equivalent Gallic Acid / g of Dry Extract). The ability to

capture free radicals decreased over time (101.16 to 98.22%), which shows it could be due to

the decrease in phenolic compounds in which anthocyanins can be counted.

The general conclusion is the storage time affects the stability of the anthocyanins and in the

same way in the total phenolic compounds of the roselle drink, which significantly affects the

antioxidant capacity of the drink, this effect is marked to from 28 days of storage.

Keywords: functional drink, anthocyanins, total phenols, antioxidant capacity, stability in

beverages.
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INTRODUCCIÓN

Las bebidas funcionales representan al grupo de alimentos que abarca un mercado grande a

nivel mundial y cada día va en crecimiento, ya que estos productos tienen la intención de

proveer algún tipo de función fisiológica específica y generar beneficios en la salud de las

personas (Buglass, 2015).

Dentro de las bebidas funcionales, las frutas y hortalizas representan la materia prima más

utilizada debido a los nutrientes esenciales que contienen.

La flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta herbácea altamente valorada por sus

propiedades medicinales, lo cual es respaldado por muchas investigaciones. Sus propiedades

han sido objeto de interés por parte de las industrias alimentarias, quienes cada día buscan

alternativas para el desarrollo de nuevos productos que estén direccionados al cumplimiento

de algunas funciones en la salud de las personas.

Los extractos de flor de jamaica presentan un gran contenido de compuestos bioactivos tales

como, fenoles, flavonoides y antocianinas, los cuales le otorgan la actividad antioxidante que

ejercen efectos biológicos y exhibe actividades contra la diabetes, el cáncer y otras

enfermedades metabólicas (Lin et al., 2011).

Cornejo & Párraga, (2021) han evidenciado mediante evaluaciones química que la bebida de

flor de jamaica presenta una gran actividad antioxidante, siendo el contenido fenólico uno de

los principales responsables de dicho atributo.

En este sentido, se puede mencionar que la presencia de compuestos bioactivos en las bebidas

contribuye a la calidad nutricional, lo que determina que la bebida sea de carácter funcional,

sin embargo, estos componentes pueden sufrir una degradación durante el almacenamiento,

afectando su estabilidad y cambios en la calidad química del producto.
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Existen diversos factores, tanto intrínsecos como extrínsecos que intervienen en la estabilidad

de los compuestos bioactivos. En un estudio de estabilidad de una bebida de berenjena,

Arrazola et al., (2014) concluyeron que la temperatura de almacenamiento es uno de los

factores principales que intervienen en la estabilidad de las antocianinas, de igual manera, la

pérdida del contenido fenólico tiene relación con la temperatura de almacenamiento,

acelerando la degradación oxidativa lo cual se ve reflejado en el descenso de la actividad

antioxidante (Camelo Méndez & Sotelo Díaz, 2012).

Resulta fundamental evaluar los cambios que se presentan en la bebida con referente a las

antocianinas, fenoles totales y capacidad antioxidante, a fin de determinar qué factor influye

en la disminución de la calidad química. Considerando lo que se ha mencionado con

anterioridad, el objetivo de esta investigación fue determinar la estabilidad de los compuestos

bioactivos y capacidad antioxidante presentes en una bebida de flor de jamaica con estevia,

durante su almacenamiento.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los extractos de flor de jamaica presentan un alto contenido de componentes bioactivos

actuando como antioxidantes en la salud de las personas, convirtiéndola en una materia prima

potencial para la producción de alimentos saludables como son las bebidas funcionales

(Peñarrieta et al., 2014). La presencia de antioxidantes en este tipo de bebidas retarda la

degradación oxidativa, sin embargo, con el pasar del tiempo las propiedades saludables de

esta bebida pueden verse afectada por la disminución de alguno de sus componentes.

Desde el enfoque de la conservación de las bebidas funcionales es muy usual la aplicación de

tratamientos térmicos que permitan extender la vida útil de este tipo de productos, pero en

cierto punto puede resultar desfavorable debido a que esto puede causar efectos adversos en

la estabilidad de sus componentes (Maciel et al., 2018). Por lo tanto, en la etapa final del

desarrollo de esta bebida es de vital importancia evaluar el contenido de sus componentes,

tales como sustancias bioactivas y su capacidad antioxidante (Flores-Aguilar &

Flores-Rivera, 2018).

Cornejo & Párraga, (2021) evaluaron la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles

totales en una bebida elaborada a partir de flor de jamaica, reportando un 50,45 μmol ET/100

g de extracto en cuanto a la capacidad antioxidante y para el caso de fenoles totales 671 mg

EAG/100 g de muestra.

Moreno, (2017) estudió la estabilidad de compuestos fenólicos en una bebida de flor de

jamaica durante su almacenamiento, reportó un contenido inicial de 214,48 mg EAG/100 g

de extracto y durante su almacenamiento se redujeron un 55,25 %.

Varios estudios han demostrado que existen diversos factores que van a influir en la

estabilidad de los compuestos bioactivos, entre los cuales están la temperatura, el pH,
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oxígeno, humedad, azúcares, presencia de ácidos, enzimas, entre otros (Galicia-Flores et al.,

2008).

El problema actual que encontramos en las bebidas funcionales es que se desconoce el

comportamiento que tienen los compuestos bioactivos que intervienen en la calidad del

producto y por ende su tiempo de vida útil. De modo que, el estudio de estabilidad de la

bebida de flor de jamaica es de suma importancia, ya que nos permitirá conocer como sus

compuestos bioactivos se comportan durante el almacenamiento.
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JUSTIFICACIÓN

El consumo de alimentos antioxidantes permite que en el cuerpo se interrumpan las

reacciones oxidativas que se generan en las células a causa de los radicales libres. Por lo cual,

su función es crucial en la reducción de enfermedades crónico degenerativas, que afectan la

calidad de vida de las personas (Vilaplana, 2007).

Conocedores del problema de estabilidad que afrontan los compuestos bioactivos en las

bebidas funcionales durante el tiempo de conservación, han demostrado mediante diversas

investigaciones que existe una disminución del contenido de antocianinas y fenoles totales

cuando el producto es expuesto a temperaturas no adecuadas y a otras condiciones que hacen

que estas bebidas sean fácilmente degradables mientras están en almacenamiento

(Santander-M. et al., 2017), por lo que esta investigación tiene como destino el estudio de la

estabilidad de los compuestos bioactivos y su aporte a esta problemática.

Esta investigación aportará conocimiento sobre el comportamiento de los compuestos

bioactivos y la capacidad antioxidante presente en la bebida durante su almacenamiento, por

lo tanto los beneficios que presenta los resultados de esta investigación, es que serán base

para futuros trabajos, debido a que se podrían aplicar métodos nuevos o más específicos que

permitan mantener de manera estable el contenido de compuestos bioactivos en bebidas

funcionales o establecer condiciones favorables de almacenamiento sin que su tiempo de vida

útil sea afectada.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la estabilidad de los compuestos fenólicos en una bebida de flor de jamaica y

estevia, durante su almacenamiento.

Objetivos específicos

● Evaluar los cambios de pH y sólidos solubles de la bebida de flor de jamaica con

inclusión de estevia durante su almacenamiento.

● Evaluar los cambios en la calidad nutricional (contenido de fenoles totales,

antocianinas y capacidad antioxidante) de la bebida de flor de jamaica con inclusión

de estevia.

15



CAPÍTULO I: MARCO TEÓRICO

1.1. Flor de Jamaica

Hibiscus sabdariffa L. llamada comúnmente acedera roja, jamaica o roselle es una hierba

perenne que integra la familia de las Malvaceae y cultivada ampliamente en muchos países

en desarrollo. Alrededor del mundo existen más de 300 especies distribuidas en regiones

tropicales y subtropicales (G. Riaz & Chopra, 2018).

La tradición de su cultivo se enfoca en la importancia que tiene su tallo, hojas, cáliz y semilla,

tanto para la industria alimentaria y farmacéutica (Islam et al., 2021). El cáliz de Hibiscus

sabdariffa L. presenta un elevado valor económico como cultivo alimenticio lo que le permite

ser comercializado por todo el mundo, siendo utilizado como ingrediente para tés, bebidas,

mermeladas, jaleas y otros alimentos (Alañón et al., 2020).

1.1.1. Composición nutricional

Independientemente de factores genéticos, ambientales o de cosecha, los cálices de jamaica

son fuente importante de proteínas, hidratos de carbono, fibra, grasa y cenizas, lo cual le

adjudican propiedades funcionales, nutracéuticas y farmacológicas (Hinojosa-Gómez et al.,

2018). Su uso como tópico es muy tradicional para contrarrestar enfermedades biliosas, tos,

malestar estomacal, cansancio físico, presión arterial, dolencias cardiacas, etc. (Richardson &

Arlotta, 2021).

1.1.2. Composición química

Se ha evidenciado que además de su valor nutricional, los cálices son ricos en vitaminas,

minerales y compuestos bioactivos; además contienen ácidos orgánicos, ácido málico, cítrico,

oxálico y tartárico (G. Riaz & Chopra, 2018). Se detectaron que presentan buena fuente de
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vitaminas, como vitamina A, riboflavina, ácido ascórbico y niacina (Richardson & Arlotta,

2021).

La presencia de varios metabolitos secundarios en los cálices de Hibiscus como los

flavonoides, ácidos fenólicos y antocianinas, lo hacen responsable de varias actividades

biológicas (El-Shiekh et al., 2020). Estos compuestos contribuyen en gran medida a generar

un potencial antioxidante, antimicrobiano, antihipertensivo, anticancerígenos,

antiinflamatorios y antidiabéticos de los extractos de Hibiscus sabdariffa (Prasetyoputri et al.,

2021).

1.2. Componentes bioactivos

Los compuestos bioactivos son sustancias químicas que están presentes en pequeñas

cantidades en los alimentos comúnmente de origen vegetal (Chalé et al., 2014). Al ser

ingeridas intervienen en las actividades celulares y fisiológicas del cuerpo humano, aportando

un beneficio a la salud, aún mayor que los denominados como nutrición básica (E. Martínez,

2015).

Los compuestos bioactivos, al igual que los ácidos orgánicos, poseen una actividad captadora

de radicales libres mediante su capacidad antioxidante, lo cual permite su neutralización y

reduce su efecto perjudicial (G. Riaz & Chopra, 2018). Estas sustancias también se

denominan fitoquímicos o fitonutrientes. En todo el reino vegetal se pueden diferenciar

cuatro grupos, como son las sustancias nitrogenadas, las terpénicas, las azufradas y las

fenólicas. En cada grupo se encuentran sustancias de diversas familias químicas

(Martínez-Navarrete et al., 2008).
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Los extractos de cálices de jamaica contienen compuestos bioactivos tales como flavonoides,

antocianinas, fitoesteroles, ácidos polifenólicos, fibra, vitaminas, minerales y otros

antioxidantes (Medina-Carrillo et al., 2013).

1.2.1. Compuestos fenólicos

Los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios distribuidos ampliamente en las

plantas, ejerciendo funciones importantes durante el crecimiento y reproducción de las

mismas, siendo gran protector contra patógenos y depredadores (Vuolo et al., 2019).

Su estructura se caracteriza por la presencia de un anillo aromático que contiene uno o más

grupos hidroxilo (Saranraj et al., 2019). La posición y el número de grupos hidroxilo en

ilación con el grupo funcional carboxilo interviene en la actividad de los compuestos

fenólicos (Vuolo et al., 2019).

Existe un amplio estudio de los compuestos fenólicos debido a su capacidad para neutralizar

el estrés oxidativo gracias al poder antioxidante que contiene, lo cual está conexo a sus

propiedades reductoras como agente donante de átomos de hidrógeno, electrones o cationes,

lo que asegura su potencial actividad como captador de radicales libres (Vuolo et al., 2019).

Esta capacidad de inactivar los radicales libres es comúnmente conocida como relación

estructura-actividad (Minatel et al., 2017).

Además de contribuir en el color y características sensoriales de verduras y frutas (Vuolo et

al., 2019), tienen una función importante al momento de reducir el riesgo de desarrollar

enfermedades (Minatel et al., 2017). Entre sus efectos beneficiosos comprenden propiedades

cardioprotectoras, neuroprotectoras, antiinflamatorios, antidiabéticos, antitumorales y

antienvejecimiento (Zhang et al., 2018).
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De acuerdo a su estructura química, los compuestos fenólicos pueden estar divididos en

distintos subgrupos, como los flavonoides, ácidos fenólicos, taninos, lignanos, estilbenos,

quinonas y curcuminoides (Gan et al., 2019).

Existen diversos factores que son responsables del contenido de compuestos fenólicos

presentes en vegetales, tales como las condiciones ambientales, cultivo, poscosecha,

procesamiento y almacenamiento (Saranraj et al., 2019).

1.2.1.1. Degradación de compuestos fenólicos

Por lo general las bebidas requieren de la pasteurización, sin embargo, este proceso tiene

efecto en la actividad de los compuestos fenólicos, cuando la temperatura y el tiempo de

exposición son elevados se generan procesos oxidativos lo que conlleva a una degradación

química del contenido fenólico (Morales, 2020).

1.2.2. Antocianinas

Son un grupo de compuestos fenólicos que se localizan en una extensa variedad de flores y

frutos (Jabeur et al., 2017), siendo los responsables de los colores amarillo, naranja, rojo,

magenta, violeta y azul (Martín et al., 2017).

Son glucósidos constituidos principalmente por una molécula de antocianidina, unido a esta

por un azúcar a través de un enlace β-glucosídico (Ortíz et al., 2011). En general las

antocianinas contienen una sola unidad de glucósido, aunque algunas antocianinas contienen

dos o más azúcares unidos en diversas posiciones (Martín et al., 2017).

El tipo de color y la intensidad con la que se presentan puede verse afectados por la cantidad

de grupos hidroxilo y metoxilo, por lo tanto, si hay una gran cantidad de grupos hidroxilo el
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color se torna más azulado y si hay una mayor cantidad de grupos metoxilo el enrojecimiento

es mayor (Ayash et al., 2020).

A pesar de la disparidad estructural que presentan las antocianinas son uno de los pigmentos

naturales de mayor importancia para el reemplazo de pigmentos sintéticos en la industria

alimentaria, farmacéutica y cosmética (Marquez-Rodriguez et al., 2021).

Una de las funciones de gran interés es su actividad antioxidante, aunque su potencial

depende de la estructura química (Martín et al., 2017), su efecto de incrementar numerosas

funciones biológicas después de la ingestión es de gran importancia en la salud de los seres

humanos (Majdoub et al., 2021).

Los cálices de Hibiscus sabdariffa L. presentan un gran contenido de antocianinas, siendo las

responsables del color rojo de esta planta (Jabeur et al., 2017). Contienen antocianinas tales

como cianidina-3-sambubiosido y delfinidina-3-sambubiosido como los principales

componentes y delfinidina-3-O-glucósido, cianidina-3,5-diglucósido y

cianidina-3-O-rutinósido como sustituyentes minoritarios (Lim, 2014).

Estudios muestran que la delfinidina-3-sambubiosido y cianidina-3-sambubiosido representan

el 85% de las antocianinas en extractos de jamaica (G. Riaz & Chopra, 2018), contribuyendo

a las actividades anticolesterol y antihipertensivas (Prasetyoputri et al., 2021).

1.2.2.1. Degradación de las antocianinas

Estudios han evidenciado que las antocianinas son susceptibles a degradarse, no solo en la

extracción, sino también en el proceso y durante el tiempo de almacenamiento (G. Riaz &

Chopra, 2018).
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Las antocianinas presentes en bebidas se degradan a medida que transcurre el tiempo de

almacenamiento (Zapata et al., 2016), esto puede deberse a una correlación entre el catión

flavilio y el agua, formando una pseudobase inestable a causa del incremento en la actividad

de agua (Sepúlveda & Zapata, 2019).

1.2.2.2. Factores que influyen en la degradación de las antocianinas

Las antocianinas son moléculas muy reactivas y sensibles a las reacciones de degradación,

por ende, su estabilidad depende de factores como el oxígeno, el pH, la temperatura,

presencia de enzimas y la luz; factores que llegan a afectar la estructura química de las

antocianinas y por consiguiente el color (Martín et al., 2017).

Oxígeno

La presencia de oxígeno juega un papel importante en la estabilidad de las antocianinas, ya

que puede acelerar su degradación mediante un proceso oxidativo directo o a través de la

acción de enzimas oxidantes (Patras et al., 2010).

pH

Las antocianinas son muy susceptibles a los cambios de pH en el medio en que se encuentran

(M. Riaz et al., 2016), siendo estables en ambientes ácidos e inestables en ambientes alcalinos

(Aşkın & Küçüköner, 2019).

Peanparkdee et al., (2020) en su trabajo sobre la estabilidad de antocianinas en extractos de

salvado de arroz, evidenciaron que existe un mayor contenido de antocianinas a valores de

pH ácido de 3 y 5 que a pH neutro y básico.
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Temperatura

El aumento de la temperatura reduce la estabilidad de las antocianinas durante el

procesamiento y almacenamiento (M. Riaz et al., 2016).

Flores-Aguilar & Flores-Rivera, (2018) en su estudio sobre la estabilidad de antocianinas en

una bebida de maíz morado concluyeron que las antocianinas tienden a degradarse en menor

proporción a temperatura de refrigeración que a temperatura ambiente.

Sinela et al., (2017) mencionan que la degradación de la delfinidina-3-O-sambubiosido tiende

a ser más sensible al aumento de la temperatura que la cianidina-3-O-sambubiosido en

extractos de Hibiscus sabdariffa durante su almacenamiento.

Enzimas

Una de las enzimas que comúnmente degradan a las antocianinas son las glucosidasas,

quienes se encargan de romper el enlace glucosídico y dando como resultado antocianinas

muy inestables (M. Riaz et al., 2016).

1.3. Capacidad antioxidante

La oxidación es una reacción química en la cual una sustancia transfiere electrones a un

agente oxidante. Esta reacción produce moléculas conocidas como radicales libres, lo cual

dañan a las células mediante reacciones en cadena. La culminación de estas reacciones se

debe a la presencia de antioxidantes, los cuales son moléculas capaces de prevenir o retardar

la oxidación de las células, eliminando los radicales libres (Hamid et al., 2010).

Los antioxidantes pueden ser agentes reductores tales como el ácido ascórbico, tioles o

polifenoles y su acción implica dos mecanismos (Hamid et al., 2010):
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- Primero se presenta una ruptura de la cadena en el cual los antioxidantes primarios

ceden electrones a los radicales libres que se encuentran en el medio.

- Segundo se da la eliminación del indicador RNS (especies reactivas de nitrógeno) y

ROS (especies reactivas de oxígeno) a través de eliminación del catalizador que inició

la cadena.

La presencia de antioxidantes en los alimentos es de suma importancia para su conservación

(Shi & Noguchi, 2001) y su utilización es muy amplia como ingredientes en suplementos

dietéticos lo cual permite prevenir enfermedades coronarias y el cáncer (Hamid et al., 2010).

Los compuestos fenólicos tales como los flavonoides son antioxidantes muy típicos (Shi &

Noguchi, 2001).

Los alimentos que contienen antioxidantes presentan una función muy particular conocida

como actividad antioxidante. Dicha función es la capacidad que tiene el alimento para

retardar o inhibir la degradación oxidativa de las moléculas producidas por los radicales

libres (Leos-Rivas et al., 2016).

Varios estudios han demostrado que la capacidad antioxidante de un alimento está

determinada por (Londoño, 2012):

- Reactividad química del antioxidante

- Capacidad que tiene el antioxidante para llegar al sitio de la reacción

- Estabilidad de los productos formados luego de la inhibición de los radicales libres.

Se ha evidenciado que los extractos de flor de jamaica presentan una considerable actividad

antioxidante (Cornejo & Párraga, 2021), siendo una de las especies más estudiadas por su

elevado contenido en antioxidantes como compuestos fenólicos, flavonoides, ácidos

polifenólicos y antocianinas (López et al., 2019).
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Medina-Carrillo et al., (2013) concluyeron que, la actividad antioxidante de los extractos de

cálices de jamaica tiene una principal relación con el contenido de antocianinas monoméricas

y en menor cantidad con los compuestos fenólicos. Por ende, a medida que aumenta el

contenido de antocianinas, aumenta la actividad antioxidante.

1.4. Análisis de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante

1.4.1. Determinación del contenido de antocianinas totales por el método de pH

diferencial

Este método se basa en la transformación reversible que experimentan los pigmentos de

antocianinas en su estructura debido al cambio de pH (Martínez-Cruz et al., 2011), logrando

ser observado mediante los espectros de absorbancia UV-Vis a una longitud de onda de 520

nm y 700 nm, utilizando soluciones tampón para lecturas a pH 1 y pH 4,5 (H. Martínez,

2015).

Al incrementar el pH a 4,5 se crea una condición en la cual las antocianinas no presentan

color y tienen una menor absorción de energía, mientras que al descender el pH a 1, los

pigmentos antociánicos muestran una coloración intensa. La diferencia de absorbancia

permite estimar el contenido de antocianinas presentes en la muestra (Teixeira et al., 2008).

1.4.2. Determinación del contenido de fenoles totales por el método de

Folin-Ciocalteu

El método de Folin-Ciocalteu es el más utilizado para la determinación del contenido

fenólico en productos naturales (L. Y. Chen et al., 2015). Se fundamenta en la capacidad que

tienen los compuestos fenólicos y polifenólicos para reaccionar con el reactivo de

Folin-Ciocalteu (Ramirez-Sanchez et al., 2010).
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Esta reacción de óxido/reducción se presenta en condiciones básicas, con el propósito de que

se origine un ion fenolato que reduce al reactivo y se crea un complejo de molibdeno

(Muñoz-Bernal et al., 2017), adquiriendo un color azul intenso cuya absorbancia puede ser

medida por espectrofotometría a una longitud de 765 nm y los resultados se expresan en

equivalente de ácido gálico (Leos-Rivas et al., 2016).

Una desventaja de este método es su falta de especificidad, por lo cual la medición puede ser

afectada por otras moléculas reductoras no fenólicas (Rover & Brown, 2013).

1.4.3. Determinación de la capacidad antioxidante por el método DPPH

La capacidad antioxidante de un alimento es determinada de manera cualitativa por el método

DPPH (Leos-Rivas et al., 2016). Este método fue propuesto originalmente para medir la

capacidad que tienen los compuestos actuando como captadores de radicales libres (Kedare &

Singh, 2011) y para cuantificar la actividad antioxidante de los alimentos, extractos de plantas

y bebidas, utilizando estándares antioxidantes como el ácido ascórbico, ácido gálico y Trolox

(de Menezes et al., 2021).

El DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) es un radical sintético comúnmente utilizado para el

estudio de actividad antioxidante de compuestos fenólicos (Nenadis & Tsimidou, 2010),

siendo este uno de los pocos radicales orgánicos estables y disponibles comercialmente

(Londoño, 2012). Este radical tiene un electrón de valencia no pareado en un átomo del

puente de nitrógeno (Vuolo et al., 2019), el cual se reduce al obtener un átomo de hidrógeno

de los antioxidantes, provocando la formación de la hidracina y un cambio de color de la

solución, pasando de violeta a amarillo pálido (X. Chen et al., 2020).
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La medición de la capacidad antioxidante se la realiza por espectrofotometría, en la cual se

sigue el decaimiento de la absorbancia a 517 nm y su actividad es expresada como

equivalente de Trolox (Vuolo et al., 2019).

Su simplicidad, el bajo costo, poca habilidad del operador y bajo requerimiento instrumental,

son parte de las ventajas que presenta este método (de Menezes et al., 2021), sin embargo, la

difícil interpretación de los resultados cuando el espectro de absorbancia de una sustancia se

junta con el radical, puede verse como una desventaja de este método (Londoño, 2012).

1.5. Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son aquellos que en su formulación contiene algún ingrediente

funcional que genera efectos beneficiosos y nutricionales (Kaur & Das, 2011), mejorando el

sistema inmune del consumidor y logrando así reducir el riesgo de contraer alguna

enfermedad (Fuentes-Berrio et al., 2015).

1.5.1. Bebidas funcionales

Se denominan bebidas funcionales a aquellas bebidas no alcohólicas las cuales han sido

fortificadas con uno o más ingredientes funcionales, cuyo propósito es mejorar las

condiciones generales del cuerpo (Wu et al., 2015). Estas bebidas contienen grandes

cantidades de compuestos bioactivos y con una alta actividad antioxidante, siendo

beneficioso en la prevención de enfermedades relacionadas al metabolismo

(Paladines-Santacruz et al., 2021).

En el grupo de los alimentos funcionales las bebidas representan la clase más activa, debido a

que representan un medio propicio para poder incorporar nutrientes esenciales y compuestos

bioactivos que permitan satisfacer la demanda de los consumidores (Istrati et al., 2018).

26



1.5.1.1. Bebidas antioxidantes

Los compuestos fenólicos son las principales clases de antioxidantes que se encuentran en las

bebidas siendo estos excelentes para estabilizar los radicales libres, previniendo

enfermedades patológicas como el cáncer y enfermedades cardiovasculares (Derkyi et al.,

2018).

La capacidad antioxidante presente en la bebida depende de la concentración de compuestos

bioactivos contenidos en la materia prima, además, del procesamiento empleado y las

condiciones de almacenamiento del producto (Silván et al., 2014).

27



CAPÍTULO II. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Ubicación del sitio experimental

El Estudio Experimental tuvo su realización en el laboratorio de investigación de Alimentos,

conjuntamente con el laboratorio de investigación de fitoquímica, ambos pertenecientes a la

Facultad de Ciencias Químicas y de la Salud, de la Universidad Técnica de Machala.

2.2. Materia prima

Los cálices frescos de flor de jamaica de la especie Hibiscus sabdariffa Linn se obtuvieron de

los cultivos del Sr. Carlos Oyola, dicho cultivo se encuentra ubicado en la comuna de San

José, de la parroquia Bellavista, del cantón Santa Rosa, provincia de El Oro.

2.3. Preparación de materia prima

Los cálices frescos se sometieron a un proceso de lavado y desinfección con agua potable y

una solución desinfectante para frutas y hortalizas (STAR-BAC), se dejó escurrir el agua en

exceso para posteriormente realizar una separación de las semillas. Luego se procedió a secar

los cálices en una estufa (MEMMERT UF 55) con trampilla abierta al 100% y circulación de

aire forzado del 100%, este proceso fue realizado a una temperatura de 45 ± 2 ºC por tiempo

cercano de 48 horas. Una vez que los cálices fueron deshidratados se procedió a colocar en

un molino de cuchillas semi industrial y la harina que se obtuvo fue filtrada a través de un

tamiz de 425 micrones para luego ser envasado en bolsas de plástico y conservados a

temperatura ambiente.
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2.4. Extracción de compuestos bioactivos

Para extraer los compuestos bioactivos de los cálices de jamaica se aplicó el método de

Extracción Asistida por Ultrasonido (EAU), siendo el más efectivo según lo descrito por

Jaramillo & Valarezo, (2020), quienes establecen un parámetro de temperatura de 30 ºC y un

tiempo de 30 minutos. En un matraz Erlenmeyer se colocó 2 g de extracto seco por cada 100

mL de solución acuosa y se aforó a 500 ml utilizando agua como disolvente, para luego ser

llevado a baño ultrasónico (ULTRASONIC BATH 5,7L, Fisher Scientific). Posterior a esto se

filtró con ayuda de papel filtro.

2.5. Elaboración de la bebida

Para la elaboración de la bebida de flor de jamaica con inclusión de estevia se utilizó la

fórmula propuesta por Jaramillo & Valarezo, (2020), quienes establece la utilización de cáliz

de jamaica en una concentración de 2 g/100 mL y 0,5 % de estevia, como componentes

principales de la bebida. Cabe mencionar que esta formulación presentó una mayor

aceptación sensorial por parte de los jueces evaluadores. La metodología se muestra en el

diagrama de flujo presentado en la figura 1.

29



Figura 1.

Diagrama de flujo del proceso de elaboración de bebida de jamaica.

Nota. Adaptado del Diagrama de flujo del proceso de elaboración de la bebida, por
Jaramillo & Valarezo, (2020), Universidad Técnica de Machala.

2.6. Estudio de estabilidad

Para evaluar la estabilidad de los compuestos bioactivos (antocianinas y fenoles totales) y la

capacidad antioxidante, se requirió de un diseño eficiente que permita mantener el control del

número de mediciones indispensables. El tiempo estimado de evaluación fue de 35 días,

realizando evaluaciones periódicas cada semana, a la par de estos ensayos se plantea realizar

una caracterización fisicoquímica con la finalidad de identificar posibles cambios en el pH y

ºBrix del producto durante su almacenamiento.
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2.7. Control de pH y sólidos solubles durante el almacenamiento de la bebida

Se realizó la evaluación del pH y sólidos solubles a cada muestra en su estado acuoso. La

medición del pH en cada una de las muestras se efectuó mediante el método de

potenciometría y la determinación de sólidos solubles (ºBrix) por el método de ensayo NTE

INEN-ISO 2173. Cabe destacar que se efectuaron tres repeticiones por cada evaluación.

2.8. Evaluación de los compuestos bioactivos de la bebida

La evaluación de los compuestos bioactivos fue realizada a extractos secos. Para la obtención

del extracto, cada muestra se colocó en un balón de 500 ml y fue concentrado a 44 ºC en un

rotaevaporador (HEIDOLPH LABOROTA 4001), acoplado a un criostato (LAUDA ALPHA

RA-8) a -4,5 ºC y con una bomba de vacío (VACUUBRAND-PC600) a una presión de 39

mbar. Cada extracto concentrado fue trasvasado a cajas de Petri para posteriormente ser

secados en una estufa (MEMMERT UF 55) con trampilla abierta al 100% y circulación de

aire forzado del 100%. Luego de esto, los extractos fueron cubiertos con papel aluminio para

protegerlos de la luz y almacenados a temperatura de refrigeración para su posterior

evaluación. La evaluación de cada muestra se realizó por triplicado.

2.8.1. Determinación de antocianinas monoméricas totales

En la preparación de las muestras se procedió a utilizar vasos de precipitación de 50 mL, en

el cual se pesó 0,02 g de extracto seco de cada muestra y se diluyó completamente con agua

destilada para luego ser trasvasado a un balón volumétrico aforado a 10 mL.

El contenido de antocianinas totales se determinó por el método de pH diferencial descrito

por Giusti & Wrolstad, (2005). Se colocaron 0,4 mL de cada extracto diluido en tubos de

ensayo, con 1,6 mL de solución buffer de Cloruro de potasio (0,025 M a pH 1) y en otros
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tubos de ensayo 1,6 mL de solución buffer de Acetato de sodio (0,4 M a pH 4,5). Las

muestras se agitaron en un vortex, se taparon y se dejaron reposar por 15 minutos.

Finalmente, para medir la absorbancia se utilizó un espectrofotómetro

(SPECTROPHOTOMETER UV-Visible Thermo Scientific Evolution 201) y se realizó la

lectura a una longitud de onda de 700 y 510 nm, en la cual se utilizó agua destilada como

blanco.

La absorbancia de cada muestra fue calculada utilizando la Ec. (1) y la concentración del

pigmento de antocianina monomérica presente en cada muestra fue calculado en base a la

cianidina-3-glucósido, utilizando la Ec. (2).

(1)𝐴 = 𝐴
510

− 𝐴
700( )[ ]𝑝𝐻 1. 0 − 𝐴

510)
− 𝐴

700( )[ ]𝑝𝐻 4. 5

(2)𝐴𝑛𝑡𝑜𝑐𝑖𝑎𝑛𝑖𝑛𝑎𝑠 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑚é𝑟𝑖𝑐𝑎𝑠 (𝑚𝑔/𝐿) = (𝐴*𝑃𝑀*𝐹𝐷*1000)
(ε*1)

Donde:

A = Absorbancia calculada de la muestra

PM = Peso molecular de la cianidina-3-glucósido (449,2 g/mol)

FD = Factor de dilución (5)

1000 = Factor de conversión de molar a ppm (mg/L)

ε = Absortividad molar de la cianidina-3-glucósido (26900 L mol⁻¹cm⁻¹)

1 = Grosor de la celda (1 cm)
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2.8.2. Determinación de fenoles totales

En la preparación de las muestras se procedió a utilizar vasos de precipitación de 50 mL, en

el cual se pesó 0,07 g de extracto seco de cada muestra y se diluyó completamente con agua

destilada para luego ser trasvasado a un balón volumétrico aforado a 10 mL.

La determinación del contenido de fenoles totales se realizó por el método de Folin-Ciocalteu

siguiendo la metodología expuesta por Singleton et al., (1999) con ciertas modificaciones. En

tubos de ensayo se adicionaron 50 μL de muestra acuosa, junto con 2,5 mL de solución de

Folin-Ciocalteu al 10% (10 mL de reactivo diluido con 100 mL de agua destilada) y 450 μL

de agua destilada. Se procedió a agitar en un vortex (Analog Vortex Mixer) para luego dejarlo

en reposo por 5 minutos. Posteriormente, se le adicionaron 2 mL de solución de Na2CO3 al

7,5% (7,5 g de Na2CO3 disueltos en 100 mL de agua destilada) agitando nuevamente y

dejándolo en reposo por 2 horas.

La absorbancia de cada muestra se midió usando un espectrofotómetro

(SPECTROPHOTOMETER UV-Visible Thermo Scientific Evolution 201) a una longitud de

onda de 765 nm. Se realizó una curva de calibración utilizando concentraciones de: 0,1; 0,3;

0,5; 0,7; 0,9 mg/ml a partir de una disolución patrón de ácido gálico (10 mg/mL) con la

finalidad de cuantificar el contenido fenólico total.

El contenido de fenoles totales se expresa en mg EAG/g de ES y se calculó en base a la curva

de calibración aplicando un análisis de regresión simple, comprobando el comportamiento

lineal y en la cual se obtuvo la Ec. (3).

(3)𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 = 0, 0249667 + 1, 00367 * 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛(𝑚𝑔/𝑚𝐿)
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2.8.3. Determinación de capacidad antioxidante

En la preparación de las muestras se procedió a utilizar vasos de precipitación de 50 mL, en

el cual se pesó 0,07 g de extracto seco de cada muestra y se diluyó completamente con agua

destilada para luego ser trasvasado a un balón volumétrico aforado a 10 mL.

En la preparación de la disolución del DPPH a 0,1 mM se pesó 0,0024 g del reactivo y se

colocó en un balón volumétrico a 100 mL con etanol.

La capacidad antioxidante se determinó mediante el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

(DPPH) propuesto por Brand-Williams et al., (1995). Para el ensayo de cada una de las

muestras (A1) se tomó 100 μL de cada extracto diluido y se adiciono 3,9 de la disolución del

DPPH (0,1 mM), se agitó en un vortex (Analog Vortex Mixer) y se mantuvieron en oscuridad

a temperatura ambiente por 30 minutos.

Se preparó una solución correctora de color para cada una de las muestras (A2), en tubos de

ensayo se colocó 100 μL de muestra y 3,9 mL de etanol, se agitó y se almacenó en oscuridad.

Para el control del DPPH (Ao) se mezclaron 3,9 mL de DPPH y 100 μL de etanol.

La lectura de la absorbancia se realizó en un espectrofotómetro (SPECTROPHOTOMETER

UV-Visible Thermo Scientific Evolution 201) con una longitud de onda de 517 nm y como

blanco se utilizó etanol.

El porcentaje de captura del DPPH se calculó mediante la Ec. (4).

(4)% 𝐶𝑎𝑝𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝐷𝑃𝑃𝐻 = 1 −
𝐴

1
−𝐴

2

𝐴
0

( ) * 100
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Donde:

A1 = Absorbancia de la muestra + DPPH

A2 = Absorbancia de la muestra + metanol

Ao = Absorbancia de solución DPPH + metanol

2.9. Análisis estadístico

Los datos obtenidos en cuanto a la determinación de antocianinas monoméricas totales,

fenoles totales y capacidad antioxidante durante los 35 días de almacenamiento, fueron

procesados mediante un análisis de varianza (ANOVA) para identificar si los cambios que se

presentan en el tiempo de estudio son estadísticamente significativos, para lo cual el valor de

p<0,05 fue considerado como diferencia significativa. También se aplicó una prueba de

múltiples rangos (LSD) de Fisher con un nivel de confiabilidad del 95% para evaluar la

significancia entre cada tiempo. El programa empleado para el análisis estadístico fue el

STATGRAPHICS Centurion XVI.I.
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CAPÍTULO III: RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1. Control de pH y Sólidos solubles

Los resultados obtenidos en la evaluación de pH y sólidos solubles durante el

almacenamiento de la bebida de flor de jamaica con inclusión de estevia se muestran en la

Tabla 1.

Tabla 1.

Evaluación fisicoquímica de la bebida durante el almacenamiento.

Tiempo pH ºBrix

0 2,57 ± 0,04 1,70 ± 0,00

1 2,58 ± 0,01 1,77 ± 0,06

2 2,61 ± 0,02 1,87 ± 0,06

3 2,66 ± 0,04 1,93 ± 0,06

4 2,70 ± 0,02 1,90 ± 0,00

5 2,73 ± 0,01 1,90 ± 0,00

De acuerdo a los valores promedio que se obtuvieron se puede observar que existe un leve

incremento en el pH y los ºBrix de la bebida durante los 35 días de almacenamiento. Sin

embargo, estos valores aún se encuentran dentro del límite permitido por la NTE-INEN 2304,

(2017) para bebidas no carbonatadas.

En el tiempo 0 el pH tuvo un promedio de 2,57 ± 0,04, mientras que Cornejo & Párraga,

(2021) en su investigación de una bebida de flor de jamaica obtiene un valor menor de 2,39

de pH y de igual manera Paraíso et al., (2021) con un valor de pH de 2,39 ± 0,04. De acuerdo

a la variación presente en estos resultados se puede decir que el uso de estevia en la
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formulación de la bebida podría influir en el aumento de pH, no obstante, no se puede perder

de vista que existen factores medioambientales de la zona de cultivo, así como factores

endógenos de la especie que también pudiese influir.

En esta investigación el valor del pH de la bebida a temperatura ambiente pasó de 2,57 a

2,73. García, (2018) que en su tesis sobre la estabilidad de una bebida de jengibre-zarzamora

identificó una disminución del pH, partiendo de 4,09 y con el paso del tiempo manteniendo la

bebida a temperatura ambiente presentó un valor final de 3,4.

Basándose en estos resultados se puede ver que la variación del pH de una bebida durante su

almacenamiento se debe a factores como la composición del producto. Sin embargo, Aday et

al., (2013) en su trabajo acerca de extender la vida útil de las fresas, informaron que la

aplicación de tratamiento por ultrasonido aumenta el nivel de pH durante su almacenamiento.

Los ºBrix en la bebida en estudio mostraron un comportamiento similar a lo reportado por

Lele & Kadam, (2016) en su estudio del jugo de zanahoria y calabaza, mostrando un

incremento de los sólidos solubles. Según Raj et al., (2011) el aumento de los sólidos solubles

podría tener como causa la hidrólisis de polisacáridos y su posterior conversión en azúcares

simples. Además, el valor de los ºBrix dependerá de diversos factores tales como la relación

extracto:agua, la variedad y características de jamaica utilizada (Salinas-Moreno et al., 2012).

3.2. Determinación de antocianinas monoméricas totales

En la Tabla 2 se muestra el análisis de varianza (ANOVA) en cuanto a la concentración de

antocianinas monoméricas totales (mg equivalente a cianidina-3-glucósido/L) presentes en la

bebida de flor de jamaica durante su almacenamiento.
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Tabla 2.

Análisis de varianza de la concentración de antocianinas.

Fuente Suma de cuadrados G.l. Cuadrado medio F Sig.

Entre grupos 455,047 5 91,0094 86,93 0,0000
Intra grupos 10,4697 10 1,04697

Total 465,516 15

Como se puede observar existe una diferencia significativa (p<0,05) entre la media de la

concentración de antocianinas y los tiempos de estudio, teniendo en cuenta el nivel de

significancia del 95%. Los resultados de la prueba de múltiples rangos presentados en la

Tabla 3, muestran las medias correspondientes a cada tiempo de estudio y la homogeneidad

entre los grupos.

Tabla 3.

Prueba LSD de la concentración de antocianinas.

Tiempo
Media

Antocianinas
(mg cianidina-3-glucósido/L)

Grupos Homogéneos

0 60,78 X
1 54,48 X
2 54,19 X
3 54,48 X
4 49,54 X
5 44,33 X

Los resultados estadísticos obtenidos durante los 35 días de almacenamiento de la bebida de

flor de jamaica determinan que existe diferencia significativa entre la concentración de

antocianinas del tiempo 0 para el tiempo 1 disminuyendo aproximadamente en un 13%, para

el tiempo 2 y 3 se presentó una leve disminución lo cual no presenta una diferencia
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significativa y para el tiempo 4 y 5 se puede apreciar una disminución considerable lo cual

presenta una diferencia significativa con relación a los otros tiempos.

El contenido de antocianinas monoméricas en la bebida fresca, es decir estudiada al tiempo

cero fue de 60,78 mg cianidina-3-glucósido/L y después de cinco semanas hubo una

disminución del 27%, lo cual muestra cierta similitud con los resultados obtenidos por

Ruangsri et al., (2008) obteniendo una disminución de antocianinas monoméricas de hasta

un 73%, en su estudio sobre los cambios en las propiedades bioactivas del extracto de Roselle

en un tiempo de 90 días. Flores-Aguilar & Flores-Rivera, (2018) durante la evaluación de la

estabilidad de antocianinas en la bebida de maíz morado y uña de gato evidenciaron una

disminución del 29% respecto al contenido inicial, en un tiempo de estudio de 86 días.

Según lo expuesto por estos autores, la disminución de antocianinas monoméricas en

extractos de Hibiscus sabdariffa como de otras fuentes botánicas, presentan una tasa de

degradación más alta cuando el producto se encuentra almacenado a temperatura ambiente.

Esta acelerada degradación puede deberse a la pérdida de azúcar originada por la hidrólisis de

los enlaces glucosídico, quien tiene un efecto protector en las antocianinas (Laleh et al.,

2006).

Además, de la temperatura, el pH afecta de una manera significativa la estabilidad de las

antocianinas, cambiando su estructura a medida que cambia el pH del medio (Vidana et al.,

2021). Esta teoría fue demostrada por Laleh et al., (2006) que en su trabajo evidencian una

degradación de las antocianinas a causa del aumento de pH en el medio, debido a que las

sales del ion flavilio pierden el protón a valores de pH más altos transformándose en una base

quinoidal, la cual es un pigmento inestable que al unirse con el agua forman un compuesto

incoloro llamado cromenol. Tal como puede verse en la Tabla 1, el pH de la bebida tiende a
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incrementarse, lo cual, según diversos estudios podría ser uno de los causantes de la

degradación de los pigmentos antociánicos.

3.3. Determinación de fenoles totales

En la Tabla 4 se muestra el análisis de varianza (ANOVA) en cuanto a la concentración de

fenoles totales (mg EAG/g de ES) presentes en la bebida de flor de jamaica durante su

almacenamiento.

Tabla 4.

Análisis de varianza de la concentración de fenoles totales.

Fuente Suma de cuadrados G.l. Cuadrado medio F Sig.

Entre grupos 280,6 5 56,1201 24,07 0,000
Intra grupos 23,3119 10 2,33119

Total 303,912 15

Como se puede observar existe una diferencia significativa (p<0,05) entre la media del

contenido de fenoles totales y los tiempos de estudio, teniendo en cuenta el nivel de

significancia del 95%. Los resultados de la prueba de múltiples rangos presentes en la Tabla

5, muestran las medias correspondientes a cada tiempo de estudio.
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Tabla 5.

Prueba LSD de la concentración de fenoles.

Tiempo
Media

Fenoles totales
(mg EAG/g de ES)

Grupos Homogéneos

0 66,05 X
1 64,30 X
2 64,21 X
3 58,36 X
4 56,47 X
5 55,68 X

Los resultados de los análisis permiten observar que el comportamiento de fenoles totales

varía con el tiempo, presentando un descenso durante los 35 días de almacenamiento. Los

valores obtenidos en la prueba de múltiple rango señalan que, partiendo del tiempo 0 hasta el

tiempo 2 no existe diferencia significativa, debido a que el contenido de fenoles totales no

disminuye de manera notable. Para el tiempo 3 se observa una disminución considerable lo

cual no es constante hasta el tiempo 5, por tanto, no existe diferencia significativa entre los

últimos tres tiempos.

Al tiempo cero el contenido de fenoles totales en la bebida fue de 66,05 mg EAG/g de ES, lo

cual es un valor muy superior a lo reportado por Awe et al., (2013) quienes obtienen una

concentración que varía de 14-22 mg EAG/g de extracto.

Preciado, (2016) desarrolló una bebida funcional a base de extractos de jamaica y reporto un

contenido de compuestos fenólicos totales de 34,07 ± 0,71 expresado en mg EAG/ml de

muestra.

Los resultados anteriores permiten determinar que la variación en cuanto al contenido de

fenoles totales puede deberse a factores como, el tipo de cáliz utilizado y el procesamiento
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empleado en la bebida. No obstante, en un estudio realizado por Sáyago-Ayerdi et al., (2007)

mencionan que alrededor del 30% de los compuestos fenólicos encontrados en la bebida de

roselle están asociados con la fibra dietética soluble presente en la materia prima.

En cuanto a la estabilidad, a temperatura ambiente se observó que el contenido de fenoles

totales de la bebida presentó una reducción del 16% de su contenido inicial. Una disminución

mucho menor (6%) obtuvieron Coelho et al., (2020) para fenoles totales en té verde y negro.

En varios estudios sobre la estabilidad al almacenamiento de los compuestos fenólicos en

distintos tipos de bebidas, Sobottka et al., (2017) reportan una disminución del 28% en el

contenido de fenoles totales en batidos de frutas a los 45 días de almacenamiento a 25 ºC,

mientras que (Wojdyło et al., 2014) señalan que los niveles de fenoles totales en el jugo de

membrillo disminuyeron un 14% durante el 6 meses de almacenamiento a 4 ºC.

Por lo tanto, al analizar estos resultados podemos darnos cuenta que la temperatura juega un

papel clave en la degradación de los fenoles totales, lo cual puede generar impacto en las

características nutricionales y sensoriales del producto.

Pérez-Ramírez et al., (2015) en su estudio sobre el efecto de la estevia en la estabilidad de los

compuestos fenólicos, informa que este edulcorante aumenta la estabilidad del ácido gálico,

ácido rosmarínico, quercitina, entre otros compuestos fenólicos.

De acuerdo a esta información, incorporar estevia a la bebida de jamaica disminuye la tasa de

degradación de los compuestos fenólicos durante el almacenamiento, lo cual se evidencia con

la leve disminución de fenoles totales obtenidos en este estudio, siendo la concentración de

estevia una de las principales diferencias respecto a formulaciones evaluadas por otros

autores.
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3.4. Determinación de capacidad antioxidante

En la Tabla 6 se muestra el análisis de varianza (ANOVA) en cuanto a la capacidad

antioxidante (% de captura de DPPH) presente en la bebida de flor de jamaica durante su

almacenamiento.

Tabla 6.

Análisis de varianza de la capacidad antioxidante.

Fuente Suma de cuadrados G.l. Cuadrado medio F Sig.

Entre grupos 18,2689 5 3,65378 14,85 0,0001
Intra grupos 2,95253 12 0,246044

Total 21,2215 17

Como se puede observar existe una diferencia significativa (p<0,05) entre la media de la

capacidad antioxidante y los tiempos de estudio, teniendo en cuenta el nivel de significancia

del 95%. Los resultados de la prueba de múltiples rangos presentes en la Tabla 7, muestran

que medias correspondientes a cada tiempo de estudio presentan una diferencia significativa

entre sí.

Tabla 7.

Prueba LSD de la capacidad antioxidante.

Tiempo
Media

Capacidad antioxidante
(% de captura de DPPH)

Grupos Homogéneos

0 101,16 X
1 100,40 X
2 99,29 X
3 99,44 X
4 98,58 X X
5 98,22 X
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De acuerdo con el análisis estadístico de la actividad antioxidante presente en la bebida de

flor de jamaica se puede observar un leve descenso a medida que transcurría los 35 días de

almacenamiento a temperatura ambiente. Se indica que no existe diferencia significativa entre

el tiempo 0 y tiempo 1, no obstante, estos valores difieren con los valores obtenidos en el

tiempo 2, 3 y 4 los cuales no muestran diferencia significativa entre sí. En el tiempo 5 de

almacenamiento continúa el descenso de la capacidad antioxidante, no siendo tan notorio con

respecto al tiempo 4 pero sí mostrando diferencia significativa con los demás tiempos de

estudio.

Durante el almacenamiento a temperatura ambiente la capacidad antioxidante de la bebida de

jamaica presentó una disminución del 3%, por lo que Baeza et al., (2017) mencionan que esta

reducción de la capacidad antioxidante puede estar relacionada con la concentración de

compuestos fenólicos.

Mgaya-Kilima et al., (2015) evaluaron las propiedades antioxidantes de una bebida de

jamaica y mango, reportando que durante seis meses de almacenamiento a 28 ºC se presentó

una pérdida significativa de la capacidad antioxidante. Sin embargo, Sattar et al., (2020)

constataron una disminución del 2% de la capacidad antioxidante de una bebida de durazno

luego de 30 días de almacenamiento a temperatura de refrigeración.

Consecuentemente con estos resultados expuestos por diversos autores se puede mencionar

que la actividad antioxidante de una bebida disminuye de manera independiente a la

temperatura de almacenamiento. No obstante, existen otros factores tales como el tratamiento

térmico aplicado a las bebidas que intervienen en la capacidad antioxidante, siendo la

pasteurización causante de la disminución en la actividad antioxidante de algunas bebidas

(Tembo et al., 2017).
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CAPÍTULO IV: CONCLUSIONES

- El pH y los sólidos solubles de la bebida muestran una clara tendencia al aumento

durante el almacenamiento, en el caso de pH esto podría asociarse a la inclusión de

estevia en la formulación, la cual según algunos autores genera un aumento en la

concentración de iones de hidrógeno de la bebida. El incremento de sólidos solubles

se asocia a la formación de azúcares simples durante el tiempo de almacenamiento.

- En este estudio se evidenció que los compuestos fenólicos presentes en la bebida de

flor de jamaica disminuyen durante el almacenamiento a temperatura ambiente,

incluyendo dentro de este grupo de compuestos a los pigmentos antociánicos, lo cual

provocó una caída en la capacidad de secuestro de los radicales libres de la bebida.

- Se puede concluir que el tiempo y la temperatura de almacenamiento incide en la

estabilidad de las antocianinas y de los compuestos fenólicos totales de la bebida, lo

cual afecta la capacidad antioxidante de la bebida, este efecto se ve marcado a partir

de los 28 días de almacenamiento y podría deberse a diversos factores que afectan la

estabilidad de las antocianinas, siendo uno de ellos la actividad de agua del medio, la

cual lógicamente es muy alta en una bebida ya que más del 90% de una bebida es

agua, otro factor que pudiese influir sobre la estabilidad de estos metabolitos de

interés es el pH. Sean estos u otros factores los causantes de la disminución de estos

compuestos, la calidad de la bebida se ve afectada en el tiempo, con lo cual

disminuiría el tiempo de vida útil de la bebida si en ella se hiciesen alegaciones de

salud ante el ente regulador.
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CAPÍTULO V: RECOMENDACIONES

- Realizar un estudio de vida de anaquel con la finalidad de predecir la vida útil

considerando a la temperatura de almacenamiento un variable de estudio.

- Efectuar una evaluación sensorial durante el tiempo de almacenamiento que permita

determinar el tiempo en el que la bebida presentaría los primeros cambios en la

calidad organoléptica.

- Evaluar la calidad microbiológica de la bebida durante el almacenamiento, con el

propósito de determinar el tiempo en el que el producto dejaría de ser inocuo.
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