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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo la obtencion de una mezcla 6ptima a base
de maracuya (Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera), para lo cual se realizaron
analisis fisico-quimicos, nutricionales y la determinacion de compuestos bioactivos con
capacidad antioxidante, con el fin de desarrollar una bebida funcional beneficiosa para

los consumidores.

Para los andlisis se tomaron tres formulaciones a base de maracuya (P. edulis) y moringa
(M. oleifera), en concentraciones de 1:2, 1:5 y 1:8, para ellos se evaluaron los

componentes a nivel de laboratorio.

De acuerdo a los datos obtenidos la mezcla optima fue aquella de concentracion 1:8,
debido a que mediante el método del DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo), se indic6 que
esta mezcla obtuvo valores de IC, de 139,531 pug/mL, la concentracion 1:2 no demostro
resultados muy favorables en cuanto a los analisis fisico-quimicos y contenido proteico,
para el disefio estadistico se utilizaron las mezclas 1:5y 1:8 por lo cual se demostr6 que
ambas mezclas difieren significativamente (p<0,05) entre ellas, ademas se revelo la
existencia de saponinas, fenoles y taninos permitiendo asi relacionar aun mas el
compuesto en estudio con la actividad antioxidante. Mientras que el contenido proteico
fue favorecido para la misma concentracion (1:8), otorgando valores significativos de
4,575 mg/mL, esta formulacion contiene mayor extracto de moringa (Moringa oleifera)
que maracuya (Passiflora edulis), estos resultados son considerables debido a que las
concentraciones 1:2 y 1:5 presentaron un descenso en su contenido proteico, a menor

extracto de moringa menor concentracion de proteinas.

Los resultados de toda la investigacion han demostrado que se comprueba la hipotesis
planteada, debido a que al analizar los componentes por separado y en los tres tipos de
concentraciones, se ha obtenido una mezcla éptima con propiedades antioxidantes y un
alto valor proteico, que podran ser Utiles para investigaciones futuras como es el

desarrollo de la bebida funcional.

Palabras clave: Mezcla, DPPH, antioxidante, proteinas, bebida funcional.
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ABSTRACT

This research aims at obtaining an optimal mixture of passion fruit (Passiflora edulis) and
moringa (Moringa oleifera), for which physical-chemical, nutritional analysis and
determination of bioactive compounds with antioxidant capacity were made, with to the
develop a beneficial functional drink for consumers.

For three formulations based analysis passion fruit (P. edulis) and moringa (M. oleifera)
were taken in concentrations of 1: 2, 1: 5 and 1: 8, components for them were evaluated
at laboratory.

According to data from the optimal mix it was that of concentration 1: 8, as by the method
of DPPH (2-diphenyl-1-picryl hidrazilo), indicated that this mixture obtained values
IC_50 of 139.531 g / mL, the concentration 1: 2 did not show very favorable results in
terms of physical-chemical analysis and protein content, for statistical design blends 1
were used: 5 and 1: 8 which showed that both mixtures differ significantly (p < 0.05)
including also the existence of saponins, phenols and tannins revealed allowing further
relate test compound with antioxidant activity. While the protein content was favored for
the same concentration (1: 8), providing significant values of 4.575 mg / mL, the
formulation contains more extract of moringa (Moringa oleifera) that passion fruit
(Passiflora edulis), these results are considerable because concentrations 1: 2 and 1: 5
showed a decrease in the protein content, to extract less protein moringa lower
concentration.

The results of all the research have shown that the hypothesis is tested as to analyze the
components separately and in the three types of concentrations, has obtained an optimum
mix with antioxidant properties and a high-protein, which may be useful It is for future

research and development of functional beverage.

Keywords: Mixed, DPPH antioxidant proteins, functional beverage.
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INTRODUCCION

Los alimentos funcionales, definidos como aquellos que, ademés de satisfacer las
necesidades nutricionales basicas, proporcionan beneficios para la salud o reducen el
riesgo de sufrir enfermedades, estan irrumpiendo con fuerza en los mercados
internacionales, dado el interés de los consumidores por la relacion entre alimentacion y
la salud (Rojas, 2010).

Esta investigacion esta basada en resultados de analisis que se han efectuado para el
posible desarrollo de una bebida funcional bajo ciertas condiciones. Nuestra provincia de
El Oro se encuentra dotada de varios cultivos los cuales generan el comercio y la
productividad, pero existen muchos factores que delimitan la explotacion de algunos
productos como es: la falta de conocimiento, costos de inversion, el clima y la cultura.
Ademas de esto nuestra provincia carece de industrias que puedan desarrollarse en el
campo de la innovacion, para esta investigacion se utilizé la mezcla de dos productos que
no son originarios de la provincia pero se desarrollan con normalidad en nuestro suelo,

como es la maracuya (Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera).

En la actualidad, el consumo de bebidas ha sido de vital importancia, debido a que existe
una determinada poblacion quien exige a las industrias de los alimentos a crear productos
de fécil acceso aportando los nutrientes necesarios que requiere el organismo para sus
funciones. Es asi, que las entidades gubernamentales como la Secretaria de Educacién
Superior de nuestro pais esta apoyando en el campo de la ciencia y la innovacién, para
gue se generen este tipo de proyectos siempre y cuando se usen materias primas generadas

en nuestro pais que produzcan un cambio en la matriz productiva.

Este trabajo tiene como objetivo, evaluar la formulacion de una mezcla preliminar a la
obtencion de una bebida funcional a basa de extractos de maracuya (Passiflora edulis) y
moringa (Moringa oleifera), con el fin de aportar informacién de los factores criticos
para el futuro desarrollo de una bebida funcional que pueda ser beneficiosa para los

consumidores.

Para la interpretacion de los resultados y el disefio se utilizo el programa estadistico
“Statgraphics”, en el cual se concedieron las variables para los notables resultados de la

mezcla Optima entre maracuyéa (Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera).
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La obtencidon de los anélisis de las mezclas compuestas por maracuya (Passiflora edulis)
y moringa (Moringa oleifera) se realizd en la Universidad Técnica de Machala, en

laboratorios de la Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud.

Con estos antecedentes, como son los resultados si la investigacion tiene efecto en el
futuro, el principal beneficiario es el consumidor, debido a que ademas de alimentarse
podra nutrirse, protegiendo y manteniendo su salud; luego, el sector agricola (pequefios
y medianos productores), puesto que presentara un gran impacto econémico debido a que
los agricultores podrian explotar con mayor facilidad este tipo de cultivos de féacil

adaptacion.
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DEFINICION DEL PROBLEMA

El mercado de frutas como la maracuya que posee el pais, vive actualmente una crisis por
la falta de organizacion. Aunque existen algunas asociaciones de productores, estas no
han logrado producir y comercializar con resultados satisfactorios para los productores,
comercializadores y exportadores, en cuanto a la moringa existen muchos estudios sobre
sus propiedades nutricionales, sin embargo el tema del mercado es uno de los cuales posee
escasa informacién. Muchos paises en vias de desarrollo estan incrementando sus
producciones de moringa, uno de ellos Perd. Sin embargo, el consumo de la misma es un
tema que no esta desarrollado a nivel nacional debido a que no existe conocimiento del
producto y sus potencialidades. El uso de este tipo de plantas medicinales como la
moringa que mediante estudios realizados en la Planta piloto de Farmacia, Universidad
Técnica de Machala, se ha demostrado las diferentes propiedades funcionales como es el
caso de su capacidad antioxidante lo que hace que sea posible el disefio y la evaluacion

de una bebida con la mezcla de estos productos provenientes de nuestra region.

Segun Marcos (2008); con una sociedad formada por personas de edad avanzada y dada
la incidencia de la obesidad, enfermedades cardiovasculares y otras, como el cancer, se
presenta un sorprendente auge de la industria de los alimentos y sus principales causas

son.

Un publico que se preocupa mas por su salud y compra alimentos con valor nutricional

agregado.

Organizaciones publicas encargadas de legislar en materia de alimentos como la norma
NTE INEN 2587:2011, reconocen los beneficios de los alimentos funcionales a la salud

publica.

Los gobiernos acentan su atencién en estos productos, debido a que preven su potencial
econdémico como parte de las estrategias de prevencion de la salud publica (Alvidrez,
2002).
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JUSTIFICACION

Debido al inminente desarrollo de nuestro Pais, a sus constantes mejoras y el cambio que
requiere de matriz productiva en cuanto al uso de materias primas de nuestra localidad,
se han escogido dos tipos de productos de forma natural que se producen en nuestra
Provincia de El Oro, debido a que la poblacion en la actualidad exige alimentos que no
solo satisfagan sus necesidades de hambre, sino también sus necesidades fisioldgicas, es
decir que, ademas de alimentarse, nutran su organismo previniendo ciertas enfermedades
como es el cancer, que es una enfermedad que se asocia con los radicales libres y su
accion; paraello se analizaron las tres mezclas por medio de un analisis estadistico, siendo
estudiadas con el fin de que proporcionen a la industria de los alimentos y a la medicina

un gran avance, dando a conocer cuéles son sus componentes.

Ademas, es importante determinar el potencial antioxidante que presentan la maracuya
(Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera), dos componentes utilizados para las
mezclas; a su vez, conocer cudl de estas es la mas potente para investigaciones futuras

como es el desarrollo de la bebida funcional.
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OBJETIVOS

General:
Evaluar la formulacion de una mezcla preliminar a la obtencion de una bebida funcional

a base de extractos de maracuya (Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera).

Especificos:

1. ldentificar la caracterizacion proximal de las mezclas a base de extractos de
maracuya (Passiflora edulis) con moringa (Moringa oleifera).

2. Formular un producto a base de extractos de maracuya (Passiflora edulis) y
extracto de moringa (Moringa oleifera).

3. Caracterizar los parametros fisico-quimicas de las mezclas.

4. Determinar cualitativamente los compuestos bioactivos contenidos en las
mezclas de maracuya (Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera),
mediante tamizaje fitoquimico y cromatografia en capa fina.

5. Evaluar el contenido proteico de las mezclas de maracuya y moringa a
diferentes concentraciones por el método de Lowry.

6. Evaluar la capacidad antioxidante de la mezcla éptima de maracuya y
moringa, mediante el método del DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo).
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1. MARCO TEORICO

1.1. MARACUYA (Passiflora edulis)

En nuestro pais, la maracuya (Passiflora edulis) se encuentra en el litoral ecuatoriano,
destacandose las provincias de Los Rios con 18.553 ha (cantones Quevedo y Mocache).
Manabi con 4.310 ha (cantones sucre, parroquia San Isidro y San Vicente) y Esmeraldas
con 1.247 ha (Quinindé y La Concordia), con produccion de 247.973 toneladas y
productividad media de 8,6 t/ha (Iniap, 2009).

Se desarrolla bien en lugares con temperatura promedio de 21 — 24 °C; crece en climas
calidos, desde el nivel del mar hasta 1000 m de altitud. Como cultivo requiere minimo de
80 a 120 mm de precipitacion mensual; sin embargo, no soporta encharcamientos debido
a que sus raices son muy superficiales. Se adapta a carios tipos de suelo, pero desarrolla
mejor en los franco—arenosos o franco-arcillosos, permeables y ricos en materia organica,

con buen drenaje y aireacion (Iniap, 2009).

Como todo cultivo, enfrenta problemas tecnoldgicos, que reducen el margen de utilidad
de los productores, entre los cuales pueden manejar enfermedades y mal manejo de las
plantaciones; por lo tanto, es necesario mejorar la productividad del cultivo considerando
la importancia socio econémica para pequefios y medianos productores de la costa

ecuatoriana.

De acuerdo con el SINAGAP (Sistema de Informacion Nacional del Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca), existe con decrecimiento en cuanto a
exportacion de jugo de maracuya, es por esto que el producto que se obtiene es solo para

consumo nacional; como lo destaca el siguiente grafico:



Figura 1. Cifras provisionales afio 2005 - 2015

MARACUYA JUGO. COMERCIO EXTERIOR
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Fuente: Banco Central del Ecuador

Durante el periodo 2009-2013, en términos de exportaciones, Ecuador exportd en
promedio 17,7 miles de TM anuales de jugo o concentrado de maracuyd, equivalente a
$61,2 millones, mientras que a junio del 2014, se han exportado 8,8 miles de TM,

alcanzado los $45,5 millones, siendo este descenso producto de la alza de precios.
1.1.1. Caracteristicas del fruto Maracuya (Passiflora edulis)

Figura 2. Fruto Maracuya (Passiflora edulis)

Fuente: Léopez, 2015
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El fruto de maracuya presenta las siguientes caracteristicas (Hidalgo y Andino, 2011).

a) Forma: es redonda u ovoide, siendo la variedad amarilla las de mayor tamafio. El
grosor de la piel depende de la variedad. La cascara es lisa, dura y acolchada para
proteger a la pulpa y su forma es oval, con un extremo acabado en punta.

b) Tamafio y peso: tiene un diametro de 35 a 80 milimetros. EI maracuya amarillo es
mas largo que el morado y puede llegar a pesar hasta 100 gramos.

c) Color: su piel varia entre el amarillo o el morado y el naranja, en funcién de la
variedad. La capa interna es blanca y la cavidad contiene gran cantidad de pepitas
cubiertas de una carne anaranjada o amarilla y verdosa, muy sabrosa y aromatica.

d) Sabor: tiene un sabor agridulce muy refrescante, exotico, afrutado y con una leve

nota a albaricoque.

1.1.2. Usos

La maracuya es de un gran valor por su sabor particular intenso, por su aroma y su alta
acidez, constituyéndose en una base fuerte para bebidas industrializadas. La cascara y las
semillas también se emplean en la industria por los componentes que tienen. La cascara
es utilizada para preparar raciones alimenticias de ganado bovino, pues es rica en
aminoacidos, proteinas carbohidratos y pectina. La semilla contiene un 20 — 25% de
aceite, el cual es de mejor calidad que el de la semilla de algodon con relacion al valor

alimentacion y a la digestibilidad; ademas contiene un 10% de proteina (Centa, 2010).
1.1.3. Composicion macronutricional y micronutricional de la fruta y jugo

1.1.3.1 Macronutrimentos

La fruta del maracuya posee atributos refrescantes y un sabor dulce debido a su alto
contenido de agua y de carbohidratos, la pulpa contiene aproximadamente el 85-9% de
agua y el remanente son elementos que contribuyen al aroma, sabor y el contenido
energético. El jugo de maracuya variedad amarillo es una fuente significativa de energia
y una alta contribucion de proteinas de 3% y 4,5% del total de calorias (56 kcal)

respectivamente (Lopez, 2013).
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Tabla 1. Composicion aproximada de la pulpa de maracuya (Passiflora edulis). VValores
reportados en g/100 mL de porcién comestible.

Componentes Cantidad
Agua 85,9
Energia 56 kcal
Proteinas 1,5
Lipidos 0,5
Carbohidratos 114
Fibra 0,2
Cenizas 0,7

Fuente: USDA Nutrient Data Laboratory (2000)

Homnava y col., (1990), realizaron investigaciones de la composicion de la fruta fresca,
ellos reportan altos niveles de proteinas, grasas y cenizas, un alto porcentaje de agua
ademas muestra el nivel de proteinas en el jugo de variedad amarillo es de
aproximadamente 42% mas que el de la variedad parpura. El jugo de variedad amarillo

contiene una pequefia cantidad de fibra soluble total

La constitucion de los carbohidratos es la mejor fuente de kilocalorias y se muestra en la
Tabla 2, la glucosa y la fructuosa son los azlcares predominantes y la cantidad de

fructuosa es mas alta en la variedad purpura (Senter y col., 2006).

Tabla 2. Azlcares y acidos no volatiles presentes en el jugo de maracuya amarillo y

purpura. Valores reportados en mg/g jugo

Acido Acido
Fructuosa Glucosa Sacarosa
Fruto Malico Citrico
Maracuya,
) 145 19,8 91 0,9 6,6
amarilla
Maracuya,
] 16,2 20,1 8,1 1,3 3,4
purpura

Fuente: Senter y col., (2006)

24



1.1.3.2. Micronutrimentos

El jugo de maracuyé variedad amarillo contiene componentes que benefician a la salud,
los cuales pueden ser atribuidos a sus macronutrimentos: vitaminas, minerales y
fotoquimicos. Como otras frutas exdéticas el maracuya proporciona una significante fuente

de nutrimentos (Marcelo, 2009).

La maracuya proporciona una fuente significante de Vitamina C, puede ser considerada

como una fuente alternativa de antioxidantes.

Tabla 3. Composicién aproximada de micronutrientes por cada 100g de jugo de maracuya

variedad amarilla (Passiflora edulis)

Minerales Composicién
Calcio 4,0 mg
Magnesio 17,0 mg
Potasio 278,0 mg
Zinc 0,06 mg
Cobre 0,5mg
Selenio 0,10 mg
Vitaminas
Acido ascorbico 18,2 mg
Acido folico 8,0 mg
Vitamina A 241 UI*
Vitamina A 241 ng RE**
Vitamina E 0,05 pg a-TE***

Ul: Unidades Internacionales; pg RE: microgramos de retinol (1 mcg = 3,3 Ul); pg a-
TE: microgramos de alfa-tocoferol (1 mg a-TE = 1,5 Ul).

Fuente: Senter y col., (2006)
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1.2.  MORINGA (Moringa oleifera)

M. oleifera es la especie méas conocida del género Moringa. Es un arbol originario del sur
del Himalaya, el nor-este de la India, Bangladesh, Afganistan y Pakistan (Foidl y col.,
1999).

Garcia (2003), la conoce con el nombre comin marango, pertenece a la familia

Moringaceae y su hombre cientifico es Moringa oleifera Lam.

La Comision Técnica de Fitomed (2010), informa que se conoce ademas con otros
nombres comunes, como palo jeringa, ben, acacia y jazmin francés. Es un arbol de hasta
9 m de altura. Las hojas son compuestas y estan dispuestas en grupos de foliolos, con
cinco pares de éstos acomodados sobre el peciolo principal y un foliolo en la parte

terminal. Las hojas son alternas tripinnadas, con una longitud de 30-70 cm.

1.2.1. Propagacion, suelo y clima.

Segun Reyes (2006), la moringa es resistente a la sequia y tolera una precipitacion anual
de 500 a 1 500 mm. Ademas crece en un rango de pH de suelo entre 4,5 y 8, excepto en
arcillas pesadas, y prefiere suelos neutros o ligeramente acidos. Por otra parte, Croess y
Villalobos (2008), sefialan que Moringa es un género de plantas con numerosas especies

distribuidas en zonas aridas y semiaridas de la India, Pakistan y el sur de Himalaya.

A su vez, Garcia (2003), explica que en Centroamérica se encuentra en zonas con
temperaturas de 6 a 38 °C. Es resistente al frio por corto tiempo, pero no menos de 2 a 3
°C. En las temperaturas menores de 14 °C no florece y solamente se puede reproducir
vegetativamente (por estacas). Se localiza desde el nivel del mar hasta 1 800 msnm.

Es una especie adaptada a una gran variedad de suelos. Falasca y Bernabé (2008),
plantearon que en su habitat natural las temperaturas medias anuales presentan grandes
fluctuaciones. Durante los meses mas frios soporta entre -1 °C y 3 °C; mientras que en los
meses mas calidos de 38 °C a 48 °C. En sentido general se puede decir que es una especie
de gran plasticidad ecoldgica, debido a que se encuentra localizada en diferentes

condiciones de suelo, precipitacion y temperatura.
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1.2.2. Caracteristicas

La figura 3, muestra cultivos de moringa que pertenecen a la empresa ECUAMORINGA,
encargados de la investigacion, desarrollo, e implementacion de cultivos de alta densidad

y bosques de moringa en ecuador.

Figura 3. Cultivos de Moringa (Moringa oleifera)

Fuente: Ecuamoringa

Se trata de un arbol perenne pero poco longevo, que a lo sumo puede vivir 20 afios, aunque
se han obtenido variedades en la India que son anuales. Es una especie de muy rapido
crecimiento. Aporta una elevada cantidad de nutrientes al suelo, ademas de protegerlo de
factores externos como la erosion, la desecacion y las altas temperaturas (Jyothi y col.,
1990; Morton, 1991).

1.2.3. Composicion quimica.

Garcia y col., (2006), evaluaron la composicion quimica de seis especies en el estado
Trujillo de Venezuela, entre las que se encontraba M. oleifera. El contenido de proteina
cruda en todas las plantas fue alto. Los niveles de P, Ca 'y Mg no presentaron variaciones
importantes entre las arbdreas y las maximas concentraciones de K y Na se observaron
en M. oleifera. Ademas esta especie, de forma individual, presenté uno de los mayores

contenidos de carbohidratos solubles y ceniza.
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1.2.4. Usos

Price (2000), lo recomienda para la produccion de aceites antibiéticos, hormona del
crecimiento, para contrarrestar la desnutricion de los nifios y como alimento humano en
general. Las hojas tiernas son comestibles y son cominmente cocinan y se comen como
las espinacas o utilizarse para hacer sopas y ensaladas. Son una fuente excepcional de
provitamina A, vitaminas B y C, minerales (en particular de hierro), y los aminoacidos
metionina y cistina que contiene azufre. La composicion de los aminoacidos en la proteina
de la hoja esté bien equilibrada, las vainas verdes son muy sabrosas y se pueden hervir y
comer como judias verdes. Las vainas son mejor para el consumo humano en la etapa en
la que se pueden romper facilmente sin dejar ningun tipo de condiciones visibles de fibra.

Estos son ricos en leucina libre (Price, 2000).

1.3.  ALIMENTO FUNCIONAL

Los alimentos funcionales (AF), son el mas reciente aporte cientifico en el campo de la
Ciencia Tecnologia de los Alimentos, y aun constituyen un tema muy discutido entre los

paises occidentales y orientales.

El comercio de los alimentos funcionales crece en paises como Estados Unidos, Japon y
Europa impulsandose su comercio en nuestro pais Ecuador no muy lejos de producir sus
propios alimentos funcionales, para esto se requiere de mucha integracion para uniformar
criterios y establecer una legislacion internacional que evite los fraudes y confusiones. En
los Estados Unidos los alimentos funcionales no estan reglamentados (Ros, 2000); sin
embargo esto no ha impedido que varias organizaciones de salud publica y comerciales
prepusieran definiciones para esta nueva area de las ciencias de la alimentacion y

nutricion.

La Accion Concertada de la Comision Europea sobre Ciencias de los Alimentos
Funcionales en Europa (Functional Food Science in Europe), describid los alimentos
funcionales de la siguiente manera; un alimento puede considerarse “funcional” si se
demuestra satisfactoriamente que, ademads de sus efectos nutritivos, afecta
beneficiosamente a una 0 mas funciones del organismo de modo que mejora el estado de

salud o bienestar, reduciendo el riesgo de enfermedad.
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Los procedimientos para obtener alimentos funcionales son diversos, este enfoque
innovador ha venido avalado por el desarrollo de investigacion bioquimica y bioldgica
béasica y del metabolismo en humanos; también ha contribuido los nuevos avances en las
tecnologias relacionadas, de manera que actualmente se conoce la estructura fisica y la

composicion quimica de los productos alimenticios (Palou y Serra, 2000).

Segun el grupo de trabajo del proyecto FUFOSE (Functional Food Science in Europe),
enuncia, ademas, una serie de caracteristicas adicionales que son compatibles con la
definicion: un alimento funcional siempre debe ser un alimento (se excluyen
explicitamente pildora o c&psulas), pero puede ser un alimento natural, o también puede
ser un alimento transformado tecnoldgicamente para retirar o modificar alguno de sus
componentes o afadir un nuevo elemento. Estas transformaciones no confieren
necesariamente el caracter de alimento funcional, sino que el efecto funcional debe

demostrarse expresamente en cada caso.

El término “funcional” no es probablemente el mas apropiado puesto que en todos l0s
componentes nutritivos subyace ya una funcion o funciones, y ahora la funcionalidad
simplemente se refiere a un efecto que va mas alla del valor nutritivo tradicional, debido
a que el objetivo primario de la ciencia de la alimentacion funcional son identificar las
interacciones beneficiosas entre un alimento concreto y una o mas funciones del
organismo Yy, ademas obtener evidencias sobre los mecanismos implicados en la
interaccion. Estos objetivos primarios de la nueva ciencia deben cubrirse con la
metodologia cientifica apropiada y de uso comun en las ciencias de la vida (Valenzuela 'y
col., 2008).

1.3.1. Desarrollo de un alimento funcional

El disefio y desarrollo de un alimento funcional es un reto cientifico que deberia basarse

en un esquema secuencial cronolégico, tal como el que se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Etapas en el disefio de un alimento funcional
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Fuente: Palou y Serra, 2000

El desarrollo de alimentos funcionales, constituye una oportunidad real de contribuir a la
mejora de la calidad de la dieta y a la seleccion de alimentos que pueden afectar

positivamente la salud y el bienestar del consumidor.

1.4.  CONOCIMIENTO BASICO DE LAS FUNCIONES ORGANICAS
AFECTADAS

1.4.1. Funcion en el mantenimiento de la salud

Segin Lahoz y col., (2000), para entender mejor la funcion fisiolégica de los
antioxidantes en el organismo es necesario recordar que el oxigeno acta como carburante
en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas; liberandose didxido de
carbono, agua, energia caldrica y diversos catabolitos; sin embargo el incremento de los
procesos metabolicos se acompafia de la produccién de radicales libres (Pineda y col.,
1999).

Al conocer los efectos negativos que provocan los radicales libres, podemos entender
mejor la funcién y efecto que tienen los antioxidantes en la salud, que como su hombre
lo indica, es evitar la oxidacién de sustancias que puedan provocar alteraciones

fisiolégicas, facilitar el uso fisioldgico del oxigeno por parte de las mitocondrias
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ayudando a reducir los efectos del estrés oxidativo y la falta de oxigeno (Kleiner, 1996);
formando complejos que mitigan las reacciones productoras de radicales libres y por
consiguiente desempefiando una funcién fundamental en la prevencion de las

enfermedades derivadas del estrés oxidativo (Zamora y col., 2007).

1.4.2. Funcion en el desarrollo de enfermedades

En determinadas circunstancias, la produccién de radicales libres puede aumentar en
forma descontrolada, situacién conocida con el nombre de estrés oxidativo. El concepto
expresa la existencia de un desequilibrio entre las velocidades de produccion y de
destruccion de las moléculas tdxicas que da lugar a un aumento en la concentracion

celular de los radicales libres (Desmarchelier y col., 1998).

Existen evidencias que sugieren la existencia de una relacion entre el estrés oxidativo y
el origen de numerosas enfermedades. Por ejemplo, las células fagociticas del sistema
inmune (neutrdfilos, monocitos, macrofagos y eosinéfilos) que defienden al organismo
contra la agresion de agentes extrafios, producen grandes cantidades de radicales libres
como parte del mecanismo que les permite destruir dichos agentes. Aunque esto
constituye una defensa esencial contra la infeccion, hay enfermedades tales como la
artritis reumatoidea que se produce por exceso de activacién fagocitaria y el consecuente

dafio a los tejidos (Desmarchelier, y col., 1998).

Se ha estudiado si la obesidad por si misma puede inducir un estrés oxidativo el cual seria
uno de los mecanismos por el cual se produce la desregulacion de las adipocitokinas en
el sindrome metabdlico; encontrando que en individuos sanos: 1- la acumulacion de grasa
se correlaciona con el estrés oxidativo, 2- los valores plasmaticos de adiponectina se
correlacionan en forma inversa con el estrés oxidativo, 3- el estrés oxidativo produce una
desregulacién de las adipocitokinas; lo cual puede generar resistencia a la insulina, alterar
la secrecidn de las células beta del pancreas y participar en los fendmenos vinculados con
el sindrome metabdlico como la diabetes y la hipertension (Furulcawa, y col., 2004).

En el caso del Sindrome de Fatiga Cronica se ha encontrado que el estrés oxidativo y mas
especificamente la peroxidacion lipidica contribuyen a esta enfermedad y a algunos de

sus sintomas, demostrandose que los pacientes presentan concentraciones
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significativamente aumentadas de F2- isoprostanos junto con otros marcadores claves del

estrés oxidativo (Kennedy, y col., 2005).

1.4.3. Estrategias en la produccién de alimentos funcionales

Segun Palou y Serra (2000), el objetivo tradicional del procesamiento de los alimentos ha
sido convertir materias primas en productos alimenticios sanos, nutritivos, seguros, con
unas propiedades fisico-quimicas que prolonguen su vida media y que mantengan o
mejoren sus caracteristicas organolépticas hasta el momento de su consumo. El desarrollo
de alimentos funcionales requiere, ademas, la presencia de al menos un componente
funcional, que debe ser optimizado, afiadido o eliminado (estrategia que depende del
alimento de partida y del objetivo propuesto) del alimento. Ello afiade un grado de
complejidad al proceso de produccion. Un producto alimenticio se puede convertir en un

alimento funcional mediante cinco estrategias béasicas:

a) Eliminar un componente, del cual se sabe que causa un efecto perjudicial al
consumidor.

b) Incrementar la concentracion de un componente natural del alimento.

c) Adicionar un componente, que no se halla normalmente presente en la mayoria de
los alimentos, pero que se ha demostrado que causa efectos beneficiosos.

d) Sustituir un componente que provoca efectos no deseables por otro que tiene
efectos neutros o beneficiosos sobre la salud.

e) Alterar la biodisponibilidad metabdlica, ya sea mejorando la de compuestos que
producen efectos beneficiosos como dificultando la de los componentes

perjudiciales.

1.4.4. Técnicas analiticas para el disefio.

Los métodos analiticos que se apliquen para producir datos de composicion quimica de

alimentos deben ser apropiados, utilizando técnicas analiticas proximales.

En esta eleccion de un método particular, se debe conocer, en primer lugar la quimica del
nutriente, la naturaleza del sustrato alimenticio a ser analizado, el efecto del
procesamiento y la preparacién sobre la matriz del alimento y en el nutriente, y el rango

esperado de concentracion del nutriente. El segundo requisito es comprender las
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implicancias nutricionales del nutriente, lo cual incluye su rol, su distribucion en los
alimentos y su importancia relativa en alimentos individuales en el suministro dietario
total del nutriente (FAO, 2010).

1.4.5. Tipos de alimentos funcionales

En la tabla 4, se presentan algunos alimentos descritos en la literatura (IFIC, 2006) como
funcionales y otros que aunque no se especifican como tales, pueden considerarse asi por

las propiedades que se les atribuyen.

Tabla 4. Alimentos funcionales y efectos sobre el organismo

Ingredientes )
) Efectos Ejemplos
funcionales

o . . i Lactobacilos y
Probidticos Mejoran la funcion intestinal . ]
bifidobacterias

. Favorecen el crecimiento de las ) .
Prebidticos o ) o Fructo — oligosacaridos
bacterias intestinales beneficiosas.

_ Vitamina B6, Vitamina
o Reducen el riesgo de enfermedades _ _ o
Vitaminas ) ) B12 &cido folico, vitamina
cardiovasculares y osteoporosis o
D y vitamina K

) Reducen el riesgo de osteoporosis y ) ) )
Minerales _ ) Calcio, magnesio y zinc
fortalecen el sistema inmune

Reducen el riesgo de enfermedades Carotenoides, polifenoles,
Antioxidantes cardiovasculares y el desarrollo de vitaminas C y E,

tumores flavonoides

Reducen el riesgo de enfermedades

o cardiovasculares y el desarrollo de Acidos grasos, Omega 3,
Acidos grasos i e
tumores. Reducen el sintoma de la acido linoleico
menopausia.

Fuente: IFIC (International Food Information Council), 2006
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1.4.6. Bebida funcional

Se define las bebidas funcionales como aquellas que ofrecen "un beneficio para la salud

mas alla de su contenido nutritivo basico, en virtud de sus componentes fisioldgicos

Se dividen a su vez en cuatro categorias principales:

e Bebidas enriquecidas (jugos y aguas con vitaminas y minerales agregados)
(Alcivar y Morales, 2010).

e Bebidas con bifidobacterias (Rojas, 2010).

e Bebidas energéticas (Macias, 2011).

e Nutracéuticos (bebidas que incorporan ingredientes medicinales especificos)
(Comerafia, y col., 2009).

1.5. COMPUESTOS BIOACTIVOS

Componentes de los alimentos que influyen en la actividad celular y en los mecanismos

fisiolégicos y con efectos beneficiosos para la salud (Biesalski, y col., 2009).

Las sustancias bioactivas o fitoquimicos se encuentran abundantemente en frutas y
verduras.

Aunque no se les puede considerar sustancias esenciales, debido a que no se requieren
para nuestro metabolismo, son indispensables a largo plazo para nuestra salud.
Intervienen ejerciendo un efecto protector del sistema cardiocirculatorio, reductor de la
presion sanguinea, regulador de la glucemia y la colesterolemia, reductor del riesgo de
cancer y mejorador de la respuesta defensivo inmunitario de nuestro cuerpo. Dentro de

estos compuestos se encuentran los antioxidantes (Panadés, 2009).

1.5.1. Antioxidantes

Los antioxidantes son aquellos compuestos quimicos que el organismo puede utilizarlos
para eliminar los radicales libres que son sustancias quimicas muy reactivas que segun
Ramirez y col., (2012), introducen oxigeno en las células y producen la oxidacion se sus
diferentes partes, alteraciones en el ADN y cambios diversos que aceleran el
envejecimiento del cuerpo, el oxigeno puede que sea un elemento imprescindible en la

vida, pero también es un elemento quimico muy reactivo. Nuestro cuerpo genera radicales
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libres para su propio uso, pero al mismo tiempo genera antioxidantes que no suelen ser
los suficientes para eliminar ciertos radicales libres sobrantes, debido a que son sustancias

muy agresivas.

La capacidad antioxidante celular estd dada por mecanismos a través de los cuales la
célula anula la reactividad y/o inhibe la generacion de radicales libres (Thornalley y col,
1992).

El uso de los antioxidantes es de gran importancia, debido a que en nuestro organismo se
produce el estrés oxidativo, de manera general escurre cuando un 4&tomo inestable pierde
un electrén (particula con carga negativa), lo que permite que este forme un compuesto
nuevo con otro elemento, causando un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas del oxigeno y la capacidad de un sistema biologico para limpiar el organismo
de sustancias nocivas. El oxigeno que nuestro cuerpo utiliza para respirar es uno de los
principales responsables de la oxidacion celular y sirve para producir energia en todo el
organismo, pero pequefias porciones de este elemento producen radicales libres

(Comesanay col., 2001).

1.5.1.1. Polifenolesy Flavonoides.

Fitoguimicos es el nombre genérico con el que se conoce a una serie de sustancias que se
encuentran en las plantas, principalmente, se utiliza para hacer referencia a sus
compuestos bio-activos que no tienen valor nutricional. Las frutas y vegetales ayudan a
reducir de manera considerable las enfermedades cronicas, como cancer o enfermedades
cardiovasculares (Rojas y Tomas, 2010). Este efecto de proteccién ha sido asociado con
una variedad de constituyentes nutrientes y no nutrientes, siendo muchos de ellos
caracterizados por sus propiedades antioxidantes. Los flavonoides son la subclase de
polifenoles mas grande y abundante del mundo vegetal. Se distribuyen en las plantas
vasculares de manera ubicua y la variedad de sus propiedades biolégicas ha llamado
poderosamente la atencién de los investigadores, de modo que, hoy dia, es el grupo de

polifenoles més estudiado (Rodriguez y col., 2010).

Se han descrito para los flavonoides propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,

antiagregantes,  antihemorragicas, vasodilatadoras, antineoplésicas, antivirales,
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antibacterianas, antialérgicas y hepatoprotectoras (Hassimotto y col., 2008; Alvarez y
Orallo, 2003).

Figura 5. Nucleo estructural de los principales grupos de polifenoles.
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Figura 6. Nucleo estructural de los principales grupos de flavonoides
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Taninos.

Los taninos son metabolitos secundarios de las plantas, que comprenden un grupo
heterogéneo de polifenoles, tienen un peso molecular comprendido entre 500 y 3000
Daltons. Sus principales caracteristicas son su capacidad antioxidante —debido al elevado
namero de grupos hidroxilo- y la capacidad de unirse a proteinas. También pueden ligarse
a alcaloides, gelatinas y otros materiales, aunque parece que las interacciones tanino-

proteina son la base de sus actividades biologicas (Santos y Scalbert 2000).

Quimicamente hay dos tipos principales de taninos: hidrolizables y no hidrolizables.
Presentan una distribucion desigual en las plantas; los no hidrolizables estan presentes de
forma general en los helechos y las gimnospermas, mientras que los hidrolizables solo

estan presentes en las dicotiledoneas (Castillo y Martinez, 2007).
1.6. RADICALES LIBRES

Los radicales libres son &tomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o
libre por lo que son muy reactivos, debido a que tienden a captar un electrén de moléculas

estables con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica (Avello, y col., 2006).

Es por esto que cuando el radical libre consigue sustraer un electron que necesita, la
molécula estable que cede el electron queda desapareada y por ende se convierte en un
radical libre por quedar con un electron desapareado, inicidndose asi una cadena que
destruye las células. (Chavely y col., 2009). Puede que la vida media bioldgica de un
radical libre sea de microsegundos pero estos tienen la capacidad de reaccionar con todo
aquello que este a su alrededor dafiando las moléculas, membranas celulares y tejidos.
Estos no son deletéreos; de hecho nuestro propio organismo es el que los produce en
cantidades moderadas para luchar contra mecanismos ofensivos que pueden traer

enfermedades como son las bacterias y virus (Gutiérrez, 2006).
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Figura 7. Efecto neutralizante de un antioxidante en un radical libre
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Fuente: Cortes, 2012

1.7.  ENZIMAS

Las enzimas son catalizadores proteicos sintetizados por sistemas vivos (por células
animales, vegetales o microbioldgicas) (Beltran y col., 2007). Cada enzima actla casi
siempre sobre un Unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos, sin que ella
misma experimente algin cambio significativo neto (Silvia y col, 2004). Las enzimas
tienen una temperatura y pH &ptimo de actuacion y su accion puede ser inhibida o
potenciada por otros compuestos o cofactores. Estas propiedades hacen de las enzimas
puntos de control efectivos de muchas reacciones bioquimicas en procesos tecnoldgicos
(Romero, 2008).

1.8. MECANISMO DE ACCION DEL RADICAL DPPH (2-difenil-1-picril
hidrazilo)

El ensayo de DPPH es una de las numerosas técnicas empleadas para valorar la capacidad
secuestradora de radicales de compuestos especificos o extractos naturales (Alvarez y
Cardenas, 2010). Esta técnica espectrofotométrica emplea el radical 2-difenil-1-picril
hidrazilo (DPPH), que posee un espectro de absorbancia caracteristico, con un maximo
de absorbancia a 517 nm. (Brand y col., 1995).

El método de DPPH es un ensayo colorimétrico simple basado en la disminucién del

absorbancia del radical DPPH. Se fundamenta en la estabilidad del radical 1.1-difenil-2-
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picrilhidrazil (DPPH) la cual se atribuye a la deslocalizacion del electron desapareado,
esta deslocalizacion también le otorga una coloracion violeta caracterizada por una banda
de absorcion, en solucion etandlica, centrada alrededor de 517nm. (Abad y Cabezas,
2013). La desaparicion del DPPH proporcion un indice para estimar la capacidad del
compuesto de prueba para atrapar radicales. EI modelo que explica la actividad de un

compuesto como antirradical se ejemplifica con la siguiente ecuacion:

DPPHe + (AH)n > DPPH — H+ (Ae)n

Donde AH es un antioxidante que actua como antirradical donando a&tomos de hidrogeno,
dando como resultado radicales con estructuras moleculares estables que detendrén la
reaccion en cadena, tal es el caso de los fenoles. El nuevo radical formado (A) puede
interactuar con otro radical para formar moléculas estables (DPPH-A,A-A) (Borras,
2013).

Es altamente confiable y comparable con otros métodos como ABTS (Acido 2,2 -azino-
bis-3-etilbenzotiazolin), sin embargo, el empleo del radical DPPH (2-difenil-1-picril
hidrazilo) en el método espectrofotométrico posee ventajas en simplicidad,

reproducibilidad y rapidez (Brand y col., 1995).
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2.  METODOLOGIA

2.1. DELIMITACION

Campo cientifico: Alimentos
Area: Investigacion basica
Sub-area: Agricola

Sector: Maracuya y Moringa
Sub- sector: Bebidas

Espacial: Provincia de EI Oro, Ecuador

2.2.  ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion tiene un enfoque cualitativo y cuantitativo. Cualitativo, debido
a que se determind la presencia y ausencia de algunos compuestos quimicos favorables
para la obtencion de la mezcla optima de maracuya y moringa, y cuantitativo por tanto se
evaluara el porcentaje de inhibicion lo cual corresponde a la cantidad de radical DPPH
neutralizado por el extracto en estudio a una determinada concentracion, a fin de obtener
informacion experimental de aspectos que puedan caracterizar segin su contenido y
analisis revelen resultados significativos aportando informacion a investigaciones

posteriores y asi revalorizar este cultivo.

2.3. DISENO EXPERIMENTAL

Para el disefio experimental se realizd un estudio de manera aleatoria con 3 tratamientos
(A= Constante; B = 3 concentraciones) y 3 repeticiones; Yy para determinar la prueba Post
— Hoc Tukey HSD de comparacion mdaltiple se utilizé 2 de control. Las variables de
respuesta analizadas fueron proteinas, capacidad antioxidante, es decir, el disefio utilizado
en la investigacion, estudié el comportamiento de tres concentraciones (v/v). En este
caso, se estuvo en presencia de un experimento factorial en el que se estudid los efectos

de dos factores (concentrado de maracuyd y extracto de moringa).



La capacidad antioxidante, asi como el contenido proteico, fueron determinados mediante
métodos espectrofotométricos; de esta manera y con la ayuda de un analisis estadistico a
través de la prueba de Tukey, con un nivel de significancia de (p<0,05), se determind cual
fue la mezcla 6ptima para la obtencion de una bebida funcional, los resultados de los

diferentes tratamientos fueron aparejados con muestras control.

Tabla 5. Disefio del experimento

Factor A: Maracuyé Factor B: Moringa
Tratamientos

Niveles Niveles
Ay B, AB,
A, Bs A, Bs
Ay Bg A1 Bg

Fuente: Lopez, 2015.

En la tabla 5, se indica el modelo empleado para el disefio, para lo cual los nimeros del

disefio 1:2, 1:5 y 1:8 representan la concentracion de cada muestra.

24. TIPO DE MUESTRA

Para el anélisis y la investigacion respectiva se usé las hojas de la planta de moringa
(Moringa oleifera), que se obtuvieron de las parcelas ubicadas en la Universidad Técnica
de Machala, Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias, aplicando una extraccién
hidro-alcoholica de esta manera se asegura un mayor aprovechamiento de los principios
activos. Y se utilizo el extracto acuoso para la obtencién del concentrado de maracuya
utilizando solo la pulpa de la fruta previamente macerada, estas muestras fueron

recolectadas del sector Estero Medina, cantén Santa Rosa — Provincia de El Oro.
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Figura 8. Hojas de moringa (Moringa oleifera) recolectadas de la Universidad
Técnica de Machala

Fuente: Lépez, 2015.

Figura 9. Fruto de maracuya (Passiflora edulis) recolectado del sector Estero Medina

Fuente: Lopez, 2015.

2.5. DESCRIPCION DE LA INVESTIGACION

2.5.1. Localizacion de la Investigacion.

El presente trabajo de investigacién, se realizd en la Planta Piloto de Farmacia,
Laboratorio y Laboratorio de Investigaciones de la Unidad Académica de Ciencias

Quimicas y de la Salud de la Universidad Técnica de Machala.
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2.5.2. Seleccién de las muestras

Para la toma de muestras se realizara empleando la vestimenta y el material adecuado
para su recoleccion, realizando un proceso de seleccion para su obtencion evitando
aquellas que han sido atacadas por insectos, plagas u otros agentes que disminuyan su
calidad, el traslado en un transporte adecuado para las muestras para evitar que golpes

degeneren la calidad de la muestra.

2.5.3. Seleccion y procesamiento de las muestras.

Se tom6 1 kg de muestra de maracuya (Pasiflora edullis), peso requerido para la
investigacion, las muestras fueron recolectadas del sector Estero Medina, cantdn Santa
Rosa — Provincia de El Oro, luego fueron trasladadas a la planta piloto de farmacia de la
Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud, de la Universidad Técnica de
Machala, en donde mediante la enzima Rapidase® se obtuvo el concentrado de la pulpa

de maracuya sin semillas.

Para el caso de la moringa se utiliz6 la misma cantidad en peso (1kg) de las hojas de
moringa a analizarse (Moringa oleifera), las muestras fueron recolectadas de la Unidad
Académica de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Machala, para ello
se separ0 las hojas de las tallos, para la limpieza se las lavé con agua corriente, y
posteriormente se realiz6 un enjuague con agua destilada, se dejan secar y posteriormente
se pulveriza. Se colocaron 50 gr de hojas pulverizadas de moringa en un Erlenmeyer de
250 mL, se adicion0 etilico en una relacion 1:1 tapando la muestra para evitar que se
volatilice, posteriormente se deja reposar 48 horas, a 28 °C, posteriormente se filtr6

obteniendo solo la parte liquida para los analisis de la investigacion.
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2.5.4. Preparacion de extracto de Maracuyé (Passiflora edulis)

Figura 10. Protocolo para la preparacion de muestras

Fecepeion

[
Agua potable ——* Lavado

|
Seleceion

I
Enzima Rapidase ® Dezpulpado
I

0mis— Eeposo

|
Filtrado

Homogenizado

Vortex Mixer VI - 300 ——

|
Almacenado

$C —

Fuente: Lopez, 2015.

Se seleccionaron las muestras sin dafios externos por insectos, golpe de sol ni manchas.
Posteriormente, pasaron por un proceso de lavado por inmersion en agua potable con
germicida durante cinco minutos, Luego se procedié a extraer la pulpa del fruto, para ello,
se utilizo la enzima Rapidase®; donde se tomd 100 pl de enzima y se le adicion6 a 74 g
de muestra, se dejé reposar durante 10 min. A continuacion, se filtré con papel filtro No

4, obteniéndose la pulpa extraida del maracuya.
Enzima Rapidase®

Se utilizé una mezcla comercial de enzima: Rapidase® ProL (Gist — Brocades, Seclin,
Frnce), que contiene polygalacturonasa (pectinasa) y a- amilasa producida a partir del

hongo Aspergillus niger donada por el Departamento de Enzimologia de la Universidad
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de Lleida (Espafa). La actividad de la solucion enzimatica es de 139,000 AVJP/g
(unidades endopectinasa). Una unidad de AVJP es la cantidad de enzima cuando se
utilicen dosis de enzimas comerciales tan altas como 1 mL de enzima por litro de pulpa
(Ibarz y col., 2011). La cual induce una variacion de viscosidad de 1 mPa-s con una
velocidad aparentemente constante de 2.7x10-4 minutos -1 a pH 4.5 (Echavarria y col.,
2012).

La aplicacion de estas enzimas a los jugos ha sido un gran avance en la tecnologia
alimentaria, gracias a que supone imitar procesos metabolicos naturales, lo que ayuda en

la obtencion de jugos clarificados de calidad.

2.5.5. Preparacion de extracto de Moringa (Moringa oleifera)

Figura 11. Protocolo para extracto de Moringa

Recepcion
|
Agua potable ————» Lavado
Seleccion
Il
Temp 40°C — Tiempo 4h —» Secado
Molienda

Maceracion

Concentracion 1:1 —— » . .
hidro-alcoholica

42horas Reposo

|
Filtrado

|
Almacenado

Fuente: Lopez, 2015.
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Las hojas de moringa fueron previamente lavadas, luego seleccionando y evitando
aquellas que han sido atacadas por insectos para de esta manera no modificar la calidad
del producto, posteriormente se llevo a un secado en la estufa a 40°C durante 4 horas,
luego se realizé la molienda en un triturador de cuchillas. Una vez obtenida la muestra
seca y pulverizada se procede a macerar en solucion etandlica al 98%, dejando reposar en
un Erlenmeyer durante 42 horas, pasado el tiempo se realiza un filtrado dando como
resultado el extracto liquido, se lo almacena en envases de plastico a temperatura

ambiente.

2.5.6. Preparacion de mezclas

Para las mezclas se utilizaron las siguientes concentraciones:

Tabla 6. Formulacién con diferentes concentraciones a base de maracuya (Passiflora

edulis) y moringa (Moringa oleifera)

Muestra de Muestra de Concentracion
Maracuyéa (mL) Moringa (mL) (Vv/v)
1 - 1
- 1 1
1 1 1:2
1 4 1:5
1 7 1:8

Fuente: Lopez, 2015.

2.6. DISENO Y OPTIMIZACION DE LA FORMULACION.

En estas mezclas la calidad de los antioxidantes y algunos nutrientes son considerados
usualmente como el criterio de optimizacion y para ello es necesario encontrar cual de las
distintas mezclas es la mas favorable en cuanto a formulacion de forma que, ademas de
cumplir las restricciones nutricionales y funcionales definidas, garantice las necesidades

nutricionales del posible consumidor.

Integrar todos estos factores simultaneamente solo es posible a través de técnicas

matematicas y mediante la aplicacion de los medios de computacion.
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A nivel de laboratorio, se establecieron los pardmetros que garantizan la calidad integral

del producto (proteinas, capacidad antioxidante), tanto el proceso como la formulacién

deben ser optimizadas dentro de las restricciones del perfil de nutrimentos requeridos.

2.6.1. Materiales

2.6.1.1. Materiales de laboratorio

Tubos de ensayo

Cubetas de Cuarzo
Micropipetas

Vaso de precipitacion 250 mL, 50 mL, 25 mL
Capsulas de porcelana

Pinza

Pipetas 50 mL, 10 mL y 25mL
Desecador de campana
Erlenmeyer de 250 mL
Probeta de 100mL

Bureta de 25mL

Papel filtro

Pera

Soportes

Lampara de luz blanca

2.6.1.2. Reactivos

Solucién metandlica de DPPH

Acido ascorbico

Metanol

Alcohol etilico 98%

Solucién buffer fosfato a un pH de 7,4 — 4,7 - 10
Fenolftaleina al 1%

Agua destilada libre de CO2

Solucién valorada 0,1N de hidroxido de sodio
HCI0,1 N

NaOH a 0,1N
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— Rapidasa ®

— Carbonato sddico
— Reactivo de Folin
— Tartaro sodico

— Albdmina

— Anaranjado de metileno

2.6.1.3. Equipos

— Estufa

— Balanza analitica

— Agitador magnético Velp Scientifica

— Vortex Mixer VM — 300

— Potenciometro Oakton 2700

— Cocineta de laboratorio

— Mufla

— Agitador

— Refractémetro Abbemat 200 Antoon Par

— Espectrofotémetro Shimadzu, UV mini -1240
— Colorimetro de reflactancia Chroma meter CR — 410

— Viscocimetro rotacional Fungilab

2.6.1.4. Otros materiales

— Tijeras

— Papel periddico

— Papel aluminio

— Toallas absorbentes

— Fundas pléasticas



2.6.2. Protocolo general de la investigacion

Figura 12. Parametros evaluados

Mezclaz
Concentrado de Maraeuyd Extracto de Moringa
Parsi Juli ———] 1:21:31:8 —
(Passifiora edulis) fAMoringa oleffera)
Homogenizado
Caracterizacion Anélisis fisico- Determinacion de
proximal quimicos campuestos bioactivos
- Humedad - Acidez titulable l
- Cenizas - pH >
- % Fructupsa - Densidad Cromatografia Capacidad
- % Glucoss - Viscosidad en capa fina Antioxidante
- Proteinas - Sglidos solubles
- indice de refraccidn .
- Metod
- Calor CIEL *a*b* DPP:I .
- indice de madurez
y

Tamizaje
fitogquimicao

l

-  Flavonoides

- Taninos y fenalas

- Saponinas

- Glucasidos
cianogénicas

Fuente: Lopez, 2015.

2.7. METODOS
2.7.1. Composicion proximal

Segun la metodologia de Silva (2008), se caracterizaron y analizaron las muestras
individuales de maracuyé (Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera) y sus mezclas
a diferentes concentraciones (1:2 1:5 y 1:8), siendo el concentrado de maracuya la base

de dichas mezclas. Los analisis que se realizaron se describen a continuacion:
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a) Determinacion de humedad

El contenido de la humedad de los alimentos es de gran importancia por varias razones
pero su determinacion exacta es muy dificil. El agua se encuentra en los alimentos en tres
formas: (Silva, 2008)

— Como agua de combinacién
— Como agua absorbida, y

— En forma libre, aumentando el volumen.

Para el procedimiento se peso independientemente 10 g de cada muestra en capsulas de
porcelana, posteriormente, las muestras se secaron en la estufa al vacio, a 105 °C durante
3 horas hasta obtener un peso constante; transcurrido el tiempo, se colocaron en un
desecador de campana durante 20 min, y posteriormente se procedié a pesar. Los

resultados se obtienen mediante diferenciacion de pesos con la siguiente formula:

perdida de peso de la muestra x 100
% Humedad =

peso de la muestra

b) Determinacion de cenizas

Se llevaron a la mufla muestras de 5 g de cada muestra en diferentes crisoles a una
temperatura de 500 °C. Las muestras se calcinaron hasta que las cenizas fueron blancas o
ligeramente grises, posteriormente, se llevaron a un desecador durante 20 min.

Finalmente los resultados se obtuvieron por diferenciacion de peso.

c) Determinacion de proteinas por el método de Lowry

La concentracion de proteinas se determind a través del método calorimétrico propuesto
por Lowry. Se prepararon diluciones en agua destilada de 1000, 100 y 10 de la muestra
problema. Se tom¢ de la dltima dilucién (0,05 - 0,1 - 0,2 — 0,3 mL); se adicionaron (0,95
—0,9-0,8-0,7 mL) de agua destilada y 5 mL de reactivo de Lowry (carbonato sédico
al 2% en NaOH 0,1 N, sulfato cuprico al 1% tartrato sédico — potasico al 2%). Luego se
agitaron con un Vortex (Mirtex VM — 300) durante 30 s y se dejaron reposar durante 15
min. A continuacién, se afiadié 0,5 mL de reactivo de Folin — Denis, se agitd

energéticamente en un Vortex Mixer (VM — 300) y se dejo6 reposar durante 30 min.
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Por ultimo, se leyeron las muestras por espectrofotometria (Shimadzu, UV mini — 1240)
a una longitud de onda de 500 nm y los valores obtenidos se extrapolaron a una curva de

patrén previamente elaborado con albumina. Los valores se expresaron en mg/mL.

d) Determinacion de glucosay fructosa

Se prepararon las muestras con tres diferentes concentraciones 1:2 1:5 1:8, el analisis se
realizé con el refractdbmetro Abbemat 200 en donde se tom6 5 mL de cada una de las
concentraciones indicadas y se coloco en el prisma del refractobmetro a una temperatura

de 25 ° C, proyectando los resultados en porcentaje de glucosa y fructuosa.

2.7.2 Analisis fisico-quimicos

a) Determinacién de pH

La medicién se realiza con el potenciometro que debe estar calibrado con soluciones
buffer pH 4,7; o 10. Se mide el potencial de H (hidrégeno), por inmersion de los

electrodos del equipo en la muestra, debe ser a la misma temperatura del buffer.

Para el procedimiento se transfieren 10 mL de la muestra, a un vaso de precipitacion de

25 mL, y con el potenciometro calibrado se mide el pH a una temperatura de 25 °C.

b) Determinacion de acidez titulable.

De cada muestra se tomo una alicuota de 5 mL (concentraciones 1:2 1:5 1:8). Luego se
transfirieron a un Erlenmeyer de 250 mL de capacidad que ha sido tarado, hallando su
equivalencia en peso, con una probeta se afiadié 50 mL de agua destillada libre de CO»,
agitando hasta completar la solucién, luego se adiciona 3 gotas del indicador Fenolftaleina
y finalmente se titul6 con una solucién valorada 0,1 N de NaOH, hasta la aparicion de
una débil coloracion rosada persistente, que indico el punto final de titulacién. Para la

obtencion de los resultados se utiliza la siguiente formula:

ml de sol.de NaOH x N x 0,064 x100

% Acidez total =
0 Peso de la muestra

N= Normalidad del hidroxido de sodio
0,064= meq del acido citrico
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c) Determinacion de densidad

Para determinar este parametro se utilizd la picnometria, que relaciona la masa de un
volumen determinado de muestraa 20 °C y la masa del mismo volumen de agua destilada
a la misma temperatura. Para ello, se pesa el picnémetro vacio. Luego se pesa el
picnémetro lleno de agua destilada, se seca bien sin dejar residuos, se procede a colocarlo
en la balanza durante 5 min. Finalmente, se procedio a pesar el picndmetro lleno de la

muestra.

d) Determinacion de viscosidad

Para determinar la viscosidad de las muestras se utilizd6 un viscosimetro rotacional

Fungilab, con el manejo del husillo LI y una velocidad de corte de 100 rpm.

e) Determinacion de solidos solubles

Se midi6 los solidos solubles sobre la muestra problema, a una temperatura de 25 °C con

un refractdémetro Abbemat 200 y se expresaron como °Brix.

f) Indice de refraccion

Se tomo6 una muestra de 5 mL y se coloco sobre el prisma del refractdémetro Abbemat

200, el cual evaluo el indice de refraccion en porcentaje.

g) Parametros de color por el modelo CIEL*a*b*

Esta técnica se basa en determinar en una muestra hasta qué punto el color diverge del
patrén de calibracién, que es la pantalla blanca, tanto en términos colorimétricos como en
la aceptabilidad de coincidencia visual. Las medidas de color se efectuaron sobre el futuro
entero de maracuya, en la muestra seca de moringa y en las concentraciones acuosas, en
un colorimetro de reflactancia Chroma meter CR-410 provisto por una fuente de
iluminacién C, D65, la cual incidié sobre la muestra a 45 °C y el observador a 0 °C.

Para ello se colocd 10 mL de la muestra obtenida en un vaso de precipitado. Se procedid

a medir las diferentes concentraciones colocando el vaso en el tubo de proyeccion de luz,
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de igual manera se tomaron dos frutos al azar midiendo su color en diferentes partes del

endocarpio.

Los resultados se interpretaron de acuerdo a los cambios de color en cada parametro (AL*,

Aa*, Ab*) y la diferencia total de color (AE*), con respecto a las muestras estudiadas.

h) Determinacion del indice de madurez

El indice de madurez se determiné como la relacion entre los solidos solubles y la acidez
titulable y fue expresado como °Brix/g acido citrico. Los sélidos solubles se midieron
sobre la pulpa del fruto con un refractémetro Abbemat 200 y se expresaron como °Brix.
La acidez titulable se midi6 mediante una titulacién con una solucién estandarizada de
NaOH 0,1 N. La acidez titulable se expreso en g de acido citrico. El indice de madurez

se define como:

solidos solubles

Indice de madurez (IM) = ~cidez

2.7.3 Determinacion de compuestos bioactivos

a) Tamizaje fitoquimico
Determinacion de flavonoides
Para su determinacion se empled el ensayo Shinoda, segin metodologia citada por
Miranda (2002). Para ello, la muestra se diluyé con 1 mL de &cido clorhidrico
concentrado unas virutas de cinta de magnesio metalico. Posteriormente, se sedimento
durante 5 minutos, luego se afiadié 1 mL de alcohol amilico, se mezclaron las fases y se

dejo reposar hasta que se separaron ambas fases.

La presencia de flavonoides se considera positiva si el alcohol amilico se colorea de

amarillo, naranja o rojo intenso en todos los casos.
Determinacion de fenoles y taninos

Mediante el ensayo del cloruro férrico se reconocié la presencia de compuestos fendlicos
y taninos. Si el extracto se realiza con etanol, el ensayo determina tanto fenoles como
taninos. Se colocd en dos tubos de ensayo 5 mL de extracto etandlico y acuoso

individualmente, y se le adiciond 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5% en
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solucion salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0,9% en agua), un ensayo positivo puede

dar la siguiente informacion general:

e Desarrollo de una coloracion rojo — vino, compuestos fendlicos en general.
e Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

e Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

Determinacion de saponinas

El ensayo Shinoda permite reconocer la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal
como triterpénica. Para ello, se tom6 una alicuota de 5 mL y se agitd la muestra en un
Vortex Mixer (VM - 300), durante 30 segundos. Finalmente, se dejé reposar 5 minutos,

se midié la altura de la espuma al 0,1 cm mas cercano.
Determinacion de glucésidos cianogénicos

Segun Miranda (2002), el ensayo de Grignard permite reconocer la presencia de los gases
cianhidricos provienen de glucdsidos cianogenéticos que contienen las plantas en
distintas dosis. Para ello, se coloc6 5 mL de muestra problema en un Erlenmeyer y se
adicion6 25 mL de agua. Luego se le afiadié 1 mL de cloroformo, se cubrié con papel
pricosado. Finalmente, se dejé calentar a 35 °C en una estufa durante 3 horas, se observé
la presencia de cambios de coloracion del papel en ese tiempo, si no present6 variacién
puede afirmarse la ausencia de los glucdsidos cianogénicos. Se declara positivo el ensayo

si el papel presenta cambios de color amarillo a tonalidades ligeramente rojas.
b) Cromatografia en capa fina

Se realizé la caracterizacion de compuestos antioxidantes, en el extracto acuoso y
etanolico segun la metodologia de Aldana y Guayasamin (2014). Se tomaron muestras de
los extractos y se sembrd con un tubo capilar sobre la placa cromatografica y, con el
sistema cloroformo: metanol (1:1) como solvente en un tanque cromatografico, se colocé
la placa y se dejé que ascienda el solvente; una vez que el solvente se detuvo, se extrajo
la placa del tanque cromatografico, se dejo secar, se revel6 con solucion vinilica, acido
sulfurico y con luz UV a una de longitud de onda de 365 nm, se calenté en un agitador
magnético Velp Scientifica (HSC F20510101).
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c) Determinacion de la capacidad antioxidante
Método DPPH (2-difenil-1-picril hidrazilo)

Se prepard una curva estandar de calibracion con acido ascérbico, para evaluar la
capacidad antioxidante. Para ello, se pes6 100 mg de &cido ascérbico y se aford a 25 mL
con agua destilada en un balon volumétrico, con una concentracion para la curva de
calibracion de (10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 200, 1000 uM) respectivamente.

Se prepararon 2000 mg/mL de reactivo DPPH disolviendo 10 mg de DPPH en un bal6n
volumétrico de 50 mL hasta el enrase con metanol. De esta solucién se tomé 1 mL y se
llevé a un balén volumétrico de 100 mL hasta el enrase y se obtuvo una solucion de 20
mg/mL. Luego se tomaron 0,5 mL de cada una de las concentraciones preparadas y se le
adicion6 1,5 mL del reactivo, posteriormente se homogenizo y se realizo la medicion del

valor de absorbancia a 517 nm, como se muestra en la Figura 13.

Figura 13. Evaluacién de la capacidad antioxidante por el radical DPPH (2-
difenil-1-picril hidrazilo)

Adicionar 05 mL de las Adicionar 1,5 mL de DPPH (20
concentraciones del extracto a mg/mL) a cada uno de los tubos que
evaluar en diferentes tubos de contiene los extractos a evaluar.
ensavo.

Homogenizar |
4,__

A 4

‘ Reaccionar durante 5 min ’

l

{ Medir la absorbancia en el espectrofotometro a 517 nm. J

Fuente: Lépez, 2015
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2.8 Hipotesis general

La mezcla 6ptima (maracuya y moringa) contiene compuestos nutricionales y compuestos
bioactivos que atribuyen a la mezcla la capacidad antioxidante, por lo cual puede ser

utilizada en el futuro para la elaboracion de una bebida funcional.

a. Hipotesis nula (Hy)

Los resultados de los analisis demuestran que no existen compuestos nutricionales y

bioactivos que aumenten su potencialidad en ninguna de las mezclas (1:2 1:5 1:8).

b. Hipdtesis alternativa (H,)

Los resultados de los andlisis demuestran que existen compuestos nutricionales y

bioactivos que aumentan su potencialidad alguna de las mezclas (1:2 1:5 1:8).

2.9 Descripcion de las variables

2.9.1 Variables independientes

Concentrado de maracuya

Extracto de moringa

2.9.2 Variables dependientes

Proteinas

Capacidad antioxidante

2.10 Interpretacion de datos y analisis estadistico

El disefio experimental que se ejecuto fue completamente al azar de tres niveles,
obteniendo nueve unidades experimentales. Los resultados se sometieron a un analisis de
(ANOVA) utilizando el software estadistico “Statgraphics”, para determinar cual de
todas las mezclas (1:2, 1:5, 1:8) sera la 6ptima con resultados positivos en composicion
nutricional (proteinas) y su efecto antioxidante con probabilidad (p<0.05), para
determinar la diferencia significativa en cada uno de las concentraciones (1:2, 1:5, 1:8)

se utilizo la prueba de post hoc Tukey con un intervalo de confianza del 95%.
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3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las mezclas a diferentes concentraciones obtenidas fueron caracterizadas realizandose
los analisis fisicos quimicos, determinacion de compuestos bioactivos y actividad

antioxidante.

Para los resultados, las muestras fueron analizadas de manera independiente,
determindndose de manera primordial el rendimiento de cada una de ellas; la maracuya
presento una gran variabilidad en cuanto a tamafio y peso; con un valor promedio en peso
de 160 g, longitud de 7,53 cm y diametro de 7,03 cm aproximadamente. Para las hojas de
moringa el valor promedio en peso fue de 48 g, su rendimiento es favorable debido a que

su contenido en humedad es bajo.

Tabla 7. Porcentaje de rendimiento de las muestras de maracuya (Passiflora edulis) y

moringa (Moringa oleifera)

Determinacién cuantitativa

Muestra Método de s i 0
extraccion Masa inicial (g)  Extracto (g) Rendimiento (%)

P. edullis ACU0SO 86 40 46,5

M. oleifera  Hidroalcoholica 48 43 89,6

Rendimiento porcentual= (Extracto /masa inicial)*100

El tratamiento enzimatico con Rapidase® para la obtencién del concentrado de maracuyéa
(Passiflora edulis) presentd resultados favorables en cuanto a rendimiento, con lo que se

demuestra su efectividad.

3.1.Composicion proximal
3.1.1. Humedad y cenizas

Para la determinacion proximal de humedad y cenizas se analizaron Unicamente las
muestras puras de esta manera se obtuvo resultados de la cantidad de agua y la cantidad

de minerales presentes en las muestras.
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Tabla 8. Porcentaje de humedad y cenizas en el concentrado de maracuya (Passiflora
edulis) y moringa (Moringa oleifera)

Determinacion
cuantitativa

Muestra
Humedad (%) Cenizas (%)
P. edullis 76,05 0,73
M. oleifera 40,86 9,58

En la tabla 8, se presentan los valores de humedad y cenizas del andlisis proximal
compuestas en las muestras expresadas en porcentaje. Los valores indican que existen
valores muy significativos en cuanto a cenizas en las hojas secas de moringa con el 9,58
%; confirmando que las hojas de moringa son una posible fuente importante de minerales,

entre ellos el hierro, calcio y potasio como menciona Fuglie (2001).

3.1.2. Proteinas

El andlisis del contenido de proteinas se lo realizo mediante el método de Lowry, para
ello se obtuvo la curva de calibracion en donde los valores obtenidos se extrapolaron a
una curva patrén previamente elaborada con albumina (Tabla 9). Los valores fueron los

siguientes los cuales se expresaron mediante una grafica.

Tabla 9. Concentracion de albimina para determinar el contenido de proteinas

Albumina Agua

Tubo (mL) (mL)
0 0,0 1,0
1 0,2 0,8
2 0,3 0,7
3 0,4 0,6
4 0,6 0,4
5 0,8 0,2
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Figura 14. Curva patron con albimina para cuantificacion de proteinas
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En la figura 14, se muestra la curva patron de Lowry para determinar la concentracion de
proteinas en las muestras y en las diferentes concentraciones. (1:2 1:5 1:8). Esta curva de
calibraciéon representa un margen ldgico de concentracion para la interpolacion de

resultados.

Tabla 10. Unidades experimentales expresando la concentracion de proteinas en cada
una de las mezclas diluidas 1:100
Tratamiento Proteina Tratamiento Proteina Tratamiento Proteina

mg/mL mg/Ml mg/mL
A;B, 1,44 A;Bs 1,56 A;Bg 4,58
A;B, 1,44 A, Bs 1,57 A, Bg 4,57
A,B, 1,43 A, Bs 1,58 A,Bg 4,57
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En la tabla 10 muestra el contenido de proteinas de las nueve unidades experimentales,
siendo A, B,(C1:2), A;B5(Cl:5),A,Bg (C 1:8), las mezclas que se obtuvieron con
diferentes concentraciones de las mezclas de maracuya (Passiflora edullis) y moringa
(Moringa oleifera). Para este andlisis se utilizaron diluciones de 1:100 puesto que los

valores de absorbancia resultaron mas altos que la curva de calibracion.

Figura 15. Concentracién de proteina en cada una de las mezclas
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En la figura 15, se demuestra la diferencia que existe entre el contenido de proteina en
cada una de las mezclas A, B,(C1:2), A;B5(C1:5), A;Bg (C 1:8), de las cuales, la mezcla
que corresponde a la concentracién de 1:8 con mayor contenido de extracto de moringa

(Moringa oleifera), posee mayor contenido de proteina con un valor de 4,575 mg/mL

Como lo afirma Alfaro (2008), los principales aportes hechos por la moringa en términos
de macro y micronutrientes, se encuentran en las hojas, que al igual que las vainas frescas
y los frutos muestran un valor considerable de un 30 % de proteinas en base seca, razén

por la que se conoce que las hojas presentan mayores fuentes de nutrientes que las vainas.
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3.1.3. Fructosay Glucosa

Para este analisis se utilizo el refractdémetro Abbemat 200, en la tabla 11 se muestran los
valores expresados en base himeda por triplicado con desviacién estandar, de fructosa y

glucosa en cada una de las muestras y concentraciones (1:2 1:5 1:8).

Tabla 11. Fructosa y Glucosa de las muestras expresadas en cantidades porcentuales

Muestra Fructuosa (%) Glucosa (%0)
Maracuyéa 13,82+0,26 13,24+0,22
Moringa 22,60+0,10 22,39+0,22
Cl:2 19,12+0,10 18,64+0,10
C1:5 19,68+0,03 18,95+0,01
C1:8 23,21+0,01 23,00+0,01

Como se puede apreciar en la tabla 11, las muestras analizadas demuestran una diferencia
en cuanto a porcentaje de fructosa siendo el porcentaje més elevado la mezcla 1:8 (23,21
%), dado que el extracto puro de moringa (Moringa oleifera), contiene un alto valor en
cuanto al mismo componente (22,60 %), es por este motivo la razon de su valor elevado,
debido a que el concentrado de maracuyéa (Passiflora edulis), contiene un valor bajo que
no incide significativamente en la mezcla (13,24 %) segun los resultados obtenidos de las

concentraciones restantes.

Para el contenido de glucosa presente en las muestras y las mezclas de maracuya
(Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera), se demostrd de la misma manera que la
concentracion 1:8 es aquella con mayor porcentaje de glucosa (23,00 %). Lo que
finalmente indica que la muestra de moringa pura contiene un alto valor edulcorante

(22,39 %) que afecta a la mezcla de forma beneficiosa.
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3.2.Analisis fisico-quimico

3.2.1. pH, acidez y solidos solubles

Tabla 12. Determinacion de pH, acidez y solidos solubles en las diferentes muestras

Muestra pH Acidez (g/100g9) S. solubles
°Brix

Maracuyé 3,12+0,03 0,57+£0,02 13,76+0,01

Moringa 5,60+0,03 0,53+0,02 22,29+0,01

C1:2 3,33+0,03 0,56+0,02 19,42+0,02

C15 3,48+0,02 0,55+0,02 19,63+0,02

C1:8 3,74+0,02 0,54+0,03 23,13+0,01

Segun la norma del Servicio Ecuatoriano de Normalizacion (INEN) NTE INEN
2337:2008 para jugos de fruta y concentrados establece que el valor de pH debe ser menor
a 4,5, mientras que para los sélidos solubles (°Brix) debe poseer como minimo 23 °BriX,
esto indica que los resultados obtenidos se aproximan a los niveles éptimos que ordena el
reglamento, para el caso del extracto puro de moringa se hara una excepcién puesto a que
su pH sobrepasa el limite del reglamento (5,60), este es un factor limitante para el

deterioro y conservacion de las bebidas.

El concentrado puro de maracuya presenta una caracteristica propia del fruto en cuanto a
su contenido de acidez de 0,57 g en la pulpa fresca, los valores que permite la norma NTE
INEN 2337:2008 son de 0,5 g, lo que otorga un beneficio cuando se trata de conservar un
alimento debido a que disminuye la susceptibilidad de este producto al ataque de los
microorganismos, pero no es significativo para los niveles de acidez de las

concentraciones debido a que sus valores estan por debajo de lo normal.
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3.2.2. Indice Refraccion, densidad y viscosidad

Tabla 13. Determinacion de indice de refraccion, densidad y viscosidad en las muestras

Muestra indice de Densidad Viscosidad
refraccion (Nd) (g/mL) (mPas)
Maracuyéa 1,353 1,066 55
Moringa 1,37 1,040 30
C1:2 1,36 1,054 42
C1:5 1,37 1,049 40
Cc1l8 1,37 1,043 38

La tabla 13, detalla los valores de indice de refraccion expresadas en nD (n veces mas
grande que el nimero de onda D), que como indica la tabla 14 el contenido de sélidos

solubles es proporcional al indice de refraccion.

La densidad se ve afectada directamente por el contenido de maracuya en cada una de las
concentraciones, puesto que en la de mayor concentracion de maracuya 1:2 presenta una
densidad de 1,054 g/mL, mientras que aquella que posee menor contenido de maracuya

1:8 presentd una densidad de 1,043 g/mL.

Tomando en consideracion valores de las muestras y las concentraciones 1:2, 1:5y 1:8
de las mezclas para la determinacion de la viscosidad se obtuvieron valores entre 60mPas-
40mPas que se encuentran en el rango establecido por las normas INEN. La viscosidad
es una caracteristica muy importante en el procesamiento de jugos de fruta, porque influye

en la aceptacion del producto por parte del consumidor.
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3.2.3. Parametros de color

La determinacion del color se realizé con el diagrama de cromaticidad de espacio de color

L*a*b*, dirigiéndose mediante las coordenadas emitidas por el colorimetro de

reflactancia Chroma meter CR-410, resultantes de cada muestra.

Tabla 14. Pardmetros de color de cada muestra

Muestra L* a* b* AE*
Maracuya 48,35 7,06 26,7 45,26
Moringa 28,39 1,14 -0,48 60,61
1:2 29,34 0,75 0,81 59,53
1:5 32,50 -0,80 4,85 56,09
1:8 35,86 -1,13 9,08 52,74

Las coordenadas obtenidas indican que el color de la pulpa fresca de maracuyé se debio

principalmente a la contribucién amarilla (valor positivo de b) y en menor proporcion la

contribucion roja (valor positivo de a) y la combinacidn de ambos arrojo como resultado

un color amarillo intenso con tonalidades anaranjadas, debido principalmente la presencia

de carotenoides y flavonoides que son generalmente de color amarillo.

En el caso de la moringa los valores negativos de b y en mayor proporcion los valores de

a; dieron como resultado un verde muy opaco, este color es caracteristico de las hojas de

plantas debido a la clorofila.

En cuanto a los cambios de color de las concentraciones muestra un incremento en los

valores de b y un decrecimiento en los valores de a, debido a las mezclas entre maracuya

(Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera).
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3.2.4. Indice de madurez (IM) de frutos del maracuya (Passiflora edulis)

Este analisis se realizd con el propésito de indicar la madurez y el punto 6ptimo de

cosecha.
Tabla 15. indice de madurez (IM) de frutos de maracuya (P. edulis)
Estado S. solubles Acidez IM
°Brix (9/100g)
1 10,44 1,70 6,14
2 13,76 0,57 24,14

1: Fruto inmaduro, 2: Fruto maduro

Los resultados expresados en la tabla 15, empleados para dos tipos de frutos, muestran
que el contenido de sélidos solubles (°Brix) aumentd, mientras que la acidez titulable

disminuyd, con ello el indice de madurez aument6 progresivamente.

Con ello se confirma el trabajo de Pinzén y col., (2007), quien afirma que los grados °Brix
incrementan a medida que el fruto madura. En los frutos climatéricos el aumento del
indice de madurez ocurre cuando alcanzan la tasa respiratoria maxima y desdoblan
rapidamente sus reservas (&cidos organicos) como respuesta al incremento de su

metabolismo y, en efecto, el indice de madurez aumenta.

3.3.Determinacion de compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos que se detectaron en las muestras y las diferentes
concentraciones 1:2 1:5 y 1:8 son de naturaleza fendlica tales como flavonoides, taninos
y/o fenoles y la presencia de saponinas. Los ensayos en todos los casos fueron
confirmados a través de la cromatografia en capa fina recomendada por Aldana y
Guayasamin (2014). Ademas de la determinacion de compuestos cianogénicos que estan
compuestos por un azicar y acido cianhidrico (HCN) que, a través de una enzima (j-
glicosidasa), pueden separarse quedando disponible el HCN para ejercer su efecto toxico,
este andlisis se lo realizo con el objetivo de asegurar el consumo de hojas de moringa sin
que afecte al consumidor, debido a que el uso de algunas plantas esta prohibido por el
efecto toxico que genera.
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3.3.1. Tamizaje fitoquimico

Tabla 16. Determinacion cualitativa de flavonoides, fenoles, saponinas y compuestos

cianogénicos

Compuestos Muestras

Maracuyéa Moringa C1:2 C1:5 C1:8
Flavonoides + - + - -
Taninos vy + ++ + + ++
Fenoles
Saponinas - + - + +
Glucosidos - - - - -

cianogénicos

(++) Alta evidencia, (+) Evidencia, (-) Ausencia

Estos resultados que se presentan en la tabla 16, muestran que si existe una importante
fuente de metabolitos secundarios, especialmente los compuestos de Taninos y saponinas,
rescatando de esta manera que la concentraciéon 1:8 ha demostrado poseer compuestos
antioxidantes notorios, seguido de la muestra pura de moringa (Moringa oleifera) que dio

como resultado positivo a la presencia de estos dos compuestos.

El contenido de flavonoides se evidencid positivamente en el caso de la muestra de

maracuya pura, para ello la muestra paso de un color amarillo a un color naranja intenso.

Respecto al andlisis de saponinas, los resultados en la prueba de espuma par la
concentracion 1:8 se observoé la presencia de espuma abundante y estable, mientras que
los resultados de la concentracién 1:2 mostraron valores negativos puesto que fue el

mismo caso para la muestra de maracuya pura.

De acuerdo al contenido de glucésidos cianogénicos, la pulpa de maracuya,
especialmente el fruto verde contiene glucdsidos cianogénicos en niveles tan bajos que
no es de importancia toxicoldgica, en cuanto a las hojas de moringa no se evidencio ni la

minima presencia de estos compuestos. Es por esto que de acuerdo a los resultados
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negativos obtenidos por el ensayo de Grignard, se determind que la pulpa de frutos
maduros no contiene dichos compuestos, clasificando a la pulpa de maracuya y a las hojas

de moringa en estudio no toxica.
3.3.2. Cromatografia en capa fina

Este analisis se lo realiz6 usando las cinco muestras en estudio; muestras puras (maracuya
y moringa) y concentraciones (1:2 1:5 y 1:8), para ello se analizaron minuciosamente
aquellas muestras que confirmaron la presencia de compuestos bioactivos como lo

muestra la tabla 18.

La corrida de las muestras sobre la placa, nos permite identificar que hay compuestos
distintos entre las cinco poblaciones, en la banda 4 que pertenece a la muestra de moringa
pura, siendo la muestra en la que se evidencio mayores compuestos, mientras que en la
muestra de maracuya pura se ven disminuidos, para las concentraciones es evidente y
muy concordante que la concentracion 1:8 se observan valores significativos a diferencia

del resto de concentraciones (1:2 1:5).

Tabla 17. Valores Rf de las muestras y las diferentes concentraciones

Numero Nombre de la Color de la Rf
muestra mancha
1 1:8 Café 0,38
2 1:5 Café 0,30
3 1:2 Café 0,24
4 Maracuya Amarillo 0,42
5 Moringa Verde 0,81

Rf= distancia recorrida por el compuesto (X) / distancia recorrida por el eluyente (Y)

Enlatabla 17, se muestran los valores de Rf (factor de retardo de una muestra) de acuerdo
a la distancia recorrida de la muestra, por lo cual en cada una se evidencio la presencia de
méas de dos compuestos lo que significa que las muestras contienen metabolitos

secundarios.
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3.3.3. Actividad antioxidante

Para la determinacion de actividad antioxidante se utilizo el método del DPPH (2-difenil-
1-picril hidralizo), por el cual se analiz6 el efecto inhibidor del radical DPPH en las
concentraciones de 1:5 y 1:8, debido a que en estas dos los resultados expuestos en los
andlisis de cromatografia fina (Tabla 17) se destacaron algunos compuestos como
metabolitos secundarios, ademas de los resultados de la Tabla 15, que aseguran la
presencia de compuestos bioactivos considerados como antioxidantes. Para expresar los
resultados de la actividad antioxidante fueron expuestos en porcentajes de inhibicion lo
que corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto a una

determinada concentracion.

Figura 16. Curva patron con acido ascorbico para determinar la capacidad antioxidante
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Los valores obtenidos por este método se reportan como ICs, (concentracion inhibidora
méaxima media) que corresponde a la concentracion necesaria para inhibir en un 50% la
absorbancia inicial del radical DPPH; los valores més bajos del 1Cs, fueron del acido
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ascorbico obteniendo un valor de 123,689 pg/mL. Para ello se utilizo la ecuacion de
regresion simple, obtenida de la relacion del porcentaje de inhibicion de radicales libres
DPPH y la concentracion de los extractos de estudio, incluido el valor de ICs, del acido

ascorbico.

Tabla 18. Porcentaje de inhibicion y capacidad antioxidante del &cido ascorbico y

concentraciones 1:5y 1:8

Muestra % Inhibicion Concentracion ICs,
mg a.a./g pug/mL
Acido ascérbico 44 116,43 123,689
C15 36,6 116,57 130,345
C1:8 42,4 116,78 139,531

Con estos resultados se puede determinar que ambas mezclas a diferentes concentraciones
de 1:5 y 1:8, contienen compuestos bioactivos con altas capacidad antioxidante
especialmente para la concentracién 1:8 que presento un valor de 42,4 % de inhibicion

muy cercano al valor 44 % de inhibicién del &cido ascorbico.
3.4. Analisis estadistico

Mediante los resultados obtenidos con el método colorimétrico de Lowry, y el método
del DPPH, se determind cual es la concentracion de proteinas y la presencia de
compuestos bioactivos con alto valor antioxidante presentes en cada una de las mezclas
(1:2 1:5 1:8), empleando el software “Statgraphics”, los datos se evaluaron con el analisis
de varianza ANOVA de una via y la prueba de Tukey HSD con un nivel de probabilidad
de p<0,05.
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3.4.1.1. Analisis de varianza del contenido proteico en las mezclas de maracuya

(Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera)

Tabla 19. Analisis de varianza (ANOVA) para las mezclas con diferentes

concentraciones (1:2 1:5 1:8) de maracuya (Passiflora edulis) y moringa (Moringa

oleifera)
Fuente Grado de Suma de Media Prueba F Valor p
libertad cuadrados  cuadrética
Factor 2 18,50987 9,25493 6663,55 0,000
Error 6 0,00833 0,00139
Total 8 18,51820

Dado que el valor de p de la prueba F es menor de 0,05 hay una diferencia
estadisticamente significativa entre las diferentes mezclas a concentraciones distintas de

maracuya (Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera).

Se realizd la comparacién de la variabilidad inter-grupos y la variabilidad intragrupos,
con ello, se rechazd la hipotesis nula, dado que la variabilidad inter-grupo fue mayor,

utilizando como patrén de comparacion la variabilidad intra-grupo.

3.4.1.2.Prueba post hoc Tukey HSD del contenido proteico en las mezclas de

maracuya (Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera)

Tabla 20. Prueba post Hoc Tukey HSD para las diferentes concentraciones denominadas

tratamientos.

T Mezclas N Media Contraste Diferencia
1 1:2 3 1,5367 T1-T2 -0,0333

2 1:5 3 1,5700 T2-T3 *-2,9733
3 1:8 3 4,5433 T1-T3 *-3,0066

Las medias que comparten (*) son significativamente diferentes
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Este método fue utilizado para discriminar las medias que tiene diferencia minima
significativa (HSD). Con este método, existe un riesgo de 5,0 % de llamar a uno o0 mas
pares significativamente diferente. Para ello queda demostrado que el tratamiento 3 el

cual consiste en la concentracién 1:8 contiene mayor cantidad de proteina.

3.4.1.3.Andlisis de varianza de la capacidad antioxidante en las mezclas de maracuya

(Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera)

Tabla 21. Analisis de varianza (ANOVA) para las concentraciones 1:5y 1:8

Fuente Grado de Suma de Media Prueba F Valor p

libertad cuadrados cuadratica

Factor 1 126,57 126,57 126,57 0,000
Error 4 4,00 4,00
Total 5 130,57

Como se puede apreciar en la tabla 21, si existe diferencia significativa (p<0,05) en los 2

tratamientos en el nivel de confianza del 95,0 %.

3.4.1.4. Prueba post hoc Tukey HSD de la capacidad antioxidante en las mezclas de

maracuya (Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera)

Tabla 22. Prueba de Hoc Tukey HSD para las concentraciones 1:5y 1:8

T Mezclas N Media Contraste Diferencia
1 1.5 3 130,35 T1-T2 *.9,18
2 1:8 3 139,53

En la tabla 22 se muestra la prueba Tukey de la capacidad antioxidante realizada solo dos
de las tres concentraciones que rindieron mejores resultados (1:5, 1:8), mostrando una

diferencia de medias en cada uno de los dos tratamientos.
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Figura 17. Comparacion de las mezclas de maracuya y moringa a concentraciones de 1:5
y1:8
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En la figura 17 se encuentran los resultados ilustrados de las mezclas que han revelado
valores positivos en cuanto al valor proteico y la capacidad inhibidora del radical DPPH
de los compuestos antioxidantes (ICs,), siendo la mezcla 1:8 mas favorable, debido a que
su contenido proteico es de 4,54 mg/mL, mientras que la mezcla 1:5 contiene apenas 1,57

mg/mL, aproximadamente el 25,3 % de la cantidad total presente en la mezcla 1:8.

Es decir que la mezcla 6ptima es para la concentracion 1:8, debido a que sus resultados

fueron favorables para el efecto antioxidante y el valor proteico.
3.5.Verificacidn de la hipotesis

Mediante la interpretacion de los analisis obtenidos de la determinacion de la capacidad
inhibidora del radical DPPH y el contenido proteico, se rechaza la Hipotesis nula (H,) y
por consiguiente se acepta la hipotesis alternativa (H,), afirmando que si existen
compuestos nutricionales (proteinas) y bioactivos (antioxidantes) que aumentan su
potencialidad una de las mezclas de maracuya (Passiflora edulis) y moringa (Moringa
oleifera).
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Las formulaciones que se obtuvieron de las diferentes concentraciones tanto de
maracuya como moringa de 1:2, 1:5 y 1:8, estas mezclas fueron analizadas a nivel de
laboratorio, obteniéndose excelentes resultados de las mezclas 1:5 y 1:8, cabe
recalcar que también existieron resultados muy favorables para la muestra de moringa
(Moringa oleifera) pura, pero no es posible rescatar esos valores en la presente
investigacién debido a que la base fundamental es la mezcla de ambos componentes

(Maracuya y Moringa).

De acuerdo a los analisis fisico-quimicos, el concentrado de maracuya (Passiflora
edulis) present6é un pH de 3,12, con un valor de acidez del 0,57 g de &cido citrico,
13,76 °Brix, 1,066 g/mL de densidad y una viscosidad de 55mPas; en cuanto a los
analisis de moringa (Moringa oleifera), present6 un pH de 5,60, acidez del 0,53 g de
acido citrico, ademéas 22,29 °Brix, 1,040 g/mL de densidad y una viscosidad de
30mPas, valores que para las mezclas resultan 6ptimos de acuerdo a las normas INEN
para la formulacion de jugos, debido a que no se sobrepasan los limites en cada una

de las concentraciones.

En cuanto a los pardmetros de color por el modelo CIEL *a*b*y diferencia total de
color (AE*), los resultados fueron muy variables debido a la combinacion de colores
en cada una de las concentraciones 1:2, 1:5 y 1:8. La mezcla 6ptima presentd una
AE* de 52,74 que de acuerdo al diagrama de cromaticidad las coordenadas

representan una tonalidad verde muy opaco.

El contenido nutricional (basado en proteinas) de la mezcla éptima 1:8 fue de 4,575
mg/mL, esto se debe puesto que esta formulacion contiene més extracto de moringa
(Moringa oleifera) que Maracuya (Passiflora edulis), estos resultados son
considerados debido a que las concentraciones 1:2 y 1:5 presentaron un descenso en
su contenido proteico, a menor extracto de moringa menor concentracion de

proteinas.
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Segun los datos obtenidos la mezcla dptima fue aquella de concentracion 1:8, debido
a que mediante el método del DPPH, se indic6 que esta mezcla obtuvo valores de
IC5q de 139,531 pg/mL, mientras que la concentracion restante (1:5) no demostrd
resultados muy significativos, en ambas concentraciones se reveld la existencia de
saponinas, fenoles y taninos permitiendo asi relacionar aiin mas el compuesto en

estudio con la actividad antioxidante.

Los resultados de los diferentes analisis han determinado que la mezcla 1:8 posee
propiedades antioxidantes y valor proteico, que podran ser utiles en la posible

elaboracion de una bebida funcional.
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4.2. RECOMENDACIONES
Realizar un anélisis microbiolégico a las diferentes concentraciones.

Realizar un estudio cuantificando el contenido de vitaminas A, C y E, un perfil de
aminoéacidos y la determinacién de la calidad de la proteina en la mezcla de concentracién
1:8.

Desarrollar una bebida funcional con mezclas de maracuya (Passiflora edulis) y moringa
(Moringa oleifera) a concentraciones de 1:8 en base de pulpa de maracuya, y comprobar

la aceptabilidad del producto por parte de los consumidores.
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ANEXOS



ANEXO N°1

Figura 18. Determinacion de humedad de las diferentes mezclas de maracuya

(Passiflora edulis) y moringa (Moringa oleifera)

ANEXO N° 2

Figura 19. Muestras de maracuya (P. edulis), moringa (M. oleifera) y concentraciones
1:2,1:5y1:8
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ANEXO N°3
Figura 20. Determinacion de °Brix, % glucosa, % fructuosa e indice de refraccion

ANEXO N°4
Figura 21. Complejo de color azul por la reduccion del reactivo de Folin — Denis por

los residuos fendlicos de tirosina, presentes en las proteinas
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ANEXO N°

Figura 22. Determinacion de compuestos bioactivos en las muestras y mezclas de
maracuya y moringa

ANEXO N°6

Figura 23. Determinacion de acidez titulable
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ANEXO N°7
Figura 24. Colorimetro de refalctancia Chroma meter CR — 410

ANEXO N° 8
Figura 25. Corrida de las muestras en la placa de cromatografia en capa fina.
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ANEXO N°9

Figura 26. Determinacion de actividad antioxidante por el método del
DPPH
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