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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de la adicion del extracto hidroetandlico de
semilla de ungurahui (Oenocarpus bataua Mart.) en forma libre y microencapsulado sobre la calidad
de la galleta. El fruto fue adquirido en la ciudad de Pucallpa. La semilla seca y pulverizada fue
utilizada como soluto en las extracciones hidroetandlicas. Se realizaron andlisis preliminares de pH,
marcha fitoquimica y solubilidad al extracto, el cual present6 pH casi neutro, compuestos fendlicos
con predominio de flavonoides y taninos, de mediana y alta polaridad.

La extraccién fue optimizada mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR), usando
el Disefio Central Compuesto Ortogonal (DCCO), con dos factores: concentracién de etanol (48.44
- 91.56 %) y tiempo de extraccion (13.83 - 46.17 min), sobre cuatro variables de respuesta:
rendimiento, contenido fendlico total (CFT) y capacidad antioxidante por CAT y DPPH. Los
extractos secos fueron analizados. Los resultados mostraron que los compuestos fendlicos son los
principales responsables de la capacidad antioxidante. Las condiciones 6ptimas de extraccion,
48.44% de etanol y 13.83 min, maximizaron simultineamente todas las variables y fueron aplicadas
experimentalmente para validar el modelo y obtener el extracto de semilla de ungurahui libre (EUL).

El EUL fue microencapsulado con maltodextrina por secado por aspersién. Luego de la
encapsulacion, se evidencid que la temperatura de secado no afectd al extracto de semilla de
ungurahui microencapsulado (EUM), ya que se conservo su CFT y su capacidad antioxidante. Se
obtuvieron rendimiento (84.16%) y eficiencia (83.96%) relativamente altos, y las microcapsulas
presentaron tamafio homogéneo y abolladuras superficiales, pero sin rupturas, preservando la
capacidad antioxidante del extracto. Tras 180 dias de almacenamiento, el CFT del EUM, a diferencia

del EUL, se mantuvo estable debido al efecto protector de la maltodextrina.

El EUL y EUM fueron incorporados en galletas, a las cuales se realizaron pruebas de calidad.
Después del horneado, el CFT de la galleta enriquecida con EUL (G-EUL), a diferencia de aquella
con EUM (G-EUM), present6 significativa degradacion fendlica; sin embargo, ambas galletas

tuvieron CFT similar (=70 mg EAG/paquete). En el andlisis sensorial, G-EUL presenté mejor color

y apariencia; sin embargo, la textura, sabor y olor de G-EUM resultaron mas atractivos, ademas de
su menor contenido de grasa luego del horneado segun el andlisis proximal. Por lo tanto, EUL y
EUM poseen compuestos fendlicos que los potencializa como ingredientes naturales con poder
antioxidante para el enriquecimiento de galletas, las cuales, al ser consumidas presentan mayor
aceptabilidad que una galleta no enriquecida y de igual formulacion.

Palabras claves: Oenocarpus bataua, extraccion de compuestos fendlicos, microencapsulacion, galleta
enriquecida, antioxidante natural.
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SUMMARY

The objective of this work is to evaluate the effect of the addition of hydroethanolic ungurahui seed
extract (Oenocarpus bataua Mart.) in free and microencapsulated form on cookie quality. The fruit
was acquired in Pucallpa city. Dried and powdered seed was used as solute in hydroethanolic
extractions. Preliminary analyzes of pH, phytochemical screening and solubility were made to the
extract, which presented almost neutral pH, phenolic compounds with predominance of flavonoids

and tannins, of medium and high polarity.

Extraction was optimized by Response Surface Methodology (MSR), using the Orthogonal
Composite Central Design (DCCO), with two factors: ethanol concentration (48.44 - 91.56 %) and
extraction time (13.83 - 46.17 min), on four response variables: yield, total phenolic content (CFT)
and antioxidant capacity by CAT and DPPH. The dried extracts were analyzed. The results showed
that phenolic compounds are the main responsible for the antioxidant capacity. The optimal
extraction conditions, 48.44% ethanol and 13.83 min, simultaneously maximized all the variables
and were applied experimentally to validate the model and obtain the free ungurahui seed extract
(EUL).

EUL was microencapsulated with maltodextrin by spray drying. After the encapsulation, it was
evidenced that drying temperature did not affect the microencapsulated ungurahui seed extract
(EUM), due to CFT and antioxidant capacity were retained. Yield (84.16%) and efficiency (83.96%)
were relatively high, and the microcapsules presented homogeneous size and superficial dents, but
without ruptures, preserving the extract antioxidant capacity. After 180 days of storage, EUM’s

CFT, unlike EUL’s, remained stable due to the protective effect of maltodextrin.

EUL and EUM were incorporated into cookies, to which quality tests were carried out. After baking,
cookie’s CFT enriched with EUL (G-EUL), unlike the one with EUM (G-EUM), presented
significant phenolic degradation; however, both cookies had similar CFT (=70 mg EAG / pack). In
the sensory analysis, G-EUL presented better color and appearance; however, G-EUM’s texture,
taste and odor were more attractive, in addition to its lower fat content after baking, according to the
proximal analysis. Therefore, EUL and EUM have phenolic compounds that potentiate them as
natural ingredients with antioxidant power for the enrichment of cookies, which, when consumed,

present greater acceptability than a non-enriched cookie of the same formulation.

Key words: Oenocarpus bataua, extraction of phenolic compounds, microencapsulation, enriched

cookie, natural antioxidant.

13



I.  INTRODUCCION

Los compuestos fendélicos son de considerable interés y han recibido més atencién en los dltimos
afios debido a sus funciones bioactivas que incluyen propiedades antialérgicas, antivirales,
antiinflamatorias y antimutagénicas (Peng et al., 2010; Skowyra, 2014). En efecto, diversos estudios
han demostrado consistentemente que el consumo de alimentos derivados de plantas ricas en
polifenoles tiene un efecto protector contra el estrés oxidativo, ya que previenen las reacciones de
oxidacion que pueden producir radicales libres, pero para hacerlo, ellos mismos deben oxidarse,
disminuyendo de esta manera el riesgo de enfermedades cronicas, enfermedades cardiovasculares,
céncer y enfermedades degenerativas (Vasconcelos, Garcia-Diaz, Jimenez y Silva, 2013; Watson,
Preedy y Zibadi, 2014; Marquardt y Watson, 2014; Gonzalez y Gonzalez, 2010). Debido a la
preocupacion creciente por parte de los consumidores sobre la necesidad de mantener la salud
corporal y el bienestar general, las industrias estdn interesadas en evitar el potencial dafio de los
aditivos alimentarios sintéticos y en desarrollar nuevos alimentos funcionales que contengan
ingredientes que promuevan la salud (Barreiro y Ferreira, 2014). Entre los componentes bioactivos,
los antioxidantes fendlicos han sido vistos como una clase importante de ingredientes alimentarios,
ya sea como aditivos alimentarios o como ingredientes novedosos para darles valor agregado a los

productos y para introducir beneficios adicionales a la salud (Peng et al., 2010).

Entre los productos con valor agregado, se encuentran aquellos desarrollados a partir de los residuos
generados por las industrias de procesamiento de alimentos y agricolas (Balasundram, Sundram y
Samman, 2006). Entre los residuos, se encuentran semillas, cascaras, tallos y hojas de plantas que
contienen una cantidad sustancial de compuestos fendlicos e incluso, muchas veces, en cantidades
mayores que las porciones comestibles (Soong y Barlow, 2004; Gonzélez y Gonzalez, 2010); por lo
tanto, pueden usarse como fuentes baratas de antioxidantes naturales para aplicaciones
farmacéuticas, cosméticas y alimentarias (Natukunda, Muyonga y Mukisa, 2015). Las semillas de
frutas contienen una variedad de compuestos fitoquimicos activos, especialmente constituyentes
fendlicos, flavonoides, antocianinas, vitamina C y carotenoides que, gracias a su alta actividad
antioxidante, influyen positivamente en la salud humana (Shi, Yu, Pohorly y Kakuda, 2003; Jing et
al., 2012; Ghafoor, Choi, Jeon y Jo, 2009). Por lo tanto, una forma creativa de lograr aumentar la
ingesta de antioxidantes en la dieta humana es mediante el enriquecimiento de productos

alimenticios con semillas ricas en fitoquimicos. En la regiéon amazonica, entre la diversidad de
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palmeras que presentan amplias posibilidades de ser explotadas comercialmente y con frutos ricos
en antioxidantes naturales que pueden ser empleados en la industria alimentaria, se destaca el
ungurahui (Oenocarpus bataua M.) (Amazonas, 2008). La semilla del ungurahui es un residuo en
la obtencion de la pulpa y aceite del fruto, con muy poca, pero relevante informacién bibliogréfica
sobre su poder antioxidante (Hidalgo, Nunomura y Nunomura, 2016) y que tiene el potencial de
proporcionar antioxidantes de bajo costo, ademds de ser una alternativa econdmica para las

comunidades nativas y para la conservacion de los bosques de Pucallpa.

Para realizar la extraccion de compuestos fendlicos de fuentes vegetales en el menor tiempo, minima
cantidad de solvente y mayor rendimiento posible es recomendable aplicar la técnica de extraccion
asistida por ultrasonido (EAU), debido a que es rapida y eficaz (Dranca y Oroian, 2016; Larrea,
2012). Ademads, si esta técnica es optimizada, se logra extraer la mayor cantidad de compuestos
fendlicos de una muestra. Para este propdsito, se utiliza 1a Metodologia de Superficie de Respuesta
(MSR), que permite obtener las mejores condiciones de los factores para alcanzar la mayor respuesta
posible a partir de una cantidad reducida de experimentos, lo que resulta en una ventaja econdmica
frente a los métodos clédsicos de experimentaciéon (Gimeno, 2015). Al momento de analizar las
respuestas de la extraccidn, como la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales de un
material vegetal o producto, existen numerosos métodos disponibles; entre ellos, el método del
DPPH y del fosfomolibdeno permiten conocer la capacidad antioxidante; mientras que el método
Folin-Ciocalteu, el contenido fendlico total. Estos métodos de andalisis han venido demostrando
resultados bastante confiables y reproducibles en los ultimos afios (Larrea, 2012; Belizario y

Cahuama, 2014; Montes De Oca, 2014).

Por otro lado, durante el procesamiento de los alimentos, especialmente los que son sometidos a
tratamiento térmico, durante el almacenamiento, distribuciéon y/o consumo, los componentes
alimentarios, especialmente, los aditivos fendlicos son vulnerables a la degradacion o destruccion
por exposicion al entorno ambiental adverso, pudiendo desencadenar alteraciones significativas en
sus capacidades antioxidantes y causando la reduccion de su funcionalidad y disponibilidad; ademas,
algunos de ellos tienen sabor desagradable cuando se encuentran en su forma natural en los
alimentos (Garti y McClements, 2012; Peng et al., 2010). Ante esto, hay una necesidad de
protegerlos sin comprometer las propiedades sensoriales de los alimentos, y es la encapsulacion de
los polifenoles la que ayudaria a solucionar esta necesidad. La microencapsulacién del compuesto

bioactivo con un biopolimero lo protege del estrés fisico y quimico, es un proceso de atrapamiento,
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envoltura e inmovilizaciéon del compuesto activo dentro de un material mas estable, que puede ser
liberado a velocidad controlada y bajo condiciones especificas. Entre los métodos de
microencapsulacion, el secado por aspersion o spray drying es la técnica mds cominmente utilizada
en la industria alimentaria (Shahidi y Han, 1993). Implica la atomizacién de un producto liquido en
una corriente de gas caliente y dentro de una cdmara de secado para obtener instantdneamente un
polvo a base de microesferas o microcdpsulas. Este proceso necesita de un encapsulante adecuado
y uno bastante conocido por formar pelicula con facilidad, poseer baja densidad aparente, excelente
sensacion en la boca y formar una barrera al oxigeno es la maltodextrina (Ezhilarasi, Indrani, Jena
y Anandharamakrishnan, 2013; Pasrija, Ezhilarasi, Indrani y Anandharamakrishnan, 2015; Garti y
McClements, 2012; Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley y Saurel, 2007).

La incorporacién de compuestos bioactivos microencapsulados en los alimentos es esencial para
aumentar su ingesta y permitir el desarrollo de nuevos alimentos funcionales; sin embargo, los
efectos de estos compuestos sobre la calidad del producto ha sido evaluado solamente en algunos
estudios (Ezhilarasi et al., 2013; Pasrija et al., 2015). Las galletas son productos de panaderia
ampliamente consumidos, de bajo costo y larga vida util, que en los dltimos afios han sido
seleccionadas como un modelo alimenticio adecuado en una variedad de estudios que buscan
examinar los antioxidantes de los polifenoles en el procesamiento térmico (Umesha, Manohar,
Indiramma, Akshitha y Naidu, 2015; Petrovi¢, Loncarevic, Saponjac, Pajin y Zaric, 2016;
Natukunda et al., 2015; Tumbas Saponjac et al., 2016) Asi que, las galletas se consideran apropiadas

para incorporar microencapsulados durante su preparacion.

Por lo tanto, en esta tesis se evaluo el efecto de la adicion del extracto hidroetandlico de semilla de
ungurahui (Oenocarpus bataua Mart.) en forma libre y microencapsulado sobre la calidad de la

galleta.
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II. HIPOTESIS

La adicién de los extractos hidroetandlicos de semilla de ungurahui (Oenocarpus bataua Mart.) en

forma libre y microencapsulado, mejora significativamente la calidad de la galleta con respecto al

control (galleta sin adicion de extractos).

III. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la adicion del extracto hidroetandlico de semilla de ungurahui (Oenocarpus

bataua Mart.) en forma libre y microencapsulado sobre la calidad de la galleta.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.24.

3.25.

3.2.6.

Realizar las pruebas preliminares (determinacion de pH, marcha de solubilidad y

marcha fitoquimica) al extracto hidroetandlico de semilla de ungurahui.

Determinar las condiciones Optimas de tiempo de extraccion y concentracion de etanol
que maximicen simultdneamente las variables de respuesta (rendimiento, contenido
fendlico total (CFT) y capacidad antioxidante por DPPH y CAT) mediante la
Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR).

Evaluar la correlacion entre el CFT y la capacidad antioxidante de los extractos de

semilla de ungurahui (EU).

Microencapsular el extracto de semilla de ungurahui libre (EUL) mediante secado por
aspersion, y evaluar el efecto protector de la maltodextrina mediante el anélisis de
barrido espectral, CFT y capacidad antioxidante del extracto de semilla de ungurahui

microencapsulado (EUM).

Comparar las caracteristicas organolépticas, morfologia y tamafio de particula y

estabilidad fendlica durante el almacenamiento entre el EUL y EUM.

Elaborar las galletas enriquecidas con EUL (G-EUL) Y EUM (G-EUM) y evaluar las
caracteristicas de calidad (CFT, medicion del color, andlisis proximal y analisis

sensorial) de las mismas.
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IV. MARCO TEORICO

4.1. ANTECEDENTES
4.1.1. ANTECEDENTES FITOQUIMICOS

Hidalgo et al. (2016) en su articulo titulado “Plantas Oleaginosas Amazodnicas: Quimica e Atividade
Antioxidante de Pataud (Oenocarpus bataua Mart.)”, realizaron la extraccién metandlica de pulpa
y semilla secas de 20 frutos de pataud, por separado, con hexano y metanol para la realizacion de
los ensayos antioxidantes y aislamiento fitoquimico. El extracto metandlico de semillas present6 un
elevado contenido de fenoles totales y mayor actividad antioxidante que el de pulpas, ya que
presentd una mayor capacidad reductora de Fe (III) y una menor concentracion capaz de secuestrar
el 50% de radicales de DPPH. El valor de secuestro de radicales de DPPH presentado por el extracto
de semillas fue comparable al observado para el patron de quercetina (CS50 = 6,5 pg/ ml), indicando
la significativa actividad para esa parte de los frutos. Estos resultados mostraron el gran potencial

del pataud para producir productos nutracéuticos.

Rezaire et al. (2014), a través del articulo “Amazonian palm Oenocarpus bataua (‘‘patawa’’):
Chemical and biological antioxidant activity — Phytochemical composition”, determinaron la
actividad antioxidante del fruto de esta palma y su composicién de polifenoles usando como
referencia al Euterpe oleracea (agai). Los resultados mostraron que el fruto de ungurahui tenia una
capacidad antioxidante mas fuerte que el acail en las pruebas TEAC (Capacidad antioxidante
equivalente de Trolox) y FRAP (Poder antioxidante reductor del hierro), y se observé una actividad
similar mediante el método de DPPH. La composicién polifendlica, determinada por HPLC/MS,
implic6 la presencia de antocianinas, taninos condensados, estilbenos y dcidos fendlicos, que son
bastante conocidos por sus actividades bioldgicas. Estos resultados presentan al ungurahui como un

nuevo recurso amazonico para alimentos.
4.1.2. ANTECEDENTES DE APLICACION EN MATRICES ALIMENTARIAS

Tumbas Saponjac et al (2016), en su articulo “Sour cherry pomace extract encapsulated in whey and
soy proteins: Incorporation in cookies”, extrajeron los compuestos bioactivos del orujo de cereza,
los encapsularon en suero (WE) y proteina de soya (SE) e incorporaron en galletas, reemplazando
el 10% (WE10 y SE10) y el 15% (WEI15 y SE15) de la harina. Después de 4 meses de

almacenamiento, no hubo pérdida de polifenoles, mientras que la actividad antioxidante disminuy6
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ligeramente. Los pardmetros de color (L*, a* y b*) de las galletas se vieron influenciados por el
color de los encapsulados. Los resultados también mostraron que las galletas tenian cualidades
sensoriales aceptables. Se concluyd que los bioactivos encapsulados de orujo de cereza influyeron
positivamente en las caracteristicas de las galletas fortificadas, siendo una forma prometedora para
el desarrollo funcional de alimentos debido al contenido de antioxidantes y la estabilidad de

almacenamiento que brinda la encapsulacion.

Caleja et al (2016), en su articulo “Cottage cheeses functionalized with fennel and chamomile
extracts: Comparative performance between free and microencapsulated forms”, incorporaron
extractos acuosos de hinojo y manzanilla, libre y microencapsulado, en el requeson. Los requesones
enriquecidos con extractos microencapsulados mostraron, después del sétimo dia, una mayor
actividad antioxidante que estudios previos donde solo se incorpor? el extracto libre, logrando una
bioactividad extendida. Por lo tanto, se concluyé que el requesén fue enriquecido efectivamente sin
causar variaciones considerables en los valores nutricionales y de color, o en los perfiles de acidos

grasos.

Pasrija et al. (2015), en su articulo “Microencapsulation of green tea polyphenols and its effect on
incorporated bread quality” incorporaron extracto libre y extractos microencapsulados con
maltodextrina, por atomizacion y liofilizacidn, de té verde en la preparacion del pan con el objetivo
de evaluar las caracteristicas de calidad en el producto final. Los resultados revelaron que el extracto
libre y los encapsulados de té verde incorporados al pan conservaron su calidad en términos de
volumen y consistencia de la miga y fueron casi similar al control. Por otra parte, no hubo mucha
diferencia significativa en el contenido fendlico total del extracto libre y los microencapsulados de
té verde incorporados a los panes durante la coccién. Sin embargo, el color y el sabor de los panes
con extracto encapsulado fue ligeramente mejor (estadisticamente insignificante) que el pan con
extracto libre. Se concluye que la fortificacion del pan con polifenoles, como, por ejemplo, del té
verde, puede conservar las caracteristicas de calidad del pan junto con la funcionalidad. Esto ayuda

a complementar la ingesta de polifenoles y reducir las enfermedades degenerativas.

Ribeiro et al. (2015), en su articulo “Spray-drying microencapsulation of synergistic antioxidant
mushroom extracts and their use as functional food ingredients”, trabajaron con extractos
hidroalcohdlicos de dos especies de hongos, Suillus luteus (S1) y Coprinopsis atramentaria (Ca),
por su efecto antioxidante sinérgico y su viabilidad como ingredientes alimentarios funcionales
probados por incorporacién en el requeson. Las microcdpsulas con Sl: Ca (1: 1) y con extracto libre
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(en la misma proporcidon) se incorporaron al requesén. Los resultados mostraron que, en
comparacion con la forma libre, los extractos encapsulados se volvieron mas efectivos ya que la
actividad antioxidante se conservo a lo largo del tiempo. Ambas muestras de requeson enriquecidas
mantuvieron sus propiedades nutricionales en comparacién con la muestra control; ademads, no se

notaron modificaciones de color.

Cam, I¢yer y Erdogan (2013), en su articulo “Pomegranate peel phenolics: Microencapsulation,
storage stability and potential ingredient for functional food development”, evaluaron el efecto de
la adicién de un extracto acuoso 6ptimo de cascara de granada a 0.5 y 1.0% (p/p), microencapsulado
con maltodextrina en relacién 1:1, 1:3, 1:6 y 1:10 (p/p) en las propiedades funcionales del helado.
Los resultados mostraron una mejora significativa de las actividades inhibidoras de antioxidantes de
los helados enriquecidos en comparacién con la muestra control, siendo las microcdpsulas de
relacion 1:1 y 1:3 (p/p) de extracto: maltodextrina las que tuvieron mayor contenido fendlico. Més
del 75% de los panelistas aceptaron los helados enriquecidos en la evaluacion sensorial, pudiendo

ser introducidos al publico en general como potenciales alimentos funcionales.

Sun-Waterhouse et al. (2009), en su articulo “Kiwifruit-based polyphenols and related antioxidants
for functional foods: kiwifruit extract-enhanced gluten-free bread”, investigaron la produccion de
pan sin gluten mejorado con polifenoles y antioxidantes derivados de un extracto acuoso de puré de
kiwi verde-maduro previamente seleccionado por tener buenas cantidades de contenido fendlico y
de vitamina C, y buena estabilidad de almacenamiento. El pan resultante mejorado con extracto de
kiwi fue aceptable para el panel de degustacion, con una textura mds suave que el pan simple sin
gluten. Por lo tanto, el extracto acuoso de puré de kiwi tiene potencial como ingrediente funcional,
debido a la posibilidad de proporcionar componentes beneficiosos para la salud como polifenoles y
antioxidantes en la formulacién de alimentos de consumo popular, siendo un enfoque novedoso en

el uso de bioactivos de fruta destinados a usuarios finales.
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4.2. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.2.1. PROCESO DE OXIDACION

Los radicales libres son grupos de 4tomos que se caracterizan por tener un electrén no apareado en
el ultimo orbital, por ello son muy reactivos (inestables) y reaccionan facilmente con otras sustancias
para alcanzar su estabilidad (Maldonado, Jiménez, Guapillo, Ceballos y Méndez, 2010). El oxigeno
es la molécula mds importante en la generacion de radicales libres, siendo los principales radicales
derivados de este: el superéxido (O2’), el hidroxilo (OH") y los radicales generados durante la
peroxidacién lipidica (peroxilo (ROQO"), alcoxi (RO") e hidroperéxido (-ROOH)). El peréxido de
hidrégeno (H202), si bien no es un radical libre en si, tiene la facilidad de formarlos cuando las
condiciones le son favorables (Gutiérrez y Morales, 2004). Estos radicales poseen una alta toxicidad
y tienen la capacidad de alterar el comportamiento de diversas biomoléculas, provocando dafio a

nivel celular y tisular (Gonzélez-Torres, Betancourt-Rule y Ortiz-Muiiiz, 2000).

4.2.1.1. Oxidacion en los alimentos

El deterioro oxidativo en los alimentos, especialmente los ricos en grasas, estd influenciado
principalmente por las reacciones con el oxigeno molecular a través de un mecanismo autocatalitico
(descomposicion de hidroperéxidos o catdlisis metdlica) y por las reacciones fotoquimicas donde
participan los pigmentos a través de la oxidaciéon de componentes fotosensibles (Nawar, 1996). Los
hidroperéxidos, productos iniciales de la peroxidacion lipidica, son insipidos e inodoros; sin
embargo, en presencia de calor, iones metalicos y/o luz, pueden descomponerse en compuestos que
contribuyen a la rancidez, la generacién de malos olores y sabores desagradables en los alimentos
(Brewer, 2011). Entre los compuestos oxidados por descomposicion de los hidroperéxidos tenemos
a las cetonas, aldehidos, alcanos y alquenos de bajo peso molecular y de alta volatilidad, que

determinan el nivel de rancidez en los alimentos (Rojano, Gaviria y Saez, 2008).

Los alimentos deshidratados (cereales, galletas, leche en polvo, huevos en polvo, etc.), productos
fritos, carnes, aceites, y otros como el té, café o el jugo de naranja son susceptibles a la oxidacién
por los iones metélicos (Kanner, 2010), ya que estos se encargan de catalizar la oxidacién de lipidos,
compuestos fenodlicos y otros compuestos reductores que estan presenten en los alimentos. Se cree

que estos metales cambian su estado de oxidacion para interactuar con los hidroperéxidos.
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4.2.1.2. Estrés oxidativo en el organismo

En condiciones de metabolismo normal, la formacién continua de especies reactivas de oxigeno
(EROS) y de otros radicales libres es importante para las funciones fisiol6gicas normales, ya que
estdn implicados en muchas reacciones quimicas esenciales, como la generaciéon de ATP, en
diversos procesos catabdlicos y anabdlicos y en los ciclos redox celulares (Rahal et al., 2014).
Alrededor del 95 al 98% del oxigeno consumido durante la respiracion celular es para la produccién
de energia, y el restante (2 a 5% del oxigeno metabolizado) produce EROS (Aparecida, 2014). Sin
embargo, si se producen mds radicales libres de los que el cuerpo necesita, o si los métodos que
utiliza el cuerpo para manejar los radicales libres resultan inadecuados, se estd frente a un problema

de estrés oxidativo (Youngson, 1994; Rahal et al., 2014).

El estrés oxidativo se origina por hédbitos considerados inapropiados (consumo de alcohol, drogas,
tabaquismo, dieta inadecuada, comida altamente procesada, ejercicio fisico exhaustivo o extremo,
exposicion a la radiacién no ionizante ultravioleta y otras ondas cortas); condiciones ambientales
inapropiadas (temperatura elevada y contaminaciéon ambiental); envejecimiento y estados
psicolégicos que provocan estrés emocional (ansiedad, fisiopatologias, anemia) que inactivan
enzimas antioxidantes, contribuyendo asi a disminuir el sistema de defensa antioxidante del

organismo (De Oliveira et al., 2009a; Landete et al., 2013; Rahal et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1. Fuentes de radicales libres

Fuente: Gregori, 2017
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Este desequilibrio cambia el ambiente reductor que normalmente las enzimas, gracias a su aporte
constante de energia metabdlica, mantienen dentro de las células. Las alteraciones de este estado
redox normal pueden causar efectos téxicos a través de la produccion de radicales libres que danan
todos los componentes de la célula, incluyendo proteinas, lipidos y ADN, ocasionando una muerte
celular progresiva (Landete et al., 2013; Kanner, 2010). Tanto el oxigeno como los radicales libres
son mds solubles en la bicapa lipidica que en la parte acuosa, por ello tienden a concentrarse en el

interior de la fase orgdnica de la membrana (Figura 2).
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Figura 2. Alteracion de la membrana celular por radicales libres

Fuente: Bolafios, 2013

El proceso de oxidaciéon que se da en los lipidos se denomina peroxidacion lipidica, debido
principalmente a una serie de reacciones entre los 4cidos grasos insaturados y los radicales libres
(Rojano, 1997). Este proceso de autooxidacién incluye tres etapas: iniciacién, propagacién y
terminacion (Chan, 2015). En la primera etapa, el lipido (RH) en presencia de cualquier iniciador
(radicales, metales, luz, calor, etc) origina al radical lipidico (R"). Este radical reacciona con el
oxigeno para formar radicales peroxilo (ROO") que tienen la capacidad de sustraer un dtomo de
hidrégeno de otras moléculas lipidicas para formar un nuevo radical lipidico y a los hidroperéxidos
(ROOH), de esta manera se produce la etapa de propagacion. Los hidroperoxidos se fragmentan y
dan origen a otros radicales libres, como los alcoxi (RO"). El proceso termina cuando dos especies
radicales se unen entre si para formar una especie estable no radical (R:R, ROOR). Las reacciones
de los radicales libres sobre la membrana pueden terminar alterdndola o causando lisis celular

(Pamplona, 2008; Rojano, Gaviria y Sdez, 2008).
Tanto en las proteinas como carbohidratos, los radicales libres pueden inducir fragmentacion con la
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pérdida de la funcién de estas moléculas (Gonzélez-Torres et al., 2000). El dafio causado por el
radical libre a las enzimas azufradas y otras proteinas culmina en inactivacion, desnaturalizacion y
entrecruzamiento de las cadenas peptidicas (Landete et al., 2013). La oxidacién de aminoécidos
como la fenilalanina, tirosina, histidina y metionina resulta en la modificacién de sus grupos R y la
formacién de grupos carbonilos (Venereo, 2002). El dafio oxidativo a los carbohidratos puede alterar
respuestas hormonales y de neurotransmisores asociados al receptor celular. Los dcidos nucleicos
también pueden ser atacados por los epoxidos que se unen a ellos, ocurriendo pérdida de expresion,
fragmentaciones, reordenamientos cromosdmicos, etc. El dafio posterior del ADN, que puede incluir
la inactivacién o pérdida de algunos genes supresores de tumores, puede causar una mutacion que

puede ser carcinogénica (Venereo, 2002; Landete et al., 2013).

4.2.2. COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

4.2.2.1. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias, también consideradas “moléculas suicidas” que, en
concentraciones relativamente bajas con respecto al sustrato oxidable (proteinas, lipidos, hidratos
de carbono, o moléculas de ADN), retrasan o previenen significativamente la oxidacién de este
(Venereo, 2002; Tucker y Pigott, 2003; Diaz, Escobar y Pizarro, 2013), ya que se oxidan al
neutralizar a los radicales libres, mediante uno o varios de los siguientes procedimientos: (1)
secuestrando especies que inician la peroxidacion, (2) quelando iones metdlicos y haciéndolos
incapaces de generar especies reactivas o descomponer perdxidos lipidicos, (3) extinguiendo
superdxidos (O2)" y previniendo asi la formacién de perdxidos (0O2)~, (4) rompiendo la reaccion en
cadena autooxidativa, y/o (5) reduciendo las concentraciones de O> localizadas (Figura 3). De esta
forma, los antioxidantes inhiben la formacién o interrumpen la propagacién de los radicales libres,

convirtiéndolos en especies estables (Lobo, Patil, Phatak y Chandra, 2010; Brewer, 2011).

; /"“—‘TT\ Antioxidante

Radlcal libre

Figura 3. Neutralizacion de un radical libre por un antioxidante.

Fuente: Garcia, 2012.
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Los grupos enziméticos y no enzimdticos propios del organismo, también conocidos como
“antioxidantes end6genos” tratan de mantener el cuerpo en homeostasis al reaccionar rapidamente
con los radicales libres del oxigeno en una zona especifica de la célula (membrana plasmatica,
liquido extracelular e intracelular) (Camps, Ruffino, Majul y Joison, 2010). Entre los antioxidantes
enddgenos destacan el superéxido dismutasa, el glutation peroxidasa, la catalasa, el glutation, el
acido tidctico, entre otros (Dabrowski, Konturek, Konturek y Gabryelewicz, 1999; Criado y Moya,
2009). Por otro lado, los “antioxidantes exégenos”, son aquellas sustancias como la vitamina A, E,
C, carotenoides, flavonoides, minerales, entre otros, que ingerimos en la dieta y son los de mayor
interés para el sector farmacéutico y alimentario, ya que su ingesta puede neutralizar los radicales
libres y ayudar a disminuir la incidencia del dano inducido por el estrés oxidativo (Sen y
Chakraborty, 2011; Sanchez, 2013), ofreciendo bondades prometedoras para la salud, ademds del
interés creciente de la industria alimentaria en ampliar la gama de antioxidantes naturales que

ayuden a prevenir la oxidacion en los alimentos.

4.2.2.2. Importancia de los antioxidantes

4.2.2.2.1. Rol de los antioxidantes en los alimentos

La funcion de los antioxidantes en los alimentos no solo estd relacionada con su actividad de
eliminacion de radicales libres (por ejemplo, inhibir la formacién de hidroperéxidos) sino también
con su ubicacion fisica (por ejemplo, el compuesto se concentra donde las reacciones oxidativas son
mas frecuentes) y con su capacidad de participar en otras vias oxidantes (por ejemplo, inactivacion
de metales y regeneracion de antioxidantes endogenos) (Branen, Davidson, Salminen y Thorngate,

2001; Alamed, Chaiyasit, McClements y Decker, 2009).

Los extractos vegetales contienen una variedad de compuestos naturales, pero ciertos principios
activos son responsables de su capacidad antioxidante (Nanditha y Prabhasankar, 2008). Al
agregarlos en la formulacion de alimentos procesados, estos ultimos se convierten en alimentos

funcionales o enriquecidos que proporcionan multiples beneficios para la salud (Pasrija et al., 2015).

Recientemente, muchos estudios epidemiolégicos han sugerido que el consumo de alimentos ricos
en antioxidantes, tienen efectos protectores contra diversas enfermedades, y esta proteccion se ha
atribuido en parte a la presencia de varios componentes, como vitaminas, flavonoides, antocianinas

y otros compuestos fenélicos (Moo-huchin et al., 2014).
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Los antioxidantes como aditivos alimentarios, entre ellos, vitamina A, vitamina E, vitamina C,
galatos y muchos compuestos polifendlicos como flavonoides, isoflavonas, flavonas, antocianinas,
cumarinas, lignanos, catequinas, isocatequinas, epicatequinas y 4cidos fendlicos como el 4cido
hidrocindmico, 4cido hidrobenzoico, 4cido gélico, dcido eldgico, etc., han cobrado importancia
como fitoquimicos antioxidantes (Mehta y Gowder, 2015) y desempefian un papel importante para
garantizar que los productos alimenticios conserven su sabor y color y permanezcan comestibles
durante un periodo més prolongado. Su uso es particularmente importante para evitar la oxidacion
de los productos o enriquecerlos. Otra razén importante es que ciertas vitaminas y varios
aminodcidos pueden ser destruidos facilmente por la exposicion al aire, y los antioxidantes sirven

para protegerlos (Thorat et al., 2013).

Como consecuencia, los antioxidantes fendlicos afiadidos a productos alimentarios mejoran sus
caracteristicas organolépticas (Caleja et al., 2016; Cam et al., 2013), les dan mds valor agregado,
alargan su vida ttil (Tumbas Saponjac et al., 2016) y mantienen su valor nutricional (Ribeiro et al.,
2015), convirtiéndose en sustancias atractivas que diferencian y vuelven tnico al producto que los

contiene frente a otros de la competencia y frente al consumidor.

4.2.2.2.2. Rol de los antioxidantes en la salud

Una produccion anormal de radicales libres en el organismo puede producir desde la disminucion
de la funcionalidad de algunas células, —con lo que aumenta el riesgo de envejecer—, hasta
alteraciones genéticas de determinadas células —con lo que aumenta el riesgo de cincer—. Ademas,
los radicales libres y otras especies reactivas se han asociado con la patogénesis de enfermedades
cardiovasculares, enfermedades autoinmunes, trastornos neurodegenerativos (por ejemplo,
parkinson, alzheimer), trastornos gastrointestinales, enfermedades oculares, osteoporosis,
infertilidad y diabetes mellitus (Halliwell, 2001; Andrade y Fasolo, 2014; Tomas-Barberan, 2003;
Sen y Chakraborty, 2011). Por ello, la utilizacién de sustancias antioxidantes tiene por finalidad
mantener el equilibrio corporal mediante la proteccidon de las biomoléculas frente a la oxidacion
(Huang, Ou y Prior, 2005) y contribuir eficazmente a reducir su efecto perjudicial (Martinez-
Navarrete, Camacho y Martinez, 2008). Los antioxidantes pueden funcionar como moduladores
inmunes y pueden usarse para el tratamiento preventivo o terapia de ciertas enfermedades junto con

la terapia principal (Sen y Chakraborty, 2011).

La eficacia de los antioxidantes en la salud depende de cuestiones genéticas (enzimas) y de la
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nutricién (vitaminas y otros captadores no vitaminicos de la dieta, como los polifenoles) (Martinez-
Navarrete et al., 2008). Debido a que nuestras defensas enddgenas antioxidantes no parecen ser
completamente efectivas contra la susceptibilidad frente al estrés oxidativo, parece razonable
proponer una dieta rica en antioxidantes o, como ya se estd experimentando, una suplementacién
exdgena de antioxidantes (Elejalde, 2001). El consumo de antioxidantes exdgenos puede ayudar
directamente a inhibir las reacciones de radicales libres, prevenir la peroxidacién de lipidos y elevar
el sistema antioxidante end6geno, manteniendo el cuerpo libre de enfermedades (Sen y Chakraborty,

2011).

4.2.3. CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

4.2.3.1. Tipos de antioxidantes segun su mecanismo de accidén

4.2.3.1.1. Antioxidantes primarios

Los antioxidantes primarios son principalmente compuestos fendlicos (A:H) que pueden donar un
atomo de hidrégeno o un electrén al radical libre, convirtiéndolo asi en un producto estable. Son
capaces de inhibir la etapa de iniciacién al reaccionar con un radical lipidico (R") o inhibir la etapa
de propagacion al reaccionar con los radicales per6xidos de los lipidos (ROO™ y RO"). (Armenteros,

Ventanas, Morcuende, Estevéz y Ventanas, 2012).

AH+ R > A +RH (Ec. 1)
AH+ROO > A +ROOH (Ec. 2)
AH + RO > A +ROH (Ec. 3)

Asimismo, como consecuencia de estas reacciones, el antioxidante se oxida formando un radical
libre estable (A”) que no propaga la reaccion de oxidacion. Este radical antioxidante puede interferir
aun mas en las reacciones de propagacion al formar compuestos con los radicales peroxilo o alcoxi

(Nanditha y Prabhasankar, 2008; Armenteros et al., 2012).
A"+ ROO > ROOA (Ec. 4)
A+ RO > ROA (Ec.5)

Los principales antioxidantes primarios son de tipo sintético, como el BHA (butilhidroxianisol),
BHT (butilhidroxitolueno), TBHQ (ter-butilhidroxiquinona) y los galatos de butilo, propilo o
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dodecilo (Gil, 2010; Ardiles y Mozo, 2017), aunque también podrian incluirse dentro de este grupo
a los compuestos de fuente vegetal: carotenoides, tocoferoles, dcidos fendlicos y flavonoides (Chan,
2015), los cuales pueden ser clasificados como antioxidantes primarios y/o sinergistas (Ardiles y
Mozo, 2017). Las enzimas endégenas como la superéxido-dismutasa (SOD), catalasa y glutation

peroxidasa (GPx) también son consideradas antioxidantes primarios (UNAM, 2009; Feduchi,

2010).

4.2.3.1.2. Antioxidantes secundarios

Los antioxidantes secundarios, conocidos como preventivos, reducen la velocidad de oxidacion de
los lipidos a través de varios mecanismos; sin embargo, no influyen sobre el radical libre para que
este se vuelva mds estable. La quelacion y desactivacion de un metal prooxidante, la donacién de
un hidrégeno a un hidroperdxido sin formar especies radicales, la desactivacion del oxigeno singlete
('0y), 1a absorcién de la radiacién ultravioleta o la eliminacién de oxigeno son acciones realizadas
por los antioxidantes secundarios. El ascorbil palmitato, el dcido tartdrico, el dcido citrico, el acido

ascorbico y la lecitina son los méds comunes y usados (Rojano, 1997; Terén, 2014).

a) Quelantes de metales: Interactian con los metales y los oxidan, estabilizandolos y reduciendo

de esta manera su potencial oxidativo. El dcido citrico, el acido fosférico, el EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) y el acido ascorbico son ejemplos de quelantes de metales que

reducen la oxidacién del aceite de forma indirecta (Chan, 2015).

b) Eliminadores de oxigeno: La eliminacién de moléculas de oxigeno también genera actividad

antioxidante. Por ejemplo, el acido ascoérbico presenta comportamiento de agente reductor y
eliminador de oxigeno; asimismo, el oxigeno, en especial el de tipo singlete, puede ser atrapado

por aminodcidos, péptidos, proteinas, ascorbatos y compuestos fendlicos (Chan, 2015).

Cuando los antioxidantes secundarios activan a los antioxidantes primarios causan sinergismo, ya
que actian como donantes de hidrégeno al radical fenoxi, regenerando asi al antioxidante primario,
es decir, los antioxidantes fendlicos se pueden usar a niveles mas bajos si un sinergista se incorpora
simultdneamente en el producto alimenticio (Nanditha y Prabhasankar, 2008). A este grupo de

sinergistas pertenecen los sulfitos, dcido ascorbico, ascorbil palmitato y 4cido eritorbico.
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4.2.3.2. Tipos de antioxidantes segln su origen

4.2.3.2.1. Antioxidantes sintéticos

Estos antioxidantes son obtenidos por vias quimicas in vitro. Entre los antioxidantes sintéticos se
encuentran aquellos andlogos a los naturales (dcido ascérbico, tocoferoles, carotenos, etc.), como
también otros que no tienen andlogos en el medio natural; entre ellos, el butilhidroxianisol (BHA),

butilhidroxitolueno (BHT), galato de propilo (GP) y ter-butil hidroquinona (TBHQ) son los mds

empleados para la preservacion de los alimentos (Ariel, 2014).

a) Butil-hidroxianisol (BHA- E 320): Este antioxidante es altamente soluble en grasas, mas no en

agua. Resulta muy eficaz en la fritura de grasas porque soporta altas temperaturas, evitando su
degradacion o evaporacion. Se utiliza para brindar proteccion a las grasas que se encuentran en
productos de reposteria y en alimentos preparados en general, ya sean dulces o salados,
conservandolos por mds tiempo. Suele ser usado en combinacién con otros antioxidantes,
especialmente con el BHT, ya que potencia su efecto antioxidante (Mufioz, 2008). En la figura
4, se observa el mecanismo de accion del BHA que consiste en la eliminacion de radicales libres
como los peroxilos presentes en una matriz alimentaria, ejerciendo actividad antioxidante al

romper la cadena durante la autooxidacién de los lipidos (Shahidi y Zhong, 2005).
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Figura 4. Mecanismo de acciéon del BHA (compuesto [1])

Sin embargo, el BHA es considerado como "Probablemente carcin6geno para el ser humano™ en

Fuente. Kadoma, Ito, Yokoe y Fujisawa, 2008
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b)

9

la clasificacion para los aditivos alimentarios establecida por la Food and Drug Administration
(FDA) (2018a), debido a los estudios cientificos que han demostrado que el BHA exhibe
actividad promotora de tumores en animales de laboratorio. Por ejemplo, se encontré que es
citotoxico y carcinogénico en el estdmago y vejiga urinaria del ratén, en el estomago y eséfago
de ratas, ratones, hdmsters y cerdos (Kadoma et al., 2008). Asimismo, es causante de irritacién

a la piel, alergias e hiperactividad en humanos (Muifioz, 2008).

Su uso estd autorizado en la mayoria de paises (en Estados Unidos, su nivel mdximo de uso
establecido por la FDA es 0.02% y por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA) es 0.01% en peso de grasa, y Europa permite su uso, junto con el BHT, hasta 0.02% en
peso de grasa), excepto en Japon, donde estd prohibido desde 1958 y en Australia, donde no se

permite su consumo a nifios (Shahidi y Zhong, 2005; FDA, 2018b; FDA, 2018c; Ayuso, 2015).

Butil-hidroxitolueno (BHT- E 321): Este antioxidante solamente es soluble en grasas y se utiliza

siempre mezclado con el BHA, tiene sus mismas aplicaciones, y, en general, las mismas
limitaciones legales (Mufioz, 2008; Ibafiez, Torre y Irigoyen, 2003). El BHT es de menor costo
que el BHA, pero es inestable cuando es sometido a procesos de calentamiento como

pasteurizacién u horneado.

Se ha probado que causé tumores cancerosos en ratas de laboratorio, caus6 dafio pulmonar e
incremento la incidencia de tumores hepéticos en ratones. y que puede aumentar el colesterol en
la sangre, causa alergias, urticaria, hemorragias y dafios al higado en altas concentraciones en el

ser humano (Muiioz, 2008; Race, 2009).

TBHQ y galato de propilo (GP): El TBHQ aumenta la estabilidad oxidativa y mejora el color de

los productos alimentarios que contienen especificamente aceites vegetales, mientras que el GP
estabiliza tanto aceites vegetales como grasas animales, siendo usado en productos cérnicos,
especias y aperitivos, ademds de su importante uso en la base de las gomas de mascar. Ambos
antioxidantes tienen, por separado, efecto sinérgico con el BHA y/o BHT. Sin embargo, algunos
estudios han demostrado que el TBHQ y el GP tienen potencial para formar moléculas complejas
con 4cidos nucleicos y causar dafio a la estructura de doble hélice del ADN (Dolatabadi y

Kashanian, 2010 citado en Apak, Capanoglu y Shahidi, 2018).
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Los cuatro principales antioxidantes sintéticos en uso estdn sujetos a un limite maximo de buenas
practicas de fabricacion de 0.02% del contenido de grasa o aceite de los alimentos (Simic, 1981,
citado en Giil¢in, 2011). Por lo tanto, la controversia sobre la toxicidad de los antioxidantes
sintéticos sobre la salud debido a su efecto téxico y actividad carcinogénica de sus formas oxidadas,
y de sus productos de reaccién con los constituyentes de los alimentos, ademds de los costos
elevados de fabricacion de estos antioxidantes, han impulsado la tendencia a evitar o minimizar el
uso de sustancias sintéticas y a identificar fuentes alternativas naturales y probablemente mas

seguras de antioxidantes alimentarios (Ariel, 2014).

4.2.3.2.2. Antioxidantes naturales

Son aquellos extraidos de fuentes vegetales, principalmente a partir de hierbas o partes de plantas
con concentraciones muy altas de determinados polifenoles, con buenas propiedades de donacién

de electrones y de ruptura de cadenas (Branen et al., 2001).

Algunos de los aditivos antioxidantes mds importantes utilizados en la actualidad, y que se

diferencian de otros por provenir de fuentes naturales, son los siguientes:

a) Extracto de romero: Ha sido aprobado como aditivo alimentario para su uso en la Unién Europea

desde 2008 y esta etiquetado formalmente como "Extracto de romero - E392". Los extractos de
romero se utilizan como aditivo para conservar la carne, el pescado y los aceites (Santos-
Sénchez, Guadarrama-Mendoza, Salas-Coronado, Valadez-Blanco y Herndndez-Carlos, 2017).
En el estudio de Ortuiio, Serrano, Jordan y Bafién (2014), la suplementacién con extracto de
romero en concentraciones de 200 y 400 ppm en la dieta de corderos durante la etapa de engorde,
permitio, luego del beneficio, que la vida media de la carne cruda en atmdsfera controlada se

prolongue hasta 9 - 13 dias.

b) Extracto de semilla de uva: Es considerado por la FDA como GRAS, “generalmente reconocido

como seguro” desde 2003, para ser usado como antioxidante agregado en bebidas, cereales,
aceites y grasas, productos de reposteria, granos, productos lacteos, frutas procesadas y jugos de
frutas a niveles desde 100 a 800 ppm, tanto en sistemas agua/aceite y acuosos (Santos-Sanchez
et al., 2017). Sin embargo, en las galletas preparadas por Davidov-Pardo et al. (2012b), los
extractos de semilla de uva, libre y microencapsulado, a concentraciones de 0.8% y 2.6%,

respectivamente, les confirieron poder antioxidante; sin embargo, el extracto microencapsulado
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les proporcioné mayor actividad antioxidante y mejord sus caracteristicas sensoriales.

¢) Extracto de té verde: Se esta utilizando como aditivo antioxidante natural en los alimentos. Las

catequinas del té se han utilizado en la conservacion de carne de res, cerdo y aves (Santos-
Séanchez, 2017). Por ejemplo, en el estudio de Jamwal, Kumar, Bhat, Kumar y Kaur (2015),
empanadas de pollo con extracto de té verde en concentraciones de 400 ppm tuvieron una vida
util de 21 dias en almacenamiento bajo condiciones de refrigeracion (4 £ 1 °C) reduciendo su
oxidacién. Asimismo, el extracto de té verde a una concentracién de 4% fue agregado por
Ahmad et al. (2015, citado en Santos-Sanchez, 2017) a la harina de trigo para la elaboracién de

galletas, el cual aument6 la aceptabilidad del color, el aroma y el sabor del producto final.

A continuacion, en la Tabla 1, se nombrard las ventajas y desventajas de los antioxidantes naturales

en comparacion con los antioxidantes sintéticos:
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de los antioxidantes naturales frente a los sintéticos

Ventajas

Desventajas

La mayoria presenta solubilidad tanto en agua

como en aceite (amplio rango de
solubilidades), siendo utiles en la preparacién
de emulsiones y otras formulaciones (Moure et

al, 2001; Ariel, 2014).

Son de igual o mayor costo que los antioxidantes

sintéticos, dependiendo de la fuente de
extraccion y la metodologia empleada (Sarkar y
Ghosh, 2016). Son mas caros si se purifican, y
eficientes si no

menos son purificados

(Madhavi, Deshpande y Salunkhe, 1996).

Su aplicaciéon en alimentos no se encuentra
restringida (Bonilla, Mayen, Merida y Medina,
1999).

Si son afiadidos en concentraciones demasiado
altas, puede ocurrir cierta toxicidad (muy baja)
(Race, 2009).

Son inocuos, son rdpidamente aceptados por

los consumidores, son metabolizados por
completo en el organismo y el interés de su uso
va en aumento (Sarkar y Ghosh, 2016; Giil¢in,

2011).

Presentan un amplio
antioxidante (Sarkar y Ghosh, 2016). Aquellos

con actividad antioxidante baja deben ser

rango de actividad

afladidos en cantidades mayores que los
antioxidantes sintéticos para producir el mismo

efecto.

Contribuyen a valorizar los recursos naturales,
ya que muchos de ellos son residuos vegetales,
favoreciendo al hombre y al medio ambiente
(De Oliveira et al., 2009b).

La fraccion activa suele ser mucho més baja que
la adicién real al alimento (presencia de otras

sustancias en su composicion) (Pokorny, 2007),

Pueden favorecer las caracteristicas de calidad
del alimento al que son afadidos al actuar
como colorantes, agentes de conservacion e
impartir caracteristicas sensoriales favorables

(Pokorny, 2007)

Pueden desfavorecer las caracteristicas de
calidad del alimento al que son afiadidos al
actuar como colorantes e impartir caracteristicas

sensoriales desfavorables (Pokorny, 2007)

Pueden reemplazar parcial o totalmente a un

componente alimentario (Patel, 2015)

La cantidad agregada a los productos

alimenticios se adapta segin los resultados

analiticos obtenidos (Thorat et al., 2013).

Fuente: Elaboracion propia
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4.2.4. COMPUESTOS FENOLICOS

4.2.4.1. Compuestos fendlicos en las plantas

Los alimentos de origen vegetal son productos de gran interés, ya que, ademds de aportar
macronutrientes y micronutrientes, contienen una serie de sustancias quimicas no nutritivas,
denominados compuestos bioactivos, los cuales pueden ser indispensables a largo plazo para
mejorar nuestra salud y reducir el riesgo o retrasar el desarrollo de muchas enfermedades (Martinez-
Navarrete et al., 2008; Barragén, 2011). En el reino vegetal podemos distinguir cuatro grandes
grupos de compuestos bioactivos, como son las sustancias terpénicas, las azufradas, las nitrogenadas
y, las mds estudiadas, las fendlicas, que se encuentran de forma general en todos los alimentos de

origen vegetal (Tomds-Barberan, 2003).

Los compuestos fendlicos son moléculas que contienen al menos un grupo fenol, es decir, un anillo
aromaético unido con uno o mds grupos hidroxilo (Porras-Loaiza y Lépez-Malo, 2009) (Figura 5), y
engloban a mas de 8000 compuestos, desde moléculas sencillas de poco peso molecular hasta
polimeros complejos, y cuya caracteristica més relevante es su comportamiento antioxidante
(Porras-Loaiza y Loépez-Malo, 2009; Sotero et al., 2011; Gimeno, 2015; Martin, 2018). Estos
compuestos desempeian una serie de funciones en el crecimiento y reproduccion de las plantas,
protegiéndolas contra patégenos externos, el estrés, la radiacion UV y los depredadores (Pefiarrieta,
Tejeda, Mollinedo, Vila y Bravo, 2014). La disposicion de los compuestos fenolicos en los vegetales
no es uniforme y varia de acuerdo con cada especie (El Gharras, 2009); sin embargo, estos
compuestos se encuentran preferentemente en la cdscara y semilla de muchos frutos (Ayala-Zavala

etal., 2011).

OH

Figura 5. Estructura quimica del grupo fenol

Fuente: Pefiarrieta et al., 2014
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4.2.4.2. Clasificacion de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se clasifican de acuerdo con el nimero de anillos fendlicos que contienen
y con los elementos estructurales que enlazan estos anillos (Manach, Scalbert, Morand, Rémésy y
Jiménez, 2004). En ese sentido, los compuestos fendlicos se pueden agrupar en: dcidos fendlicos,

flavonoides, lignanos y estilbenos (Pefa y Restrepo, 2013).

4.2.4.2.1. Acidos fendlicos

Existen dos grupos de dcidos fenodlicos: el dcido hidroxibenzoico y dcido hidroxicindmico (Manach
et al., 2004) (Figura 6). En general, estos compuestos pueden estar presentes en forma libre o
enlazados a muchos componentes vegetales, a través de enlaces acetal, éter o éster (Zadernowski,

Czaplicki y Naczk, 2009).

Los 4cidos hidroxibenzoicos (Ce¢-C1) incluyen al dcido p-hidroxibenzoico, acido gélico, dcido
protocatéquico, acido vanilico y &cido siringico (Balasundram et al., 2006). Estos pueden estar
presenten en forma conjugada con azucares o acidos, asi como también en forma libre (Cilek, 2012;
Hikkinen, Kédrenlampi, Mykkénen y Torronen, 2000). Estos dcidos han sido encontrados en especias
(nuez moscada, albahaca, clavo de olor, anis, canela y tomillo), frutos secos (nuez, détil y castafia),
berries (arandano, cereza, fresa, frambuesa), té negro y aceitunas. El 4cido gédlico y su forma
dimérica (4cido eldgico) son los componentes esenciales de estructuras complejas como los taninos

hidrolizables (galotaninos y elagitaninos) (Collado, 2011).

Dentro de los acidos hidroxicinamicos (Ce-C3), los compuestos mas representativos son el dcido
ferulico, p-cumdrico, cafeico y sindpico (Bravo, 1998). Estos compuestos suelen encontrarse
esterificados con diversos dcidos orgédnicos, como son el dcido quinico, shikimico o tartdrico. La
esterificaciéon de los dcidos cafeico y quinico origina al 4cido clorogénico, que se encuentra
principalmente en el café y yerba mate (Gémez, 2015). El 4cido fertlico se encuentra principalmente

en el tomate, la cerveza, y en gran proporcion en los granos de cereales (D’ Archivio et al., 2007).
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Figura 6. Estructura quimica de los dcidos fendlicos

Fuente: Ariel, 2014

4.2.4.2.2. Flavonoides

Los flavonoides conforman el conjunto de compuestos fenélicos mds variado y extensamente
distribuido en los vegetales (Ariel, 2014). Se han identificado més de 5000 flavonoides diferentes,
y se estima que el nimero siga creciendo (Martinez-Florez, Gonzélez-Gallego, Culebras y Tuifién,
2002; Perea, 2013). La estructura basica de los flavonoides (Ces-C3-Ce) consiste en dos anillos fenilos
(A y B) unidos por un anillo pirano (C) (Figura 7.a), comtn en la mayoria de los flavonoides

(Escamilla, Cuevas y Guevara, 2009).

Las variaciones en el anillo C origina las principales clases de flavonoides, es decir, flavonoles,
flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavanoles (catequinas y proantocianidinas)
(Manach et al., 2004; Cilek, 2012). En cambio, las sustituciones en los anillos A y B originan
diversos compuestos para cada clase de flavonoide, y estas sustituciones comprenden alquilacién,
oxigenacion, acilacion, sulfonacion y glicosilacion (Ignat, Volf y Popa, 2011). La Figura 7.b muestra

la estructura quimica de las distintas clases de flavonoides.
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Figura 7. Estructura quimica de los flavonoides

A) Estructura bésica de los flavonoides, B) Principales flavonoides y sus derivados

Fuente: Ariel, 2014
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Los flavonoides se encuentran generalmente unidos con moléculas de azicar, en forma de O-
glicésidos o C-glicésidos; sin embargo, también se les puede encontrar en las plantas en su forma
libre, conocidos como agliconas (Cartaya y Reynaldo, 2001; Martinez-Flérez et al., 2002), con
excepcion de los flavanoles que no tienen enlace con ningtin tipo de azicar. La glicosilaciéon permite
que los flavonoides sean mas solubles (Martinez-Flérez et al., 2002). El residuo de azicar mas
frecuente en estos compuestos es la glucosa o ramnosa, aunque también pueden estar unidos con
otros residuos de azucares (por ejemplo, galactosa, arabinosa, xilosa y dcido glucurénico) (Manach

et al., 2004).

Los flavonoles son los compuestos mds ubicuos en los alimentos, siendo los glicésidos de quercetina
y kaempferol los mas representativos (Manach et al., 2004). Las principales fuentes de flavonoles
son las frutas y verduras, como la cebolla, manzana y pimienta negra. También se encuentran en el
té y vino (Cilek, 2012). Los flavonoles generalmente se acumulan en el fruto y hojas de las plantas,
debido a que su biosintesis es provocada principalmente por la luz solar (Price, 1994; Martinez-

Flérez et al., 2002; Cortell y Kennedy, 2006).

Las flavonas representan los flavonoides menos abundantes en las frutas y verduras, siendo los
glicésidos de luteolina y apigenina los mas comunes. Las fuentes mas importantes de flavonas son
el perejil, el apio, la manzanilla y el orégano (Khanam, Sam, Zakaria, Ching y Bhat, 2015; Hostetler,

Ralston y Schwartz, 2017).

Las isoflavonas poseen una estructura quimica andloga a la molécula “estradiol”, debido a esto, son
consideradas como hormonas vegetales o “fitoestrogenos” (D’ Archivio et al., 2007). Las principales
isoflavonas son: genisteina, daidzeina y gliciteina, las cuales se pueden encontrar como agliconas
libres o como glicésidos, los cuales, a su vez, pueden estar esterificados con un grupo acetil o malonil
(Coward, Smith, Kirk y Barnes, 1998). Las isoflavonas estdn presentes en varias leguminosas,

principalmente en la soya y en productos que la contienen (Kudou et al, 1991).

Las flavanonas son encontradas en elevadas concentraciones en citricos, menta y tomate. La
hesperetina en naranjas, eriodictiol en limones y naringenina en pomelo son los principales ejemplos
de flavanonas en alimentos (D’Archivio et al., 2007). Estos compuestos estdn unidos por enlace

glicosidico a un disacérido en la posicion 7 (principalmente, rutinosa o neohesperidosida), el cual

38



es el responsable del sabor del alimento que lo contiene (Tomds-Barberan y Clifford, 2000).

Las antocianidinas se encuentran principalmente como glicésidos, siendo las formas mds comunes
la pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina (Aguilera, Reza, Chew y
Meza, 2011; Salinas, Garcia, Coutifio y Vidal, 2013). Cuando las antocianidinas se encuentran en
su forma de glicésido se conocen como antocianinas (Okumura, Soares y Cavalheiro, 2002). Las
antocianinas se encuentran con mayor frecuencia en los tejidos de color rojo, azul y violeta de flores
y frutos (Perea, 2013). Estdn ampliamente distribuidas en la dieta humana, siendo encontradas en

ciertas variedades de cereales, vino tinto, uvas, fresas y bayas (Ariel, 2014; Gémez, 2015).

Los flavanoles, a diferencia del resto de los flavonoides, no se encuentran estructuralmente
glicosilados (Apeleo, 2016). En la naturaleza pueden aparecer como monomeros (catequinas) y
como polimeros (proantocianidinas o taninos condensados). Las catequinas mas comunes son la
galocatequina, epigalocatequina, epicatequina galato y epigalocatequina. Se encuentran en frutas
como el albaricoque, mora y cereza, asi como también en el vino, chocolate y té (Arts, Van de Putte
y Hollman, 2000a; Arts, Van de Putte y Hollman, 2000b). La polimerizacion de las catequinas
monomeéricas da lugar a las proantocianidinas o taninos condensados, los cuales son los responsables
de la astringencia de frutas como la manzana, la uva, el durazno, de bebidas como el té, el vino, la

cerveza, y del amargor del cacao y su presencia en el chocolate (Gomez, 2015).

4.2.4.2.3. Lignanos y estilbenos

Los lignanos (Cs-C3-C3-Cg) estan presentes principalmente en su forma libre. Se encuentran en
semillas como la linaza (fuente més rica de lignanos), granos ricos en fibra (trigo, cebada y avena),
leguminosas (frijol, lenteja y soja) y vegetales (ajo, esparrago, brocoli y zanahoria) (Saleem, Kim,

Ali y Lee, 2005; Gomez, 2015).

Los estilbenos (Ce-C2-Cs) no tienen una distribucion muy amplia en los alimentos vegetales
(Martinez y Rivas, 2012). Su principal representante es el resveratrol, especialmente los isémeros
trans en forma glicosilada o libre. Se encuentran en alimentos como las bayas, mani y uvas, asi

como en sus derivados (vinos) (Delmas, Langon, Colin, Jannin and Latruffe, 2006).
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4.2.4.3. Capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son considerados los principales agentes antioxidantes que se producen
en las plantas (Khaled-Khodja, Boulekbache-Makhlouf y Madani, 2014) y, por lo tanto, son los més
abundantes en la dieta (Andrade y Fasolo, 2014), actuando en la prevenciéon de enfermedades
cronicas relacionadas con los procesos oxidativos a nivel celular, su propiedad de eliminacion de
radicales libres protege las células de las lesiones causadas por estas moléculas altamente reactivas,
ademds poseen propiedades antiinflamatorias y antialérgicas y quimiopreventivas; y reducen el
riesgo de enfermedades cardiovasculares (Davidov-Pardo et al., 2012a ,Skowyra, 2014; Tomas-
Barberén, 2003); también actdan en la prevencion de la oxidacidn progresiva en los alimentos que

los contienen (Branen et al., 2001).

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos depende de su estructura quimica, en
particular del nimero y las posiciones de los grupos hidroxilo y sus conjugaciones, y de la cantidad
de sustituciones en el anillo aromatico (Balasundram et al., 2006; Estrada, 2013; Landete et al.,
2013). El mecanismo de reaccion entre un antioxidante fendlico (FenOH) y un radical libre como el

peroxilo (ROQO°) puede ser descrito de la siguiente manera (Arias, 2016):

ROO° + FenOH - ROOH + FenO° (Ec. 6)
FenO° + ROO° - ROOFenO (Ec.7)
FenO° + FenO° - FenOH + Q (Ec. 8)

Donde FenO° es el radical libre del antioxidante fendlico oxidado, ROOH es el hidroperéxido,
ROOQOFenO es un producto estable y Q es cualquier quinona o metil-quinona, dependiendo del
nimero y posicion de los grupos hidroxilo en el anillo aromatico. El comportamiento de las

reacciones indica que el mecanismo corresponde al esquema de reaccion de antioxidantes primarios.

4.2.4.4. Residuos alimentarios como fuentes naturales de compuestos fendlicos

Los residuos alimentarios son aquellos que se descartan luego de la cosecha, del consumo directo,
o procesamiento de los frutos para la producciéon de pulpas, jugos, refrescos, aceites, derivados
cosméticos, etc. Los residuos de un fruto estdn conformados por la cdscara, semilla, orujo y bagazo,
que habitualmente son botados por falta de creatividad en generar nuevos productos a partir de ellos,
y se estima que estos residuos pueden llegar a ser del 25 al 50% del peso total del fruto (Gimeno,

2015; Medina-Torres, Ayora-Talavera, Espinosa-Andrews, Sanchez-Contreras y Pacheco, 2017).
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La falta de disposicion final y el manejo inadecuado de estos residuos ha promovido la bisqueda de
un uso para ellos y, como tal, se les ha otorgado un valor agregado a través de la extracciéon de
fitoquimicos bioactivos (Medina-Torres et al., 2017), debido a que se ha demostrado que muchos
residuos, agricolas e industriales, son fuentes atractivas de antioxidantes naturales, siendo los
compuestos fendlicos en su mayoria los responsables de dicha actividad antioxidante (Dorta, 2014;
Gimeno, 2015; Cilek, 2012; Aizpurua-Olaizola et al., 2015; Ferndndez-Agullé et al., 2013; Peng et
al., 2010; Ghafoor et al., 2009; Gonzalez-Montelongo, Lobo y Gonzélez, 2010).

En varios estudios se ha descubierto que el contenido de fenoles totales es particularmente alto en
la céscara y/o semilla de los frutos en comparacién con la pulpa (Soong y Barlow, 2004; Ayala-
Zavala et al., 2011; Contreras-Calderén, Calderén-Jaimes, Guerra-Herndndez y Garcia-Villanova,
2011). Por ejemplo, se han identificado compuestos fendlicos en semilla y cdscara de uva (Lu y Foo,
1999; Farhadi, Esmaeilzadeh, Hatami, Forough y Molaie, 2016), semilla y cdscara de mango (Soong
y Barlow, 2004; Ajila, Bhat y Prasada, 2007; Dorta, 2014), residuos de manzana (Balasundram et
al., 2006; Lu y Foo, 1997), orujo de uva (Lapornik, ProSek y Wondra, 2005), semilla y cédscara de
citricos (Tenorio, 2016), semilla de palta (Ayala-Zavala et al., 2011; Calderén-Oliver et al., 2016),
semilla y cdscara de guayaba (Khalifa, Barakat, E1-Mansy y Soliman, 2016), mazorca de cacao, piel
de pitahaya (Gimeno, 2015), semilla de copoazu (Contreras-Calderén et al., 2011), cascara de
platano (Gonzalez-Montelongo et al., 2010), cascara de caimito y marafion (Moo-Huchin et al.,
2015), semilla de tamarindo (Sandesh, Velu y Singh, 2014), semilla y cdscara de zapote (Berto,
Ribeiro, De Souza, Fernandes y Chisté, 2015), entre otros. Algunos de estos ejemplos, se detallan a

continuacion:
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Tabla 2. Compuestos fendlicos en residuos de diversas frutas

. Compuesto . .
Residuo . Niveles 2 Referencia
Fenolico
Céscara de Flavonoides 22.99 mg EC/g b.s.
Balasundram et al. (2006)
manzana Antocianinas 1.69 mg ECG/g b.s.

Cascara de mango

Fenoles totales

70.1 £4.6 mg EAG/gb.s.

Flavonoides

21.2+2.5 mg ER/gb.s.

Dorta (2014).

Semilla de mango

Fenoles totales

117 £ 13.5 mg EAG/g b.s.

Soong y Barlow (2004)

Semilla de palta Fenoles totales 51.60 mg EAG/g b.h. Ayala-Zavala et al. (2011)
Flavonoides 0.21 £0.10 mg EQ/g b.s.
Flavonoles 0.13 £0.08 mg EQ/g b.s.
Semilla de guayaba Khalifa et al. (2016)
Fenoles totales | 0.43 £0.16 mg EAG/g b.s.
Piel de pitahaya Fenoles totales | 2.08 +£0.80 mg EAG/g b.s. Gimeno (2015)

Semilla de copoazu

Fenoles totales

4.97 +0.18 mg EAG/g b.h.

Contreras-Calderodn et al.
(2011)

Semilla de zapote

Fenoles totales

23.50 mg EAG/g b.s.

Berto et al. (2015)

Céscara de zapote

Fenoles totales

1.156 mg EAG/g b.s.

Berto et al. (2015)

Cascara de uva

Fenoles totales

27.56 £1.01 mg EAG/gb.s

Flavonoides

19.74 £ 0.77 mg EQ/g b.s.

Antocianinas

7.04 £ 0.03 mg ECG/g b.s.

Farhadi et al. (2016)

Semilla de uva

Fenoles totales

15.79 + 0.48 mg EAG/g b.s

Flavonoides

9.96 = 0.94 mg EQ/g b.s.

Farhadi et al. (2016)

E.C.: Equivalente de catequina; E.C.G.: Equivalente de cianidin-glucésido; E.R.: Equivalente de rutin, EAG:
Equivalente de acido gélico; E.Q.: Equivalente de quercetina. * Expresado en base himeda (b.h) o base seca (b.s).
Fuente: Elaboracion propia
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Dentro de los residuos vegetales, las semillas son capaces de almacenar metabolitos secundarios
como tocoferoles, compuestos fendlicos y carotenoides. Dentro de los compuestos fendlicos, los
flavonoides y taninos son los principales responsables del alto potencial antioxidante en los extractos
de semillas de frutos exdticos (Benariba et al., 2013; Omena et al., 2012; Jing et al., 2012). El interés
creciente en el estudio de semillas de especies exdticas y poco conocidas y su aprovechamiento
como fuentes naturales de compuestos fendlicos, ademds de brindar beneficios a la salud y reducir
la contaminacién ambiental, da valor agregado al residuo, brinda beneficios econémicos a los
agricultores de la regién y posibilita el descubrimiento de nuevos principios activos (Oliveira,

Yamada, Fagg y Brandao, 2012; Barbosa, 2016; Medina-Torres et al., 2017).

4.2.5. UNGURAHUI

4.2.5.1. Nombres comunes

El ungurahui (Oenocarpus bataua Mart.) es conocido con mas de 50 nombres en la region tropical
del continente americano; sin embargo, los mas conocidos son ungurahui o sacumama en Peru,
chapil en Ecuador, bataud o pataud en Brasil, majo o ch’ari en Bolivia, aricagud o palma seje en

Venezuela y milpesos, patabd o seje en Colombia (Balick, 1992).

4.2.5.2. Descripcion botdnica

El ungurahui pertenece taxonOmicamente a la familia Arecaceae, género Oenocarpus y especie
Oenocarpus bataua Mart (Montifar y Pintaud, 2008). La palabra “Oenocarpus” significa: oeno =
vino y carpus = fruto, o sea, “vino del fruto”, demostrando la importancia del jugo elaborado a partir
de la pulpa del fruto (Amazonas, 2008). La palmera mide aproximadamente de 15 a 35 m de altura
(Camacho, 2015). Los frutos son drupas ovoides o elipsoides, son de color verde cuando estan
inmaduros, y mientras van madurando, se van tornando de color negro violdceo. El tamafio de los
frutos es de 2.3 a 3.6 cm de largo y 1.7 a 2.5 cm de didmetro, agrupados en racimos con peso entre
2y 32 kg, con 500 a 4000 frutos. Los frutos presentan epicarpio liso y se encuentran recubiertos por
una capa cerosa y negra violdcea; mesocarpio carnoso, oleaginoso, de aproximadamente 0.5 a 1.5
mm de espesor y de color entre crema y violeta; semilla dura, lefiosa, cubierta por grandes fibras
delgadas y oscuras, endosperma duro. El contenido de cdscara mds pulpa del fruto tiene un espesor
de 2 a 3 mm (Belizario y Cahuama, 2014; Camacho, 2015), el resto del espesor del fruto lo ocupa
la semilla. El peso total de un fruto oscila de 8.4 a 15.4 g, compuesto aproximadamente de 1.2 a 2.8

g de epicarpio, 1.3 a 2.7 g de mesocarpio y 5.8 a 10.2 g de endocarpio, y con un rendimiento de
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pulpa entre 21.3 y 25.1% (Gonzales, Mejia y Torres, 2014). Es decir, con respecto al peso total del
fruto, aproximadamente el 30%, le pertenece a la cdscara mds pulpa, mientras el 70% del peso

restante es semilla (Quispe, Ayala, Ingunza, Landeo y Pascual, 2009).

Figura 8. Palmera de ungurahui

Fuente: Machado, 2008

Figura 9. Racimo de ungurahui con frutos maduros suspendidos

Fuente: Natura, 2014
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',"EPICARPIO. e, Wl ENDOCARPIO

Figura 10. Fruto de ungurahui con la sefalizacion de sus partes: epicarpio (cdscara), mesocarpio
(pulpa) y endocarpio (semilla)

Fuente: Adaptado de Four Magazine, 2015

4.2.5.3. Aspectos geograficos y climatolégicos

La palmera de ungurahui crece de forma silvestre en la selva tropical, a lo largo de la cuenca del rio
Amazonas (Darnet, Silva, Rodrigues y Lins, 2011), se encuentra distribuida en Bolivia, Brasil,
Colombia, Ecuador, Peru, Venezuela y Guyana (Camacho, 2015). En la selva del Peru, estd
distribuida en los departamentos de Madre de Dios, Loreto, Junin, Ucayali, San Martin, Pasco y

Huanuco (Camacho, 2015).

El clima tropical himedo y tierras tanto inundables como no inundables son propicias para el
crecimiento de esta palmera. La siembra ocurre principalmente en épocas de gran precipitacion
pluvial, en zonas con gran humedad acumulada, alternada con el aguaje. La cosecha ocurre durante
todo el afio, pero se da con mayor frecuencia desde octubre hasta marzo. Una palmera tiene una
produccion anual de 30 a 36.8 kg (Pinedo, Rengifo y Cerrutti, 1997), dependiendo de la geografia y

clima de la zona.

4.2.5.4. Usos tradicionales

4.2.5.4.1. Uso alimentario/ nutricional

Los frutos son utilizados tradicionalmente de diferentes maneras por las comunidades amazonicas
como medio de vida para subsistir, ya sea para consumirlas de forma natural, como para obtener de
manera artesanal diversos alimentos, tales como helados, refrescos, masato, chicha, leche (chapo de
ungurahui) y aceite comestible de sabor agradable, o para su comercializacion en los mercados de
la localidad (Balick, 1992; Quispe et al., 2009). Las hojas jovenes se utilizan para la extraccion y

consumo del palmito del meristemo foliar, aportando gran cantidad de fibra (Miranda, Montafio,
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Zenteno, Nina y Mercado, 2008).

El mesocarpio del ungurahui aproximadamente 7.4% de proteinas, siendo un valor elevado en
comparacion con otros mesocarpios de frutas tropicales que poseen de 1-5% de proteinas en materia
seca. La composicién de aminodcidos es comparable a la proteina animal y considerablemente
superior a la vegetal (Darnet et al. 2011; Miranda et al., 2008). Segin Balick y Gershoff (1981,
citado en Pastore, Fernandes de Aradjo, Petry, Martinez-Echevarria y Costa-Fernandes., 2005),
entre los aminodcidos no esenciales destacan el dcido aspartico (122 mg), dcido glutdmico (96 mg),
prolina (75 mg), glicina (69 mg), alanina (58 mg), arginina (56mg) y serina (54 mg). Entre los
aminodcidos esenciales destacan la leucina (78 mg), treonina (69 mg), valina (68mg), lisina (53 mg),
isoleucina (47 mg) y tirosina (43 mg). Se ha determinado también predominancia de vitamina E ([]-
tocoferol) de 6.1 mg/ 100 g en materia seca en el mesocarpio de ungurahui (Rezaire et al., 2014) que

representa al 86% de los tocoferoles presentes en el fruto (Montufar et al., 2010).

La torta y harina de ungurahui que poseen fibra, proteina, y carbohidratos, pueden ser
potencialmente aprovechadas en la industria de alimentos para la elaboracién de insumos o

ingredientes alimentarios (Gonzéles y Torres, 2011).

En cuanto a la leche de ungurahui, de los 20 aminodcidos presentes en esta bebida, 18 superan los
valores minimos requeridos por la FAO. La leche contiene esteroles (B-sitosterol y estigmasterol),
carbohidratos y provitamina A. Su contenido caldrico es similar al de la leche humana, al de la carne

roja y superior al de la leche de soya por su mejor calidad proteica (Miranda et al., 2008).

El aceite del ungurahui es de mejor o igual calidad que el aceite de oliva debido al perfil de dcidos
grasos encontrados en la composicion de la pulpa (4cido oleico, 72.9-82.4%; acido palmitico, 6.0-
14.9%; &cido estedrico, 2.8-9.4%; 4acido linoléico, 2.7-8.8%; d4cido palmitoleico, 0.6%; acido
miristico, 0.4%; acido linolénico, 0.2-4.6%; y 4acido laurico, 0.2%) y a su rendimiento de extraccién
(29.1%; similar al olivo, 18-35%) (Pastore et al., 2005; Darnet et al., 2011). Por otro lado, el valor
nutricional de la semilla de ungurahui es bajo, ya que contiene solo 2.9% de proteina y 0.3-3% de

aceite, en comparacion con la pulpa del fruto (Miranda et al., 2008).

4.2.5.4.2. Uso medicinal /estético

Los frutos se usan principalmente contra la diabetes y el cancer (Sosnowska, Ramirez y Milldn,

2010). El aceite del fruto de ungurahui es bebido por las comunidades indigenas amazdnicas cuando
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ocurren problemas de asma y TBC. Por sus propiedades hidratantes, también se usa el aceite con
fines cosméticos, para el cuidado de la piel y o en férmulas para el tratamiento de la caspa, para
revitalizar o combatir la caida del cabello, para mantener su color y brillo natural (Rainforest
Alliance, 2014); la infusién de las raices adventicias es antidiarreico, antiparasitario y ayuda a
calmar la gastritis y controlar la diabetes, la raiz también es usada para tefir el cabello; la maceracion
con agua de los frutos inmaduros triturados contrarresta el paludismo (Pinedo et al., 1997;
Sosnowska et al., 2010); la leche obtenida de la pulpa del fruto es utilizada como una bebida nutritiva
para combatir la anemia (Araujo-Murakami y Zenteno, 2006); y el palmito es consumido para

mejorar el higado (Sosnowska et al., 2010).

4.2.5.4.3. Uso en construccion/ artesania

Las hojas y los tallos del ungurahui son utilizados en la construccion de aldeas. Las hojas son usadas
para la fabricacién de techos de las viviendas (Sosnowska et al., 2010). Las hojas jévenes se utilizan
para fabricar canastillas, abanicos, paneras, morrales y escobas, mientras que las hojas maduras se
utilizan para elaborar dardos o flechas (Miranda et al., 2008). Los peciolos son usados en la
fabricacion de dardos y los tallos son usados para confeccionar arcos y puntas de flechas (Pinedo et
al., 1997). Los frutos son utilizados para tefiir. Algunos lugarefios utilizan las semillas del fruto con

fines artesanales, de las cuales crean amuletos, pulseras, collares, botones, etc (Miranda et al., 2008).

4.2.5.5. Potencial fendlico en la pulpa y semilla del fruto

En el estudio de la composicion fendlica del fruto de ungurahui realizada por Rezaire et al. (2014),
se realiz6 una comparacion entre el ungurahui y el acai y se demostré que el ungurahui posee mayor
capacidad antioxidante en las pruebas TEAC y FRAP, y una capacidad antioxidante bastante similar
con el acai en el ensayo DPPH. El ungurahui también posee una alta capacidad antioxidante al
compararlo con otras bayas conocidas como “ricas en antioxidantes”, posicionandose como una
"super fruta". Investigaciones previas han revelado una composicion polifendlica original que no
ha sido reportada en otras especies del género Oenocarpus, en la cual destacan los estilbenos
(principalmente el “piceatanol”, considerado en algunos casos mas activo que el resveratrol), 4cidos
fendlicos (principalmente el dcido clorogénico), antocianinas y procianidinas (Rezaire et al., 2014).
La presencia de estos compuestos fendlicos demuestra el gran potencial del fruto como fuente de
antioxidantes (Rezaire et al., 2014; Hidalgo et al., 2016; Funasaki, Barroso, Fernandes y Menezes,

2016). Un aspecto importante es que la semilla de ungurahui, la cual representa aproximadamente
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el 70% del peso del fruto, presenta un mayor contenido de fenoles totales y mayor actividad
antioxidante que la pulpa; ademas, la capacidad antioxidante por DPPH del extracto de semilla es

muy semejante a la observada para el patrén de quercetina (Hidalgo et al., 2016).

Tabla 3. Composicion fendlica del extracto de pulpa de ungurahui

Concentracion
Grupo fenélico Composicion

(ug/g de peso seco)
Esterol A®-avenasterol N.D.*
Estilbeno Dihexosa de resveratrol 220
Estilbeno Isorapontigenina 390
Estilbeno Piceatanol 1980
Acido hidroxicindgmico Acido clorogénico 1530
Acido hidroxibenzoico Hexosa de 4cido siringico 31
Antocianina Cianidina-3-rutindsido 470
Procianidina Taninos 18000

*: N.D significa que no estd definido por el autor.

Fuente: Rezaire et al., 2014; Montufar et al., 2010.

4.2.6. EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

El proceso de extraccion permite la recuperacion de compuestos fendlicos a partir de residuos
alimentarios. En la actualidad, no existe una técnica de extraccion estandarizada (Fontana,
Antoniolli y Bottini, 2013). La seleccion del método para obtener extractos ricos en compuestos
antioxidantes determina el rendimiento, eficiencia y costo econdmico de la extraccion (Dorta, 2014).
En general, los métodos de extraccién pueden clasificarse como métodos convencionales y no

convencionales (Duenas, 2017).

4.2.6.1. Métodos de extraccidn convencionales

Los métodos convencionales han sido muy utilizados, pero presentan tiempo de extraccion bastante
prolongados, baja selectividad, bajo rendimiento de extraccion, la técnica es laboriosa y requiere

cantidades relativamente grandes de solventes (Dorta, 2014). Asimismo, las elevadas temperaturas
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utilizadas durante la extraccion pueden producir degradacion de compuestos fendlicos por

ionizacién, hidrdlisis u oxidacién (Duefias, 2017).

Podemos encontrar dos métodos de extraccién convencionales: extraccion liquido-liquido y
extraccion solido-liquido. En el primer método, una solucién liquida que contiene el soluto
(alimentacién) se mezcla con un liquido inmiscible o casi inmiscible (solvente), y como resultado,
se obtiene dos soluciones: el extracto que consta del solvente y soluto extraido, y el refinado que
consta de los residuos de la solucién inicial con practicamente nada de soluto (Ignat et al., 2011).
Mientras que, en el segundo método, los solutos contenidos en una matriz s6lida migran a un
solvente capaz de disolverlos (Skowyra, 2014). El tiempo requerido para que el solvente interactie
con la matriz es critico para la recuperacion del soluto y depende de la solubilidad del soluto,

temperatura de extraccion, drea superficial de la matriz y viscosidad del solvente (Ballard, 2008).

4.2.6.2. Métodos de extraccidén no convencionales

Los métodos de extraccion no convencionales permiten reducir el tiempo de extraccion, preservar
el valor nutricional o fisioldgico de los componentes de interés y reducir el costo econdmico del
proceso. Estdn basados en tecnologias mds eficientes, selectivas y mds respetuosas con el medio
ambiente para obtener extractos ricos en compuestos antioxidantes a partir de biorresiduos
(Puértolas, Luengo, Alvarez y Raso, 2012). Entre los métodos de extraccion no convencionales
destacan la extraccion con fluidos supercriticos, extraccion asistida por microondas, extraccion
asistida por altas presiones, extraccidon por pulsos eléctricos y extraccion asistida por ultrasonido

(Dorta, 2014; Hemwimol, Pavasant y Shotipruk, 2006).

4.2.6.2.1. Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

La extraccion se lleva a cabo en bafio ultrasénico (Ballard, 2008). La mayor eficiencia de EAU, en
comparacion con las técnicas convencionales, se atribuye al fendmeno de cavitacién (Figura 11).
Este fendmeno abarca la formacion, crecimiento (expansién y compresion) y colapso de burbujas

durante la propagacion de una onda de ultrasonido en un medio liquido (Chemat et al., 2016).
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Figura 11. Cavitacién producida por la EAU

Fuente: Soria y Villamiel, 2010

A medida que las ondas pasan a través del liquido, se generan burbujas que viajan en la superficie
del material vegetal a una velocidad que depende de la naturaleza de la onda y del material (Soria y
Villamiel, 2010) (Figura 12.A). Las burbujas crecen durante los ciclos de expansion (presion
minima), y se comprimen durante los ciclos de compresién (presion maxima). Este aumento de
presién y temperatura causado por la compresidon conduce a la implosién o colapso de las burbujas
muy cerca de la pared celular, alterando su permeabilidad y causando la disrupcion celular (Toma,
Vinatoru, Paniwnyk y Mason, 2001; Hemwimol et al., 2006) (Figura 12.B). Finalmente, ocurre la
penetracion del solvente al interior de la célula a través de los canales producidos por la implosion
de las burbujas, facilitando asi la difusién de los componentes deseados fuera de la célula (Ballard,

2008; Dueiias, 2017; Medina-Torres et al., 2017) (Figura 12.C).

pared celular mm‘r_lluestas disrupcién | disrupcién
: fenolon celular | celular _ liberacion de los
compuestos
A T
A
B ==
.f.
. ingreso del
colapso de solvente
Burbuja burbujas
A). Representacion: Burbuja y célula vegetal B) Ruptura de la pared celular C) Difusién del solvente y liberacion de los compuestos

Figura 12. Colapso de burbujas por cavitacion y liberacion de compuestos de interés

(A) Representacion de las burbujas y la célula vegetal, (B) Ruptura de la pared celular y colapso de las
burbujas y (C) Difusidn del solvente a través de la disrupcion celular y liberacion de los compuestos

Fuente: Medina-Torres et al., 2017
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La EAU es considerada una tecnologia aplicable en el campo de la “Quimica Verde” por ser un
proceso sostenible y, por lo tanto, "amigable con el medio ambiente", con el que es posible utilizar
materias primas renovables, reduciendo el consumo de energia (Medina-Torres et al., 2017). Ha
demostrado ser un método eficiente de extraccién no térmica (Binti, 2012) que permite realizar la
extraccion a temperatura ambiente, siendo recomendable para compuestos termoldbiles; sin
embargo, el ultrasonido puede ocasionar pequefias oscilaciones de temperatura (Duenas, 2017).
Ademads, mejora la eficiencia de extraccion de compuestos de interés al aumentar el rendimiento y
acortar el tiempo de extraccion en varios tejidos vegetales (Hemwimol et al., 2006). Sin embargo,

existen pardmetros que influyen en el proceso de EAU como, por ejemplo, el solvente y el tiempo.

La seleccion del solvente de extraccion no solo estd determinada por la solubilidad de los
metabolitos de interés, sino también por los pardmetros fisicos, como la viscosidad, la tensién
superficial y la presion de vapor del solvente. Se prefiere un solvente con baja presioén de vapor, ya
que el colapso de la burbuja de cavitacién es més intenso en comparacion con los solventes con alta
presion de vapor. Asimismo, solventes con baja viscosidad y tension superficial producen burbujas
con mayor facilidad porque tienen menor densidad y requieren de menos energia (Chemat et al.,

2016).

Un adecuado tiempo de extraccion permite ahorrar energia y aumenta la eficiencia del proceso
(Mokrani y Madani, 2016; Medina-Torres et al., 2017). El fenédmeno de cavitacién genera mayor
transferencia de masa y mayor interaccion soluto-solvente, lo que resulta en un menor tiempo de
extraccion en comparacion con los métodos convencionales. El rendimiento de la extraccion se
incrementa con el tiempo de contacto entre el soluto y el solvente; sin embargo, segin Duefas
(2017), se debe tener cuidado con tiempos excesivos de exposicion a la sonicacion, ya que la
intensidad de la energia del bafio ultrasonico puede desestabilizar y reducir la calidad de los

compuestos de interés.

4.2.7. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA (MSR)

4.2.7.1. Definicion

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) fue introducida por primera vez por Box y
Wilson (1951). Es una herramienta estadistica de andlisis multivariable que permite establecer las
condiciones 6ptimas con el objetivo de mejorar un proceso (Rajaei, Barzegar, Hamidi y Sahari,

2010). Puede usarse para evaluar los efectos de multiples factores (variables independientes), solos
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0 en combinacidn, y sus interacciones con una o mas variables de respuesta (Li et al., 2016; Bas y
Boyaci, 2007; Jang, Lee, Lee, Choi y Kim, 2017). Esta metodologia brinda una vasta informacién a
partir de una reducida cantidad de experimentos, ahorrando tiempo y dinero en comparacion con las
metodologias tradicionales (Gimeno, 2015) como el andlisis univariable, que solo toma en cuenta
un factor y requiere de una gran cantidad de experimentos para determinar los niveles 6ptimos (Sun,

Xu, Zhang, Hu y Zeng, 2011; Moreno, 2013).

La MSR analiza la informacién de las variables involucradas mediante graficos de contorno (en un
solo plano) o gréficos 3D (en tercera dimension) (Zambrano-Zaragoza, Gallardo-Navarro, Meléndez
y Arjona-Romdn, 2003). Esta metodologia es aplicada tanto en laboratorios de investigacién como

en maquinarias corporativas (Hunter y Koehler, 2005).
4.2.7.2. Representacion matematica

En un lenguaje matematico, como ocurre en la MSR, se produce una supuesta “relacion funcional”,

como se muestra en la ecuacion 9:

n=f(x1,x,. %)+ € , (Ec.9)

donde 1 es la respuesta, f es la funcién desconocida de respuesta, x;, x2, ..., X, denotan las variables
independientes, n es el nimero de las variables independientes y finalmente € representa el ruido o
error estadistico que representan otras fuentes de variabilidad no cuantificadas por f (Martinez,
2016). La variable respuesta se expresa como una funcién polinomial, ya que se busca encontrar una
relacion funcional adecuada entre 1 y el conjunto de variables independientes para que pueda
ajustarse a un polinomio de primer o de segundo grado (Montgomery, 2004; Villanueva, 2014). Sin
embargo, ajustar los datos a un polinomio de segundo orden es el mayor inconveniente de la MSR
ya que no todos los sistemas que contienen curvatura estdn bien acomodados por esta funcion (Bas

y Boyaci, 2007).

Comiunmente, polinomios de orden bajo como de primer y segundo orden son utilizados sobre las
variables independientes. Si la respuesta se amolda a una funcién lineal de las variables
independientes, se obtiene un modelo de primer orden (lineal), pero si existe curvatura en la
respuesta, entonces se usard un modelo de segundo orden (cuadratico) (Escobar, Pardo, Buitrago y

Lopez, 2004).
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4.2.7.3. Fases de la metodologia

Las fases tipicas de la MSR son las siguientes (Gimeno, 2015):
Primera fase.- Se determinan las variables independientes y el rango de sus valores.

Segunda fase.- Se elige el disefio experimental deseado y se comprueba mateméticamente el modelo
obtenido. Los disefios de primer orden (factorial 2k) y de segundo orden (Central Compuesto o Box-

Behnken) son los més utilizados.

Tercera fase.- Se obtiene la ecuacién polinomial, los graficos de superficie de respuesta y los

graficos de contorno (Figura 13), que ayudan a identificar los valores éptimos.
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Figura 13. Superficie 3D y de contorno de la MSR, de izquierda a derecha

Fuente: Sun et al., 2011

4.2.7.4. Disefio Central Compuesto

El Disefio Central Compuesto es un disefio bastante util parala MSR, ya que su lenguaje matematico
es sencillo, requiere menos tiempo de aplicacion y es mds eficiente que otros disefios, ademds es
ampliamente utilizado para estimar superficies de respuesta de segundo orden, o conocidas como
cuadréticas (Park, Kim y Cho, 2008; Carvalho de Lima, 2013). La optimizacién multirespuesta se
logra mediante la determinacion de la mejor combinacion de los factores tal que produzcan el 6ptimo

global, es decir que todas las respuestas den su mejor valor (Bacio, 2007).

El DCC genera puntos factoriales, puntos axiales y puntos centrales (Jiménez, 2015). La Figura 14
muestra un disefio central compuesto (DCC) de dos factores, en el que las 4 esquinas del cuadrado
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representan los puntos factoriales del disefio (+/-1), los 4 puntos estrella representan los puntos

axiales del disefio (+/- o) y en el centro del cuadrado se ubica el punto central replicado.

Figura 14. Disefio central compuesto de dos factores

Fuente: Stat-Ease Inc., 2018

La ubicacion de los puntos estrella (axiales) determina si el disefio es ortogonal o rotable. Un disefio
es rotable si puede hacer estimaciones con la misma cantidad de precision en todas las direcciones
de la superficie ajustada. Un disefio es ortogonal si las estimaciones de todos los términos en la
superficie ajustada no estdn del todo correlacionadas (TIBCO Software Inc., 2018), esto significa
que los errores en la estimacion de un efecto no varian la estimacién del otro efecto. Los disefios
centrales compuestos ortogonales nos impiden confundir accidentalmente los efectos de dos factores

diferentes. (Wass, 2010).

4.2.7.5. Extraccion de compuestos de interés mediante la MSR

La extraccién de compuestos de interés utilizando la MSR no solo sirve como ayuda visual para
tener una imagen mads clara de los efectos de diversos factores en la extraccion, sino que también
nos ayuda a localizar la region donde se optimiza la extraccion (Jang et al., 2017) y reduce el ntimero
de ensayos experimentales en procedimientos de extraccion estadisticamente complejos como en

los que intervienen matrices alimentarias (Lingzhu et al., 2015).

Diversos procesos en la industria alimentaria requieren ser optimizados para hacerse mas eficientes
y la MSR ha sido utilizada para lograr ese objetivo en técnicas de molienda, hidrdlisis de
polisacaridos (Rodriguez-Nogales, Ortega, Perez-Mateos y Busto, 2007) , sintesis de acidos (Jang
et al., 2017), fermentacion (Carvalho de Lima, 2013) y otros procesos bioquimicos, extraccion de
compuestos de interés como pigmentos, aditivos, enzimas, aminodcidos, hidratos de carbono y
sustancias nutracéuticas (Gimeno, 2015). Actualmente, el disefio central compuesto de la MSR esta
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siendo utilizado con éxito en la optimizacién de la EAU de polifenoles a partir de fuentes naturales
como Origanum majorana (Hossain et al., 2012), barba de choclo (Lingzhu et al., 2015), melaza

(Chen, Zhao y Yu, 2015), hojas de Perilla frutescens (Li et al., 2016), entre otros.

4.2.8. METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE

Existen diversos sistemas que generan radicales libres con la finalidad de determinar la capacidad
antioxidante de una determinada muestra. Por ello, los radicales libres reaccionan con la muestra, la
cual, gracias a su capacidad antioxidante, inhibe a los primeros (Ramirez, 2017). Esta inhibicién de
los radicales libres es directamente proporcional a la capacidad antioxidante de la muestra (Cerén y

Lopez, 2013).

La capacidad antioxidante de los alimentos ha sido medida a través de los afnos por diversos métodos
espectrofotométricos (Aparcana y Villarreal, 2014). Entre los ensayos espectrofotométricos mas
utilizados se encuentran el método de barrido de radicales libres DPPH y el método de la Capacidad
Antioxidante Total (CAT) o también conocido como método del fosfomolibdeno. Asimismo, la
capacidad antioxidante de los alimentos se ha correlacionado linealmente con su contenido fendlico
en numerosos estudios (Karadag, Ozcelik y Saner, 2009). Por ello, se aplica el ensayo de Folin
Ciocalteu como un ensayo de rutina simple y reproducible en numerosos estudios de agroquimica y

alimentos que tratan sobre los antioxidantes (Huang et al., 2005).

4.2.8.1. Método del DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo)

Este método fue propuesto originalmente por Brand-Williams, Cuvelier y Berset (1995) y se
fundamenta en la medicién de la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical DPPH’
(Aparcana y Villarreal, 2014), mediante la desapariciéon de compuestos cromdgenos de naturaleza

radical (que simulan ser EROS) (Arnao, 2000).

La molécula DPPH se caracteriza por ser un radical libre estable debido a la deslocalizacion de un
electr6n desapareado sobre la molécula completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es
el caso de la mayoria de los radicales libres. La absorcién maxima del DPPH en etanol ocurre a 517
nm y se caracteriza por ser de color morado que es intensificado por la deslocalizacién de su electron.
El color morado propio de la solucion de DPPH" se desvanece y se torna amarillo cuando esta

reacciona con el antioxidante que le dona un atomo de hidrégeno, como se muestra en la Figura 15,
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ocurriendo simultdneamente la disminucién de la absorbancia. Este cambio de color es leido
espectrofotométricamente y nos permite determinar la propiedad antioxidante de una muestra, tras
un tiempo de reaccion de 20-30 minutos (Alam, Bristi y Rafiquzzaman, 2012; Mishra, Ojhla y
Chaudhury, 2012).
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1,1-difenil-2-picrilhidrazile (radical libre)
Morado

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo {no radical)
Amarillo

Figura 15. Estructura del DPPH al reaccionar con un antioxidante

Fuente: Alam et al., 2012

4.2.8.2. Método de la Capacidad Antioxidante Total (CAT) o del fosfomolibdeno

El método de la Capacidad Antioxidante Total fue establecido por Prieto, Pineda y Aguilar (1999)
y tiene como principal especie implicada al molibdato de amonio. Es un método espectrofotométrico
que sirve para la determinacion cuantitativa de la capacidad antioxidante total de una muestra, tanto
de sus componentes lipofilicos como hidrofilicos (Oliveira et al., 2016). El ensayo se basa en la
reducciéon de Mo (VI) a Mo (V) por el antioxidante, pasando de una coloracién amarilla inicial a un
verde azulado a medida que es reducido por el antioxidante, con la formacion del complejo de
fosofomolibdeno. La coloracién verde azulada es mds intensa cuanto mayor es la actividad
antioxidante de la muestra (Bora, Miguel, Andrade y Oliveira, 2005). La reaccién ocurre en medio
fuertemente 4cido, con temperatura cercana a ebullicién y tiempo prolongado, y presenta un maximo
de absorcion a 695 nm (Alam et al., 2012). Se utiliza el 4cido ascérbico como estdndar de referencia

(Montes De Oca, 2014).

La reaccion ocurre en dos etapas, como se observa en la Figura 16. En la primera etapa, el fosfato
(PO4+*) o sus formas protonadas reaccionan con el molibdato (MoO4>) (abreviatura derivada de la
sal comercial heptamolibdato de amonio tetrahidratado) para formar el dcido 12-molibdofosférico

(12-AMF); y en la segunda etapa, éste es reducido al complejo verde de fosfomolibdato (FM) por
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accion del antioxidante (AH) (Belizario y Cahuama, 2014).

1. HPOZ+ 12MoOZ + 26H' <—>[ HiP(MosOw)] + 12H@

12— AMF (verde)

se reduce
Por accidn del
2. antioxidante de 12-(AMF)+ AH —» FM + A®
la muestra ik =T
se oxida

Figura 16. Reaccién estequiométrica del ensayo del fosfomolibdeno

Fuente: Adaptado de Belizario y Cahuama, 2014

4.2.8.3. Determinacién del contenido fendlico total por Folin-Ciocalteu

La determinacion cuantitativa de compuestos fendlicos en alimentos mediante el uso de reactivo
Folin-Ciocalteu es un método generalizado que se basa en una reaccién de oxidacién/reduccion
(redox), y con el que se mide la capacidad de los compuestos fendlicos para reducir el molibdeno
del 4cido fosfomolibdico/fosfotingstico a un complejo azul donde ocurre la reaccién de

transferencia de electrones entre el Mo (VI) y el reductor (Tovar, 2013), segtn la ecuacién 10:
Mo (VI) + e- (reductor) — Mo (V) (Ec. 10)

El método implica la oxidacion de los compuestos fendlicos en medio alcalino (pH=10) originando
6xidos de tungsteno (Ws023) y de molibdeno (MogO23), y la medicién espectrofotométrica del
complejo de molibdotungstofosfato azul resultante entre 750-765 nm. Generalmente, el dcido galico

se usa como estandar de referencia (Magalhaes, Segundo, Reis y Lima, 2008).

Se desconoce la naturaleza quimica exacta del reactivo F-C, pero se cree que contiene
heteropolifosfotungstatos-molibdatos (Huang et al., 2005). Para tener resultados reproducibles es
importante mezclar la muestra y el reactivo F-C en condiciones diluidas y agregar la solucion de
carbonato al final de la preparacién con un tiempo de incubacién prolongado que puede ser superior

a 1 hora (Singleton, Orthofer y Lamuela-Raventds, 1999).

4.2.9. MICROENCAPSULACION

La encapsulacion, segin Madene, Jacquot, Scher y Desobry (2006), es la técnica mediante la cual

un material se recubre o es atrapado dentro de otro material o sistema. El material central recubierto
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se refiere a la sustancia que serd encapsulada y se denomina “compuesto activo” o “nucleo”, y el
material de recubrimiento se refiere al polimero que se ubica alrededor del niicleo y se denomina
“material de pared” o “agente encapsulante”. Si las particulas generadas tras el proceso de
encapsulacion presentan un didmetro medible en micrones, son microparticulas, y el proceso habra

sido una microencapsulacion.

4.2.9.1. Importancia de la microencapsulacién

Una forma innovadora de brindar proteccion a compuestos de grado alimentario como pigmentos
naturales, aceites y grasas, colorantes y antioxidantes debido a la sensibilidad que poseen frente a la
luz, humedad, oxigeno, temperatura o metales que pueden causar su degradacién es mediante la
microencapsulacion (Gibbs, Kermasha, Alli y Mulligan, 1999; Rosenberg, Kopelman y Talmon,
1985; Herrera, 2013; Herazo, 2013), haciendo que estos materiales alimenticios resistan mejor las

condiciones ambientales, de procesamiento y empacado (Luna, Lopez, Jiménez y Luna, 2016).

La industria alimentaria aplica la tecnologia de la microencapsulacion por los siguientes motivos

(Shahidi y Han, 1993; Gaonkar, Vasisht, Khare y Sobel, 2014):

1. Permite reducir la reactividad del nucleo (ingrediente activo sensible) en relacién con el
entorno exterior; es decir, aumenta su estabilidad y controla su velocidad de transferencia.

2. Promueve un manejo mds fécil del material central al convertir un liquido dificil de
transportar en microparticulas sélidas, con un tamafo y una superficie exterior bastante
similar a los otros materiales de la mezcla, y al evitar la formacién de bultos.

3. Permite la liberacion controlada del material del nucleo a fin de lograr un tiempo de espera
adecuado hasta el estimulo correcto (en condiciones deseadas).

4. Genera cambios fisicoquimicos deseados en la percepcion sensorial del producto alimenticio

debido al enmascaramiento del sabor, color u aroma original del nucleo.

4.2.9.2. Caracterizacion de las microcdpsulas

El tamaio, la estructura y la forma de las microcdpsulas dependen de las caracteristicas intrinsecas
(composicion, propiedades fisicoquimicas, etc.) del nicleo y del encapsulante, y de la técnica de
microencapsulacion (Gibbs et al., 1999). Cinco morfologias son las mas conocidas: las capsulas
multindcleos, las cdpsulas mononucleares o simples, las cdpsulas multiparedes, la matriz que tienen
muchos nucleos incrustados y la cdpsula con nicleo irregular (Fang y Bhandari, 2010; Gharsallaoui

et al., 2007; Cuaspud, 2015) (Figura 17).
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Figura 17. Morfologia de diferentes tipos de microcdpsulas

Fuente: Adaptado de Gharsallaoui et al., 2007

Es importante que exista un equilibrio de masa entre el material encapsulante y el nucleo (Cam et
al., 2013; Cilek, 2012). Una relacion entre nucleo: encapsulante (p/p) inferior a 1:2 puede conllevar
a que el nicleo quede expuesto en la superficie de las microcdpsulas, mientras que una relacion
superior a 1:4, puede resultar en un polvo con un contenido de nicleo muy bajo, lo que no es

deseable en aplicaciones alimentarias. (Robert et al., 2010; Gallardo et al., 2013).

4.2.9.3. Microencapsulacion mediante secado por aspersion

Las técnicas para microencapsular compuestos de interés incluyen procesos fisicos y quimicos. Los
procesos quimicos incluyen la polimerizacién interfacial, la coacervacion, gelificacion idnica,
incompatibilidad polimérica, co-cristalizacién y atrapamiento de liposomas. Los procesos fisicos
incluyen el enfriamiento por atomizacidn (spray chilling), extrusion, secado por lecho fluidizado,
separacion por disco rotatorio y el secado por aspersion (spray drying), siendo este ultimo uno de

los més importantes y mds utilizados en la industria alimentaria (Gibbs et al., 1999; Herrera, 2013).

El secado por aspersion se basa en la atomizacién de un fluido de alimentacion a través de la
formacion de pequefias gotitas en forma de chispas que son secadas a gran velocidad al tener
contacto con el aire caliente dentro de una camara de secado y como producto de esa deshidratacion

se forman particulas secas en forma de polvos o aglomerados (Ramirez, 2013).
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Algunas de las ventajas que nos brinda el método de secado por aspersion son las siguientes: Produce
un producto de alta calidad con un costo relativamente bajo, presenta equipamiento disponible y
operacion continua, brinda un secado rapido de las particulas debido al tiempo muy corto de contacto
con el calor y la alta velocidad de evaporacion del solvente durante el proceso, permite obtener un
rendimiento alto y, sobretodo, tiene la capacidad para manejar muchos materiales sensibles al calor
sin causarles efectos perjudiciales significativos (Gharsallaoui et al., 2007; Fazaeli, Tahmasebi y

Emam-Djomeh, 2012; Desai y Park, 2005; Sosnik y Seremeta, 2015).

4.2.9.3.1. Descripcion del proceso

El proceso de secado por aspersion empieza cuando el fluido de alimentacion ingresa al dispositivo
de atomizacion, que estd formado por una boquilla aspersora, una cdmara de secado, un ciclén
separador y un tubo colector del producto seco, y termina con la obtencién de pequenas particulas

sOlidas. (Ramirez, 2013) (Figura 18).

Aire comprimido ~~ Boguilla
—O—_lm_ Almentacitn
Calentador HE @’E Liqudo
; de aire Bamba
Aure | [penistaltica
Entrada “Compresor l{l
Cémara de
secado l l_
Cicldn
Producto seco

Figura 18. Equipo de secado por aspersidn tipo laboratorio

Fuente: Ramirez, 2013
El secado por aspersion consiste en 5 etapas:

1. Bombeo de la alimentacién: El liquido de alimentacion (solventes + materiales de encapsulacion)
ingresa al sitema, viaja por la sonda y es impulsada por la bomba peristaltica hasta llegar a las

boquillas aspersoras (Ramirez, 2013).
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2. Contacto con el aire de secado: Cuando las pequeiias gotas del liquido de alimentacién salen por
las boquillas aspersoras, se ponen en contacto con el aire de secado que ingresa a una temperatura
de 150-220 °C y se crea una superficie de transferencia maxima de calor entre el aire seco y el
liquido. El secado se puede dar en co-corriente o en contracorriente. En co-corriente, el liquido se
atomiza en la misma direccién que el flujo de aire; mientras que, en contracorriente, el liquido se

atomiza en direccion opuesta al flujo de aire (Ramirez, 2013).

3. Porcentaje de aspersion: Las finas gotas del liquido se secan en segundos gracias a la alta
velocidad con que se evapora el solvente (Gharsallaoui et al., 2007). Un aumento de la temperatura
de las gotas genera la formacion de una fina pelicula del material encapsulante y termina con la

formacion de una costra seca en la superficie (Lozano, 2009; Ramirez, 2013).

4. Separacion del producto seco del aire: Los polvos secos se exponen a temperaturas moderadas de
salida (50-80 °C) que limitan las degradaciones térmicas (Ramirez, 2013). El polvo obtenido esta
hecho de particulas que se originan a partir de gotas esféricas después de encogerse (Gharsallaoui
et al., 2007). El ciclén ubicado a la salida de la cdmara de secado (parte inferior derecha del equipo)
se encarga de separar el aire de las particulas encapsuladas, ya que estas ultimas se adhieren a las

paredes del ciclon como consecuencia de la fuerza centrifuga que se genera (Lozano, 2009).

5. Recoleccion de las microcapsulas: El vaso colector que se encuentra debajo del ciclon separador,
recepciona las particulas encapsuladas que por gravedad terminan descendiendo, mientras que el
aire casi sin particulas es retirado por la parte superior del cicléon separador. En general, las
microcapsulas producidas son de tipo “matriz” (R¢, 1998), de forma aproximadamente esférica, un

tamafio que varia entre 5 y 600 micras y, casi siempre, presentan una cubierta porosa (Lozano, 2009).

4.2.9.3.2. Maltodextrina como material encapsulante

Los materiales encapsulantes mas comunes son proteinas como la gelatina y el suero de leche; gomas
como la ardbiga, la acacia y el alginato; lipidos como la cera y la lecitina; polisacdridos como la

celulosa, los almidones y sus derivados (ciclodextrinas y maltodextrinas) (Ceballos, 2008).

La maltodextrina se obtiene por hidrélisis dcida suave de los granos de varios almidones (maiz, papa
u otros), estd conformada por unidades de B-D-glucosa unidas por puentes glucosidicos, de 5-10
unidades de glucosa por molécula (Ceballos, 2008). En general, las maltodextrinas tienen una alta

solubilidad en agua, baja viscosidad, capacidad formadora de pelicula, sabor suave, alto contenido

61



de sdlidos, bajo contenido de azicar, inodoras, ficilmente digeribles, forman soluciones incoloras,
son razonablemente baratas, estidn disponibles comercialmente y se usan ampliamente como
encapsulante para la microencapsulacion de diversas sustancias en la industria alimentaria (Gibbs et
al., 1999; Ferreira, Rocha y Coelho,2007; Ceballos, 2008; Sdenz, Tapia, Chdvez y Robert, 2009;
Kha, Nguyen y Roach, 2010; Akhavan, Jafari, Assadpoor y Dehnad, 2016).

La eleccién de la maltodextrina como encapsulante depende principalmente del ingrediente activo
a ser encapsulado y de las condiciones del proceso. Comercialmente, las maltodextrinas se clasifican
por el contenido de equivalentes de dextrosa (ED). Las maltodextrinas con ED<10 pueden ser
usadas como sustitutos de grasas, mientras que las maltodextrinas con ED>10 son ampliamente
utilizadas como encapsulantes protegiendo y estabilizando compuestos de interés como los

polifenoles (Ruiz y Segura, 2016; Fang y Bhandari, 2010).

4.2.9.4. Microencapsulaciéon de compuestos fendlicos

El método de encapsulacion aplicado a los polifenoles tiene por objetivo reducir su alta reactividad
e inestabilidad, enmascarar su sabor y olor no deseados, potencializar su actividad y mantener su
integridad estructural y biodisponibilidad hasta el consumo, y con ello, extender su vida util y dreas

de uso (Herrera, 2013; Cilek, 2012).

Diversos autores han microencapsulado compuestos fendlicos naturales extraidos de diferentes
plantas, como de grosella negra (Bakowska-Barczak y Kolodziejczykb, 2011), tuna (Sdenz et al.
2009), fresa china (Fang y Bhandari, 2011), yerba mate (Nunes et al., 2015), agai (Tonon, Brabet y
Hubinger, 2008, 2010), semilla de la uva (Zhang, Mou y Du, 2007; Davidov-Pardo, Arozarena y
Marin-Arroyo, 2012a), orujo de la uva (Boonchu y Utama-ang, 2013), noni (Krishnaiah, Sarbatly y
Nithyanandam, 2012), cereza (Cilek, 2012), granada (Cam et al., 2013), entre otros.

Por lo tanto, la microencapsulacién protege los compuestos de interés, para aplicarlos, por ejemplo,
como ingredientes y aditivos alimenticios en formulaciones nutracéuticas, incluso bajo condiciones

ambientales adversas (Herrera, 2013).

4.2.10. ALIMENTOS FUNCIONALES

Los alimentos funcionales son aquellos que, independientemente de aportar nutrientes, se ha
demostrado mediante estudios cientificos que generan beneficios para la salud al mejorar las

funciones del organismo, reducir el riesgo de aparicion de dolencias y complementar las dietas
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diarias (Aranceta y Sarrea, 2003). Estos tipos de alimentos se caracterizan por ser sensorialmente
aceptables, faciles de consumir y suelen ajustarse a los requerimientos nutricionales diarios

(Aranceta y Sarrea, 2003; Morones, 2012).

4.2.10.1. Situacion de los alimentos funcionales

La revista Agraria.pe (2017) manifiesta que, existe una alternativa para cambiar la tendencia de
salud en el mundo, ya que, ocurren 38 millones de muertes anuales por enfermedades crénicas no
transmisibles (diabetes tipo 2, ataques cardiacos o cdncer) y esta alternativa es la produccién de
alimentos funcionales. El consumo de alimentos funcionales en el mundo es cada vez mds creciente.
La industria de alimentos funcionales en el 2011 alcanz6 alrededor de 175 mil millones de ddlares
que representa el 5% del mercado global de alimentos, con tasas de crecimiento anual de 48%
(Prochile, 2014; Fuentes Berrio, Acevedo Correa y Gelvez Ordofiez, 2015). Un estudio llevado a
cabo por Leatherhead Food Research en el 2011, revel6 a los paises mds desarrollados como los
principales demandantes de alimentos funcionales: Japén con 38% de participacion de mercado,

Estados Unidos con 31% y la Unién Europea con 29% (ProChile, 2014).

En la Figura 19 se observa distintos ingredientes utilizados por la industria alimentaria para la
elaboracion de productos, siendo los ingredientes funcionales los de mayor venta en el 2015 y con

proyeccion de seguir liderando en el mercado en el 2020.
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Figura 19. Evolucién del mercado de los ingredientes alimentarios y su prevision al 2020

Fuente: Adaptado de MarketsandMarkets (citado por AINIA, 2015)
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En Perq, diferentes instituciones vinculadas con el consumo de alimentos mas saludables, como el
Laboratorio de Grasas, Aceites y Alimentos Funcionales de la Universidad de Lima donde, en mayo
del 2018, se realizé el proyecto “Elaboracion de bebida funcional fuente de omega 3 y antioxidantes
microencapsulados de cdscaras de camu camu y mango para promover el desarrollo comercial de la
biodiversidad”, tiendas como “La Sanahoria” y “Ekovida”’que impulsan a llevar un estilo de vida
mas sano mediante la compra de productos orgédnicos y funcionales, empresas como “Granotec
Perd”, dedicada a la produccion de insumos e ingredientes para la industria de alimentos funcionales

que contribuyan a prevenir enfermedades, son grandes ejemplos que estdn impulsando el consumo

de alimentos funcionales en el Peru.

En cuanto a los productos de biocomercio, los granos andinos (como quinua y kiwicha), las frutas
nativas (como camu camu y aguaymanto) y el paiche son ejemplos de alimentos oriundos que
destacan por sus cualidades nutricionales y funcionales (PromPeru, 2014). Actualmente, se estdn
elaborando una gran variedad de alimentos funcionales procesados, no todos son producidos en el
Peru, pero si contienen ingredientes peruanos en su formulacion, y actualmente estin siendo

vendidos en el mercado internacional:

Tabla 4. Alimentos funcionales con ingredientes peruanos en su formulacion

Alimento funcional Pais de destino
Leche de espelta con granada Unién Europea
Polvo de supergranos Union Europea
Snack a base de aguaymanto deshidratado Union Europea
Galletas integrales con extracto de maiz morado Union Europea
Hamburguesas de quinua al limén Unién Europea
Leche de arroz enriquecida con calcio Suiza

Pan enriquecido con harina de cafihua, Suiza

Galleta con chispas de chocolate, harina de quinua y kiwicha Suiza

Fuente: Adapatado de PromPeru, 2013a; PromPeru, 2013b; PromPeru, 2014
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Dentro de la clasificacidn de los alimentos funcionales, se encuentran aquellos ricos en compuestos
fendlicos, que cumplen funcién antioxidante (Véasquez, De Cos y Lépez-Nomdedeu, 2005). El
antioxidante puede ser el ingrediente funcional mds prometedor para agregar a un producto

(Jesionkowska, Sijtsema, Konopacka y Symoneaux, 2009).

La Tabla 5 muestra el crecimiento en ventas que tuvieron los productos funcionales mas vendidos
durante el 2009 con respecto al afio anterior, en funcién a los ingredientes alimentarios declarados
en sus etiquetas. Por ejemplo, los productos que declararon el ingrediente “antioxidante” en sus
etiquetas, tuvieron un crecimiento en las ventas mayor al 29%, siendo solamente superados por los

productos que declararon al “omega” (>42%) como ingrediente (The Nielsen Company, 2009).

Tabla 5. Declaraciones alimentarias en la etiqueta de los productos funcionales més vendidos a

nivel mundial en el 2009

Declaracion de la etiqueta Crecimiento en las ventas (2009) (%)
Omega +42%
Antioxidante +29%
Libre de gluten +16%
Probiético +13%
Calcio +13%
Fibra +13%
Bajo indice glucémico +12%
Sin sal/sodio +10%

Fuente: The Nielsen Company, 2009

A continuacion, se presentan estudios cientificos en los que se elaboraron productos funcionales que

contenian extractos vegetales con propiedades antioxidantes en su formulacion:
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Tabla 6. Alimentos enriquecidos con extractos vegetales

Antioxidante incorporado Producto Referencia
Extracto  microencapsulado de  Garcinia b Ezhilarasi, et al. (2013); Pasrija
an
cambogia y de té verde et al. (2015).

) Quesoy | Marcolino, Zanin, Durrant,
Curcumina encapsulada _ o
yogurt | Benassi y Matioli (2011).

Curcumina encapsulada Helado Sousdaleff et al., 2013
Extracto de granada microencapsulado Yogurt [ Robert et al. (2010)

Extracto de granada microencapsulado Helado | Cam et al. (2013)

Extracto de semilla de uva Galleta | Davidov-Pardo et al. (2012b)

Fuente: Elaboracién propia

4.2.10.2. Galletas

Son productos obtenidos mediante el horneo apropiado de una masa (sélida o semisélida), de las
figuras formadas del amasado de derivados del trigo u otras harinas suceddneas, con otros
ingredientes aptos para el consumo humano. Presentan un limite méximo de 12% de humedad (g/100
g) (NTP 206.001, 2016) y, por lo tanto, una vida util prolongada. Su composicién a base de harina,
azucar, materias grasas y huevos brinda las calorias requeridas por personas activas, teniendo gran
aceptabilidad por la poblacion en general, que las consume de preferencia entre las comidas (Mejia,

2009).

En el mercado peruano, se distribuye aproximadamente mas de 100 marcas de galletas, cuya venta
supera los 300 millones de dolares, siendo un mercado muy grande y rivalizante. El consumo de
galletas estd aumentando 7% anual y su consumo per cdpita llega a 4.1 kg anuales, valor que se
encuentra sélo por debajo de Argentina (5 kg anuales) y Brasil (6.7 kg anuales), los cuales son los
consumidores mayoritarios en América del Sur. La venta de galletas ocurre principalmente en
pequefios paquetes individuales, los que podemos encontrar en las bodegas. Entre las galletas dulces

y saladas, las galletas dulces poseen el 60% del mercado (Contreras, 2015).
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4.2.10.2.1. Clasificacion
Segin NTP 206.001 (2016), las galletas se clasifican:

a) Galleta salada o dulce: Producto que tiene un sabor predominantemente salado o dulce.

b) Galleta con o sin cobertura: Producto que podré estar banado parcial o totalmente por diferentes

tipos de coberturas.

¢) Galleta con o sin relleno: Producto que contiene en su interior uno o més rellenos.

La clasificacion es referencial, ya que podrd haber combinaciones de estas (NTP 206.001, 2016).

4.2.10.2.2. Materias primas y su funcion en la elaboracion de galletas

a) Harina de trigo: Principal ingrediente, procedente de trigo blando (Triticum aestivum). Entre las

proteinas del gluten, las gliadinas contribuyen a la cohesion y elasticidad de la masa, haciéndola
mads blanda y fluida, mientras que las gluteninas contribuyen a la extensibilidad, haciéndola mas
fuerte y firme. Cuando se afiade un solvente a la harina y se amasa, este hidrata las proteinas,
potencia las interacciones hidrofébicas y la formacion de puentes disulfuros, creando una red
proteica tridimensional y viscoeldstica que retiene todos de los componentes de la harina,

incluido el gas (Cabeza, 2009).

b) Azicar: La principal funcién del azicar es dar dulzor a la galleta; sin embargo, brinda otras
caracteristicas secundarias a la galleta: En primer lugar, tiene un efecto sobre el gluten,
ablanddndolo y haciéndolo mas extensible (apertura de la miga, aumento de viscosidad y
retencion de gases); en segundo lugar, el azicar le confiere dureza a la galleta, ya que se satura
en el horneado, y al enfriarse, se asienta rigidamente y; por dltimo, debido a que el azicar se
funde durante la coccion, forma una masa de jarabe derretido que, en presencia de aminoécidos,
péptidos y proteinas, da lugar a la reaccion de Maillard (produccion de melanoidinas de color
pardo oscuro) consiguiendo tonos morenos sobre la superficie de la galleta horneada., afectando

su textura y color (Pérez, 2017).

¢) Mantequilla: La mantequilla desempefia una mision antiaglutinante en las masas, contribuye a
su plasticidad, suavidad y actia como lubricante. Cuando se realiza la coccidén de la masa, los

compuestos grasos se derriten y las particulas de aire contenidas en su interior son liberadas,
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d)

e)

g

haciendo que la galleta se esponje y, por lo tanto, aumente su area superficial y reduzca su grosor
y peso. Ademds, la grasa frena la cristalizacion de la sacarosa y favorece el sabor y la textura de
las galletas obteniendo como resultado galletas menos duras, menos dsperas, mds fragmentables

y con mds tendencia a deshacerse en la boca. (Cabeza, 2009; Pérez, 2017).

Huevo: La lecitina del huevo posee componentes eficaces como emulsionantes llamados
fosfolipidos. Los emulsionantes en general hacen més extensibles las masas reduciendo la dureza
y tenacidad, aceleran la dispersion de los componentes grasos y acuosos reduciendo el tiempo
de mezclado y mejorando el sabor de las galletas (Contreras, 2015; Pérez, 2017; Cabeza, 2009;
Conde, 2016).

Sal: La sal se utiliza para potenciar el sabor de la galleta, endurecer el gluten (ayuda a mantener

la red de gluten) y producir masas menos adherentes (Pérez, 2017; Cabeza, 2009).

Esencia de vainilla: La vainilla es una de las esencias saborizantes mas utilizadas en los

productos horneados, siendo la vainillina su principal componente que le da el sabor y el aroma

caracteristico (Pérez, 2017).

Bicarbonato de sodio: El bicarbonato de sodio forma parte de los aireadores, llamados también

gasificantes o leudantes que, durante la coccién de la masa, produce anhidrido carbénico que
incrementa el volumen de la masa, de tal forma que se desarrolla una textura porosa dentro de
la galleta. Esta sal debe ser incorporada a la masa previo tamizado y se debe batir enérgicamente

luego de su incorporacion para evitar residuos groseros de ella en la masa final (Pérez, 2017).

4.2.10.2.3. Galletas enriquecidas

La adiciéon de extractos vegetales ricos en compuestos fendlicos ha sido propuesta como una

alternativa para el desarrollo de alimentos funcionales, ya que incrementa el aporte de antioxidantes

a nuestra dieta (Garcia, 2005; Soler, 2009). Las galletas son un candidato potencial para ser

enriquecidas con extractos fendlicos durante su formulacién porque son productos variados, de bajo

costo y consumidos por casi todos los niveles socioecondmicos, tanto en paises desarrollados como

en vias de desarrollo (Davidov-Pardo et al., 2012b). Las galletas han servido como matrices

alimentarias claves para ser enriquecidas con compuestos de interés por ser altamente palatables y

poseer una larga vida util, siendo ventajas que las diferencian de otros productos alimentarios
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(Mejia, 2009).

Existen varios estudios que han demostrado que el enriquecimiento de galletas con diversas fuentes
de compuestos bioactivos es un buen ejemplo para su utilizacién como alimentos funcionales.
Umesha et al. (2015) informaron que la encapsulaciéon del aceite de semilla de berro evit6 la
oxidacién de los 4cidos grasos omega 3 en la galleta durante la coccién y 5 meses de
almacenamiento. Davidov-Pardo et al. (2012b) adicionaron el extracto polifenélico libre y
microencapsulado de semilla de uva en la galleta y evaluaron la percepcién sensorial y del
consumidor. De Camargo, Vidal, Canniatti-Brazaca y Shahidi (2014) incorporaron distintas
cantidades de cascarilla de mani a una formulacién de galleta logrando aumentar el contenido
fendlico y con ello, aportar antioxidantes al producto final. MiSan et al. (2009) agregaron una mezcla
de cuatro diferentes extractos antioxidantes de plantas a las galletas que sinérgicamente mejoraron
la estabilidad oxidativa y capacidad antioxidante del producto. Petrovi¢ et al. (2016) reportaron que
las galletas enriquecidas con una suma del 15% de compuestos bioactivos extraidos del orujo de la
cereza y encapsulados con proteinas de soya y suero de leche fueron las que presentaron mejores
caracteristicas fisicas. Por iltimo, Tumbas Saponjac et al. (2016) mostraron que el extracto de orujo
de cereza influy6 positivamente en las caracteristicas funcionales de las galletas fortificadas y su

conservacion.

4.2.10.3. Caracterizacion en las galletas

4.2.10.3.1. Andlisis de color

El color de un producto influye en la eleccion de compra por parte del consumidor debido a que
determina su grado de aceptabilidad individual y frente a otros productos con los que compite,
siendo una de las caracteristicas de calidad més importantes en los alimentos. Durante la elaboracion
de un producto se producen cambios en el color como consecuencia del horneado, maduracion,
congelamiento, almacenamiento, coccion, enfriado, etc., los cuales pueden ser medidos. (Vargas,

2016).

Existen diversos sistemas que permiten medir los colores de un determinado producto, entre ellos,
se encuentra el sistema color Munsell, color CIE, espacios de color CIE L*a*b* (CIELAB), espacios
de color Hunter Lab y Lovibond. Uno de los espacios de color mas usados en la actualidad es el
espacio CIELAB, utilizado no solo en el campo de los alimentos, sino también en medicina,

farmacia, mineria, geologia, etc. (Vargas, 2016).
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Las coordenadas de color que son utilizadas en el sistema CIELAB permiten ubicar un determinado
color en el espacio y son las siguientes: L*, a * y b *. L* indica luminosidad y a* y b* son
coordenadas de cromaticidad. L* representa la diferencia entre la luz (L* = 100) y la oscuridad (L*
= 0). El componente a* representa la diferencia entre verde (-a*) y rojo (+ a*) y el componente b*
representa la diferencia entre azul (-b*) y amarillo (+ b*) (Sahin y Giiliim, 2006). El espacio de color

CIE L*a*b* se muestra en la Figura 20.

Verde |

Negro

Figura 20. Espacio de color CIE L*a*b*

Fuente: Konica Minolta Sensing Americas Inc., s.f.

4.2.10.3.2. Andlisis sensorial

La evaluacion sensorial es utilizada para medir, analizar e interpretar reacciones de los materiales,

que son percibidas por los sentidos (vista, olfato, gusto, tacto y oido).

El andlisis sensorial no puede ser reemplazado o reproducido por ningin aparato, ya que las
respuestas que generan los sentidos ante un determinado estimulo son bastante complejas, en ellas
se da la participacién de una variedad de receptores corporales. La medicion numérica de las
respuestas sensoriales son la clave para crear nuevos productos, reformularlos, investigar cambios
originados por el procesamiento, adicion de un ingrediente nuevo o almacenamiento del producto,
manteniendo la calidad del producto en todas las etapas del proceso (Watts, Ylimaki, Jeffery y Elias,

2001).
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A continuacién, se muestran 3 tipos de pruebas sensoriales, que son utilizadas segin el objetivo

planteado al momento de evaluar un alimento (Tabla 7):

Tabla 7. Clasificacion de las pruebas sensoriales

Clasificacion Objetivo Pregunta de Tipo de Caracteristicas de

interés prueba panelistas

Discriminatorias Determinar  si  jExisten Analitica Panel con  agudeza
dos productos diferencias ] sensorial, orientados al
son percibidos entre los (orientadas método usado, algunas
de manera productos? al producto) veces entrenados,
diferente por el conformado por pocos
consumidor. panelistas.

Descriptivas Determinar la (En qué tiposde Analitica Panel con  agudeza
naturaleza de caracteristicas ] sensorial y motivacion,
las diferencias especificas (orientadas entrenados o altamente
sensoriales. difieren los al producto) entrenados, conformado

productos? por pocos panelistas.

Afectivas Determinar la ;Qué productos Hedodnica Panel que usa
aceptabilidad de gustan mds y (orientadas constantemente el
consumo de un cuales son los al producto, no entrenados,
producto. preferidos? consumidor) conformado por muchos

panelistas.

Fuente: Adaptado de Liria, 2007

Las pruebas afectivas, o también llamadas “orientadas al consumidor” o “heddnicas”, nos permiten
identificar si existe diferencias entre muestras y evaluar la magnitud de estas diferencias, para que
asi, la caracteristica diferencial se mantenga o se cambie. Las pruebas afectivas pueden ser pruebas

de preferencia y de aceptabilidad (Liria, 2007).

a) Pruebas de Preferencia: Se tiene varias muestras que serdn evaluadas por los panelistas quienes

finalmente indicarén si prefieren una muestra sobre otra o si no tienen preferencia (Mejia, 2009).

b) Pruebas de Aceptabilidad: Mide cuanto puede agradar o desagradar una muestra, determinando

el grado de aceptacion por parte del panelista (Mejia, 2009). Entre las escalas utilizadas para

realizar este tipo de prueba, se tiene una escala grdfica lineal, que se basa en una linea horizontal
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con un limite minimo y maximo, tabulada o no, acompafiada de locuciones verbales en los
extremos; y escala hedonica de nueve puntos, que se basa en una lista de posibles respuestas que
indican distintos niveles de satisfaccion por parte del consumidor, en el que el consumidor elige
la respuesta que mds se asemeja a su percepcion sobre el producto. Para esta prueba se utilizan
escalas categorizadas, que pueden tener diferente nimero de categorias y que comtinmente van
desde “me gusta extremadamente”, pasando por “no me gusta ni me disgusta”, hasta “me
disgusta extremadamente”. Los panelistas indican el grado en que les agrada cada muestra,

escogiendo la categoria apropiada (Gonzélez, Rodeiro, Sanmartin y Vila, 2014).

4.2.10.3.3. Andlisis proximal

El andlisis proximal es aplicado cuando se requiere hacer formulaciones sobre un determinado
producto, para corroborar que se cumpla con las especificaciones o requerimientos indicados durante
una formulacion, cuando se quiere comparar el valor nutricional de productos que compiten en el
mercado, etc. Este andlisis comprende la evaluacion del contenido de humedad, proteinas (nitrégeno

total), lipidos, ceniza y fibra en una muestra (Olvera, Martinez y Real de Ledn, 1993).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. LUGAR DE EJECUCION

El estudio de andlisis taxondmico se realiz6 en el Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) (Anexo I). La parte experimental de la presente
investigacion se realizé en el laboratorio de “Investigacidn y Desarrollo” de la Facultad de Quimica
e Ingenieria Quimica, y de “Quimica Analitica” de la Escuela Académico Profesional de Ingenieria
Agroindustrial, asi como en los laboratorios del “Centro de Control Analitico” de Cenprofarma y de
“Farmacognosia y Medicina Tradicional” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, pertenecientes

ala UNMSM.

5.2. MATERIALES Y EQUIPOS

5.2.1. REACTIVOS QUIMICOS

Etanol al 96% de la marca Alkofarma, etanol grado HPLC de la marca Fisher Scientific, reactivo
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) de la marca Sigma-Aldrich, dcido sulftrico y 4cido clorhidrico
de la marca J. T. Baker, reactivo Folin- Ciocalteu 2N, hidréxido de sodio, éter de petroleo, metanol,
acetona, carbonato de sodio y molibdato de amonio de la marca Merck, fosfato de sodio
dodecahidratado de la marca Riedel-de-Haén, cloroformo, 4cido gdlico y n-hexano de la marca
Fermont, anhidrido acético, hidréxido de amonio y 4cido nitrico de la marca J.A. Elmer, cloruro de
mercurio (II), 4cido ascorbico, cloruro férrico y magnesio metélico de la marca Scharlau. También
se utilizaron otros reactivos preparados (Dragendorff, Mayer, Bertrand, Sonnenschein, Rosenheim,

Borntriger, de gelatina, de Grignard, de Fehling, de Ninhidrina y de vainillina alcohdlica).

5.2.2. MATERIALES DE VIDRIO Y AFINES

Probetas graduadas de 50 y 100 ml, bureta de 50 ml, fiolas con tapa de 10, 50, 100 y 250 ml, pipetas

de 1, 5 y 10 ml, matraces aforados de 50 y 100 ml, balén de 500 ml, vasos precipitados de 50, 100,
250 y 500 ml, frascos de vidrio de 250 ml, crisoles de 40 ml, tubos de ensayo de 30 x 200 y 10 x 75,

desecador, bagueta, viales ambar, placas petri y luna de reloj.
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5.2.3. OTROS MATERIALES

Cuchillos de acero inoxidable, tabla de picar de PVC de alta densidad, mortero de porcelana, pinzas
para crisol, bandeja de acero inoxidable, parafilm, picetas, propipetas, tamiz de malla #80, espatulas
de acero inoxidable, espatula de plastico, bandejas de loza, rodillo, papel manteca, papel aluminio,
papel craft, rollo stretch film, bolsas de polietileno con cierre zipper ético, bolsas DoyPack
trilaminadas de PET/aluminio/polipropileno, moldes de acero inoxidable, glicerina, licuadora,
batidora, papel filtro n°2 (Whatman), cocinilla eléctrica, guantes de litex, nasobucal y cofias,
formatos de evaluacién para panelistas, lapiceros, platos redondos de poliestireno expandido, vasos

descartables de plastico de 200 ml y servilletas.

5.2.4. INSUMOS

Se utilizé maltodextrina de la marca Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) como material
encapsulante, asi como los siguientes ingredientes: harina de trigo sin preparar, bicarbonato de

sodio, huevo, mantequilla sin sal, azicar, sal y vainilla.

5.2.5. INSTRUMENTOS Y EQUIPOS

e Micropipetas de 5 a 50 uL y de 100 a 1000 uL. (marca Accumax).

e Micropipetas de 0.5 a 5 ml (marca Eppendorf Research® plus).

e Termdémetro (marca Boeco. Rango de temperatura -10 a 110 °C).

e pHmetro (marca HITECH, modelo PH-009 (III). Rango de medida PH 0.01 - 14.00).

e Refractémetro (marca HITECH, modelo RHB-32ATC).

e Molino de martillos (marca Pulvex, modelo MM200).

e Horno (marca Zenith Lab, modelo ODHG- 9053A. Temperatura maxima 300 °C).

e Mufla (marca Hobersal, modelo HD230PA. Temperatura méxima 1200 °C).

e Bafio maria (marca Memmert, modelo WNB 45. Temperatura méxima 95 °C).

e Agitador magnético (marca IKA, modelo RCT basic. Rango de velocidad O - 1500 rpm).

e Analizador de humedad (marca OHAUS, modelo MB45. Rango de humedad 0.01 - 100 %).

e Balanza analitica (marca AyD, modelo GH-200. Capacidad 0.1 mg - 220 g).

e Balanza analitica (marca AyD, modelo HR-250AZ. Capacidad 0.1 mg - 252 g).

e Balanza analitica (marca ACCULAB, modelo ALC-210.4. Capacidad 0.1 mg - 210 g).

e Balanza electrénica de plataforma (modelo TS 60. Capacidad 0.5 - 50 Kg).

e Balanza electrénica digital (marca MH-Series, modelo Pocket Scale. Capacidad 0.01-200 g).
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e Centrifuga (marca GREETMED, modelo GT119-100T. Velocidad méxima 4000 rpm).
e Rotavapor (marca BOECO, modelo RVO 400 SD).

e Baiio ultrasénico (marca Branson, modelo B1510MTH. Capacidad Y2 gal6n).

e Espectrofotémetro (marca Thermo Scientific, modelo Helios Beta).

e Atomizador (marca TOPTION, modelo TP-S15).

e Sistema de digestion (marca Biichi, modelo K-425).

e Equipo Soxhlet (extractor Soxhlet, condensador tipo Allihn y un matraz de bal6n).

e Horno de cocina (marca Electric).

e Refrigerador-congelador (marca LG).

5.3. MATERIA PRIMA

La materia prima fue el fruto maduro de ungurahui (Oenocarpus bataua Mart.), familia Arecaceae,
proveniente de la ciudad de Pucallpa, departamento de Ucayali - Pert. El fruto fue lavado y
desinfectado. La semilla fue separada manualmente de la cdscara y pulpa del fruto, fue sometida a
un secado por horno a 40°C por 48 horas y se redujo su tamafio utilizando un molino de martillos.
La semilla molida se sec6 a 40 °C hasta peso constante. Finalmente, fue pulverizada en una licuadora
(Oster) y tamizada (malla #80) hasta obtener un polvo fino que se colocé dentro de una bolsa

DoyPack trilaminada en congelacion (-20°C) para las posteriores evaluaciones.

Ungurahui

]
Lavadoy desinfectado

[3
Obtencion de la semilla

)

Secado
$

|
f
|
f
Molido |
f
|
f
|

)
Secado
T
Pulverizado
)
Tamizado
@
Obtencion del polvo fino

P T —

Figura 21. Flujo de operaciones para la obtencién del polvo fino de semilla de ungurahui

Fuente: Elaboracién propia
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5.4. ENSAYOS PRELIMINARES

Para esta primera parte, el proceso de extraccion se realiz6 siguiendo el método descrito por Torres
(2018), con ligeras modificaciones. Para realizar la extraccion para los ensayos preliminares, el
polvo fino de semilla de ungurahui se dejé macerar con una mezcla de agua-etanol al 50% usando
una relacién de soluto-solvente de 1:30 (p/p) por 12 horas a temperatura ambiente. Luego, la
solucion fue filtrada usando papel Whatman n°2 y el sobrenadante fue sometido a un sistema a vacio
para la evaporacion parcial del solvente. Finalmente, la solucién concentrada fue secada a 40°C
hasta peso constante. El extracto hidroetandlico de semilla de ungurahui fue utilizado para realizar
ensayos como la prueba de solubilidad y marcha fitoquimica, en cambio, para la determinacién del

pH se utilizé como muestra la solucién concentrada del extracto.

La prueba de solubilidad se realizé con el objetivo de elegir el o los solvente(s) més adecuado(s)
para ser utilizado(s) en el proceso de optimizacion. Asimismo, la marcha fitoquimica buscé detectar
los principales grupos de metabolitos secundarios que contiene el extracto y de interés alimentario,
también para descartar la presencia de aquellos que podrian ser toxicos para la salud como los
glucésidos cianogenéticos. Por tltimo, la determinacidon de pH se realiz6 para tener conocimiento
de la acidez o alcalinidad del medio en que se realiza la extraccion y su posible efecto sobre los

compuestos bioactivos.

5.4.1. DETERMINACION DE pH

Para medir el pH del extracto hidroetanélico de semilla de ungurahui se utiliz6 un pHmetro digital
previamente calibrado con los buffers pH 4.00+0.01 y pH 10.001+0.01, segin la metodologia
descrita por Delgado (2007). Posteriormente, el electrodo del pHmetro se introdujo en la solucién

concentrada y se ley6 por triplicado el pH de la muestra.

5.4.2. MARCHA DE SOLUBILIDAD

El extracto hidroetandlico de semilla de ungurahui se someti6 a reaccion con solventes de diferentes
polaridades, de acuerdo a lo descrito por Guillermo (2002), con ligeras modificaciones. En 7 tubos
de ensayo se afiadieron, en cada uno, pequeias porciones de extracto seco y 2 ml de solvente (agua,
metanol, etanol, acetona, cloroformo, hexano y éter de petréleo). A continuacidn, todos los tubos se
agitaron vigorosamente por 2 minutos y se observaron los resultados, los cuales se expresaron como
(), (+1+) y (+++) para indicar “poco soluble”, “soluble” y “muy soluble”, respectivamente, y (-)

para “insoluble”.
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5.4.3. MARCHA FITOQUIMICA

Para el andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios, se colocé en una fiola 50 mg del extracto
hidroetanélico de semilla de ungurahui y se enras6 con una solucién de etanol: agua (1:1) a 50 ml,
teniendo una concentracion de extracto de 1000 ppm. Se utilizé el método de Matos (1997) con
ligeras modificaciones de Rondén et al. (2017), para las pruebas de alcaloides, taninos, flavonoides,
saponinas, azicares, aminodcidos libres, terpenoides y glicésidos. Los resultados cualitativos se
expresaron como (+), (++) y (+++) para indicar cambio de color/precipitado leve, moderado o

intenso, respectivamente, y (-) para indicar la ausencia de fitoquimicos.

a) Prueba para carbohidratos

Ensayo de Molish: En un tubo de ensayo, se anadieron 10 gotas del extracto hidroetandlico y 5 gotas
de la solucién alcohdlica de alfa-naftol, seguida de 5 gotas de H2SO4 concentrado a lo largo del lado

del tubo. La formacién de un anillo violeta en la interfase indica la presencia de carbohidratos.

Ensayo de Fehling: En un tubo de ensayo, se afiadieron 10 gotas del extracto hidroetandlico, 5 gotas
del reactivo Fehling “A” (solucion de CuSO4) y 5 gotas del reactivo Fehling “B” (soluciéon de NaOH
y tartrato Na-K). Se coloc6 en bafio maria a ebullicién por 1 minuto. La formacién de un precipitado

rojo ladrillo indica la presencia de azucares reductores.

b) Prueba para alcaloides

Aproximadamente 1 ml de muestra se mezclo con HCl al 10% (5 gotas) en un tubo de reaccion para

realizar los siguientes ensayos:

Ensayo de Dragendorff: Se anadi6 3-4 gotas del reactivo de Dragendorff (solucién de yoduro
potdsico-bismutico). La formacién de un precipitado rojo anaranjado indica la presencia de

alcaloides.

Ensayo de Mayer: Se afiadié 3-4 gotas del reactivo de Mayer (solucién de yoduro potésico-

mercurico). La formacion de un precipitado blanco o crema indica la presencia de alcaloides.

Ensayo de Bertrand: Se afiadid 3-4 gotas del reactivo de Bertrand (solucién de acido silico-

tingstico). La formacién de un precipitado blanco lechoso indica la presencia de alcaloides.
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Ensayo de Sonnenschein: Se aiiadi6 3-4 gotas del reactivo de Sonnenschein (dcido fosfomolibdico).

La formacién de un precipitado verde azulado indica la presencia de alcaloides.

¢) Prueba para terpenoides

Ensayo de Salkowski: En un tubo de ensayo, se afiadieron 10 gotas del extracto hidroetandlico, 2 ml
de cloroformo y 1 ml de H>SO4 concentrado a lo largo del lado del tubo. Una coloracién marrén

rojiza en la interfase indica la presencia de terpenoide.

Ensayo de Liebermann-Burchard: En un tubo de ensayo, se afiadieron 10 gotas del extracto
hidroetandlico, 10 gotas de cloroformo y 10 gotas de anhidrido acético. Se dejé enfriar y se agregd
H>SO4 concentrado (3-4 gotas) por las paredes del tubo. Una coloracién verde azulada indica la
presencia de esteroides, mientras que una coloracién pardo anaranjado indica la presencia de

triterpenoides.

d) Prueba para flavonoides vy taninos

Ensayo de cloruro férrico: En un tubo de ensayo, se afiadieron 1 ml del extracto hidroetandlico y 2
gotas de cloruro férrico al 5%. Una coloracién o precipitado de azul oscuro indica la presencia de
taninos hidrosolubles, mientras que una coloracién o precipitado verde oscuro indica la presencia

de taninos condensados o proantocianidinas.

Ensayo del hidroxido de sodio (10%): En un tubo de ensayo, se afiadieron 1 ml del extracto
hidroetandlico y 3 gotas del reactivo de sodio al 10%. Una coloracién amarilla-roja, naranja-café,
rojo-purpura o azul indica la predominancia de xantonas y/o flavonas, flavonoles, chalconas o

antocianinas, respectivamente.

Ensayo de la gelatina: En un tubo de ensayo, se afiadieron 10 gotas del extracto hidroetandlico y 4
gotas del reactivo de gelatina. La formacién de un precipitado blanco lechoso indica la presencia de

taninos.

Ensayo de Shinoda: En un tubo de ensayo, se afiadieron 10 gotas del extracto hidroetandlico, 5
virutas de magnesio metdlico y 3 gotas del reactivo de HCI. Una coloracion roja a salmoén indica la
presencia de flavonoles, flavonas, flavononoles y flavanonas, mientras que una coloracion amarilla

indica la presencia de isoflavonas. Isoflavononas, catequinas, auronas y chalconas no dan reaccion.
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Ensayo de Rosenheim: En un tubo de ensayo, se afiadieron 10 gotas del extracto hidroetandlico, 5
gotas del reactivo de HCI concentrado y se colocé en bafio maria por 10 minutos a ebullicién. Luego
de ser enfriado, se agregd 4 gotas del reactivo de Rosenheim (solucién de alcohol amilico). La

formacién de un precipitado rojo pardo indica la presencia de leucoantocianidina.

e) Prueba para saponinas

Ensayo de la espuma: Se aiiadi6 el extracto hidroetandlico (1 ml) con agua destilada (1 ml) en un
tubo de ensayo, se agité vigorosamente por 30 segundos y se dejé en reposo por 10 minutos. La
formacion de espuma indica la presencia de saponinas. El contenido de saponina se midié como
sigue: sin espuma (-); espuma inferior a 3 mm de altura (+); Espuma de 6 mm de altura (++) y

espuma superior a § mm de altura (+++).

f) Prueba para glicésidos

Ensayo de hidroxido de amonio: En un tubo de ensayo, se afiadieron 1 ml del extracto hidroetandlico
y 2 gotas del reactivo de hidréxido de amonio concentrado. Después de dos minutos, una coloracion

roja indica la presencia de glicésido de antraquinona.

Ensayo de Grignard: En un tubo de ensayo, se afiadieron 20 mg del extracto seco, 1 ml de agua
destilada y 2 gotas de cloroformo. Se colocé una tira de papel impregnado con reactivo de Grignard
(“papel picrosddico”, preparado con carbonato de sodio al 10% y écido picrico al 1%) en la boca
del tubo, sin tocar los bordes y se tapa. Se calent6 en estufa a 35°C y después de 24 horas se observo

el color desarrollado en el papel. Una coloracion roja indica la presencia de glicdsido cianogenético.

g) Prueba para aminodcidos libres

Ensayo de Ninhidrina: En un tubo de ensayo, se afiadieron 10 gotas del extracto hidroetandlico y 3
gotas del reactivo de ninhidrina al 0.2%. Una coloracién azul-violeta indica la presencia de

aminoacidos libres.
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5.5. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS DE LA
SEMILLA DE UNGURAHUI

5.5.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se utiliz6 la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) para determinar los valores de los
factores que optimizaron el valor de las variables de respuesta. Para realizar esta optimizacion, se
utiliz6 el Disefio Central Compuesto Ortogonal (DCCO) con dos factores (concentracion de etanol
y tiempo de extraccién) y cinco niveles (Tabla 8). La seleccion y rango de los factores se decidio
sobre la base de la literatura cientifica. Las variables de respuesta fueron: rendimiento de extraccion,

contenido fendlico total (CFT) y la capacidad antioxidante medida por los métodos CAT y DPPH.

Tabla 8. Factores y niveles del Disefio Central Compuesto Ortogonal (DCCO)

Factores
Niveles Concentracion de etanol Tiempo de extraccion
(X1, %) (X2, min)
-1.07809 48.4382 13.8287
-1 50 15
0 70 30
+1 90 45
+1.07809 91.5618 46.1713

Fuente: Elaboracién propia

El disefio consistio en 10 tratamientos que incluyeron 4 puntos factoriales, 4 puntos axiales y 2
puntos centrales para estimar los errores (Tabla 9). Cada tratamiento se realizo6 por triplicado. Los
datos experimentales obtenidos para cada respuesta se ajustaron a diferentes modelos polinomiales
(lineal, interaccién de dos factores o cuadratico) y para elegir el mejor modelo se llevo a cabo un

andlisis de regresion multiple.
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Tabla 9. Disefio experimental de las condiciones de extraccion obtenidas con el Disefio Central

Compuesto Ortogonal (DCCO)

Niveles codificados Niveles reales
Corrida EtOH Tiempo EtOH Tiempo
(%) (min) (%) (min)

1 -1.07809 0 48.4382 30

2 -1 -1 50 15

3 -1 +1 50 45

4 0 -1.07809 70 13.8287

5 0 0 70 30

6 0 0 70 30

7 0 +1.07809 70 46.1713

8 +1 -1 90 15

9 +1 +1 90 45

10 +1.07809 0 91.5618 30

Fuente: Elaboracion propia

La ecuacion polinomial, ya sea de primer orden (Ec. 11) o de segundo orden (Ec. 12), que se utiliz6

para realizar las predicciones de las variables de respuesta, fueron las siguientes:

Y = Bo + BiXi + BiX; + ByXiX; + PuX? + B;X?  (Ec. 12)

donde, Y es la variable de respuesta pronosticada, 3, es el intercepto, 8, y B jrepresentan los efectos
lineales, f; jes el efecto de interaccion, B;; y B ;; son los efectos cuadraticos, X; y X; son los niveles

codificados de los factores (concentracion y tiempo) y la variable X;X; representa la interaccion

lineal entre X; y X;.

Una vez que se obtuvieron los modelos para cada una de las respuestas, se generaron las gréificas de
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superficie 3D, las cuales fueron analizadas para determinar el efecto de los factores sobre cada
variable de respuesta. Posterior a ello, se realizd la optimizacién de las cuatro respuestas en
simultdneo, asigndndoles previamente una misma importancia. Para llevar a cabo la optimizacion
de mudltiples respuestas, se utilizé la funcién deseabilidad, 1a cual definié en primer lugar, una
deseabilidad individual para cada respuesta, y a partir de la combinacion de estos valores se definid
la deseabilidad global. Por lo tanto, al maximizar este parametro se obtuvieron los valores éptimos
de concentracién de etanol y tiempo de extraccion que maximizaron las respuestas (rendimiento,

CFT, CAT y DPPH).

Para validar el modelo, se realiz6 un experimento con las nuevas condiciones de concentracion y
tiempo de extraccion. Los valores experimentales obtenidos para cada respuesta fueron comparados
con los pronosticados por el software, con la finalidad de asegurar que el modelo permita predecir

cada respuesta con precision.

5.5.2. EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

La extraccion se llevd a cabo en un baiio ultrasénico Branson 1510, con una potencia de 150 W y
una frecuencia de 50-60 Hz. Antes de iniciar las extracciones, se buscé controlar el ligero
calentamiento del agua a medida que el tiempo de extraccion aumentaba por encima de 20 minutos.
El objetivo fue mantener la temperatura en el rango requerido (25 + 1°C). Entonces, para evitar una
posible interferencia de la temperatura sobre las respuestas en estudio, se decidi6 enfriar el agua y

controlar la temperatura durante el proceso con un termémetro digital.

Teniendo en cuenta el control de la temperatura, se siguid la metodologia descrita por Lan, Lin y
Zheng (2014), con ligeras modificaciones, para realizar la extracciéon de compuestos fendlicos de la
semilla de ungurahui. Aproximadamente 10 g de polvo fino de semilla de ungurahui se extrajo con
300 ml de una mezcla de agua-etanol (solvente de extraccion) a diferentes concentraciones (48.44 —
91.56 %) y tiempos de extraccion (13.83 — 46.17 min). Durante la sonicacion, se usé parafilm y
papel de aluminio para cubrir la “boca” de los matraces con la finalidad de evitar pérdidas de
solvente por evaporacion y para minimizar la oxidacion de compuestos bioactivos por accion del
oxigeno; de igual modo, se usé papel de aluminio grueso (37 micrones) para evitar la oxidacion de
compuestos bioactivos por accion de la luz. Las diferentes mezclas fueron centrifugadas a 4000 rpm

por 15 min y filtradas con papel Whatman n°2, obteniendo de esta manera los sobrenadantes, que
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fueron concentrados a 40°C, en agitacion constante y bajo presion reducida en un balén de rotavapor
(sumergido parcialmente en una solucién de glicerina y conectado a un sistema a vacio). Luego de
evaporar la mayor parte del solvente, los extractos fueron secados en un horno a 40°C hasta peso
constante y designados como “extractos de ungurahui” (EU). Estos extractos se recolectaron
mediante un raspado, se usé un mortero con piléon para reducir el tamafio de sus cristales y se
almacenaron en viales de color dmbar a -20°C hasta los posteriores andlisis fendlicos y

antioxidantes. Cada tratamiento (n= 10) se realiz6 por triplicado, es decir, se obtuvieron 30 extractos.

El rendimiento de extraccion (RE) se calculé como la relacion entre el peso de los EU obtenidos al

final del proceso y el peso del polvo fino utilizado para el proceso de extraccion (Ec. 13):

Masa del extracto seco (g)

RE (%) = x100 (Ec. 13)

Masa del polvo tamizado (g)

5.5.3. ANALISIS FENOLICO Y ANTIOXIDANTE DE LOS EU

5.5.3.1. Preparacion de las muestras

Se pesaron 25 mg de cada EU, obtenidos a diferentes condiciones de extraccion, y se disolvieron en
una solucién hidroetandlica hasta 100 ml (250 ppm). Luego, para la determinacién del CFT se
tomaron alicuotas de 10 ml de cada solucién y se mezclaron con el mismo solvente hasta 25 ml,
siendo 100 ppm la concentracion final de las muestras. Para la determinacion de la capacidad
antioxidante por el método DPPH y CAT, se tomaron alicuotas de 4ml de cada solucién y se

mezclaron con el mismo solvente hasta 100 ml, siendo 10 ppm la concentracion final de las muestras.

5.5.3.2. Determinacion del contenido fendlico total (CFT)

El método colorimétrico de Folin-Ciocalteu fue utilizado para realizar la medicion del contenido de
fenoles totales (CFT) en los EU siguiendo la metodologia de Leba et al. (2016), pero con ligeras
modificaciones. Para la realizacién del analisis, se mezclé 0.3 ml de cada muestra, 0.9 ml de reactivo
Folin-Ciocalteu (1 N), 4.5 ml de agua destilada y, por dltimo, se afiadi6 0.3 ml de una solucién de
carbonato de sodio (20 % p/v) a cada mezcla, se agitaron y fueron incubadas a temperatura ambiente
y en oscuridad por 1 h. Cumplido ese tiempo, se midieron las absorbancias a 750 nm utilizando un

espectrofotometro UV-Vis.
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Para la preparacion del blanco, se mezcl6 0.3 ml de solvente hidroetandlico, utilizado para disolver
los EU, con las mismas proporciones de Folin-Ciocalteu, agua destilada y carbonato de sodio y fue
analizado de la misma manera que las muestras. Todas las determinaciones fueron realizadas por

duplicado.

El 4cido gélico fue usado como estdndar o patrén de referencia para la determinacién del CFT de
las muestras, a través de una curva de calibracién con diferentes concentraciones de dcido galico
(2.5 - 200 ug/ml). Los resultados fueron expresados como mg equivalente de dcido gélico por gramo

de extracto de semilla de ungurahui (mg EAG/g EU).

5.5.3.3. Determinacion de la capacidad antioxidante

5.5.3.3.1. Método de la Capacidad Antioxidante Total (CAT) o del fosfomolibdeno

Para evaluar la capacidad antioxidante total de los EU mediante el método de fosfomolibdeno, se
utilizé la metodologia desarrollada por Prieto et al. (1999) que consiste en la reduccién del
molibdeno VI a molibdeno V por los compuestos antioxidantes del extracto y la subsecuente
formacién de un complejo de fosfato/molibdeno de color verde-azul en un ambiente dcido. Para la
preparacion del reactivo fosfomolibdato, se disolvid 0.4660 g de molibdato de amonio, 0.1064 g de
fosfato de sodio dodecahidratado y 0.3 ml de 4cido sulfurico concentrado en agua destilada para 100

ml de reactivo.

Para el andlisis, se mezcl6 una alicuota de 450 pl de las muestras con 4.5 ml del reactivo
fosfomolibdato preparado anteriormente, los tubos fueron cerrados con parafilm e incubados en
bafio maria a 95°C por 90 minutos. Después, las mezclas fueron enfriadas a través de un bafo de
hielo y leidas a 695 nm en un espectrofotometro UV-visible. Los resultados se expresaron como mg

equivalente de 4cido ascérbico por gramo de extracto de semilla de ungurahui (mg EAA/g EU).

Para la preparacion del blanco, se mezclé 450 ul de agua destilada con 4.5 ml del reactivo
fosfomolibdato, también se incubd en bafio maria a 95°C por 90 minutos y se analizé de la misma
manera que las muestras. Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado. El acido
ascorbico fue usado como estandar para obtener la curva de calibracion a partir de soluciones de 35,
10, 20, 40, 60, 80 y 100 ug/ml que se sometieron al mismo procedimiento que las muestras para

obtener sus valores de absorbancia.

La absorbancia de la solucién de 4cido ascérbico a 10 ug/ml fue utilizada para comparar su
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capacidad antioxidante con el EU que obtuvo el maximo valor de CAT, utilizando la siguiente

ecuacion:
0 — AcméxEU
AAR (%) —ean x100, (Ec. 14)

Donde:

AAR (%) es el porcentaje de actividad antioxidante relativa con respecto al 4cido ascorbico, Ac mix
eu €s la maxima absorbancia corregida de los EU y Ac aa €s la absorbancia corregida del 4cido

ascorbico a 10 ppm.

5.5.3.3.2. Método del DPPH

Para preparar el reactivo DPPH, se pesé 10 mg de DPPH y se diluy6 con etanol grado HPLC en una
fiola de 50 ml (solucién madre). Luego se tom6 25 ml y se afor6é a 250 ml con el mismo solvente,
obteniendo una concentracion final de 20 ppm. La solucion preparada se coloc6 en un frasco dmbar,

fue cubierta con papel aluminio y fue utilizada el mismo dia de su preparacion.

La capacidad de los compuestos antioxidantes para realizar el barrido del radical libre DPPH se
determin siguiendo la metodologia de Mahmoudi, Khali, Benkhaled, Benamirouche, y Baiti (2016)
con ligeras modificaciones. Se tom6 1.5 ml de cada muestra y se mezclé con 3.0 ml de la solucién
fresca de DPPH preparada anteriormente. Las mezclas se agitaron enérgicamente por 20 segundos
y se dejaron reposar a temperatura ambiente por 30 minutos bajo oscuridad con el objetivo de
obtener valores estables de absorbancia. La absorbancia fue medida a 517 nm en un
espectrofotometro UV- Vis. Para la preparacion del control, se tom6 1.5 ml de la solucién fresca de
DPPH y se mezclé con 3.0 ml de etanol grado HPLC. La mezcla se dejé reposar por 30 minutos
bajo oscuridad y se analizé de la misma manera que las muestras. Todas las determinaciones fueron

realizadas por triplicado.

El porcentaje de inhibicién de la absorbancia debido al barrido del radical DPPH se calcul6 como

se muestra en la ecuacién 15:

. A A
% Inhibicion = —<entrol “muestra , ()() (Bc. 15)

control

Donde:
A muestra €8 1a absorbancia de la muestra y A control €8 la absorbancia de la solucién de DPPH.
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5.5.4. OPTIMIZACION Y VALIDACION DEL MODELO

Los valores de concentracién de etanol y tiempo de extraccion que maximizaron las variables de
respuesta (rendimiento de extraccion, contenido fendlico total y capacidad antioxidante) fueron
obtenidos mediante el programa Design Expert y fueron aplicados experimentalmente en un nuevo
proceso de extraccion con el objetivo de obtener el EU 6ptimo, designado como “extracto de semilla

de ungurahui libre” (EUL).

Para la validacién del modelo, se realiz6 los anélisis de CFT y capacidad antioxidante al EUL, segtin
las secciones 5.5.3.2. y 5.5.3.3. Finalmente, los valores obtenidos experimentalmente fueron
comparados con lo valores pronosticados por el programa, estimando de esta manera el porcentaje

de error del modelo:

% valor experimental—% valor predicho

% Error = x100 (Ec. 16)

% valor predicho
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Figura 22. Flujo de operaciones para la obtencion y analisis del extracto de semilla de ungurahui
libre (EUL)

Fuente: Elaboracién propia

5.6. MICROENCAPSULACION DEL EXTRACTO DE SEMILLA DE UNGURAHUI

Para preparar la solucién de alimentacién, el EUL (4 g) fue disuelto en agua-etanol (44 g) a la
concentracion Optima de extraccion, y la maltodextrina (12 g), utilizada como material encapsulante,
fue disuelta en agua destilada (20 g). Ambas soluciones, por separado, se agitaron de forma continua
(800 rpm) por 1 hora a temperatura ambiente. Una vez que se obtuvo una solucién clara de
maltodextrina, se transfiri6 a una bureta de 50 ml y se afadi6 lentamente a la solucién que contenia
el extracto hasta alcanzar una concentracion de sélidos en suspension de 20 % (p/p). La mezcla (=
80 ml) se homogenizé a 10000 rpm usando un homogenizador Ultra-Turrax durante 10 minutos y

se mantuvo en agitacion hasta que fue microencapsulada.
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La microencapsulacion se realiz6 mediante la técnica de secado por aspersion utilizando un equipo
mini-Spray Dryer de laboratorio (Toption TP-S15, China) con dos boquillas de alimentacion de 0.5
mm de didmetro y bajo las siguientes condiciones: temperatura de entrada a 150 °C, velocidad del
aire a 90% y velocidad de alimentacién de 18% (6 ml/min). La mezcla se agité constantemente para
asegurar la homogeneidad de la alimentacién durante el secado. Como resultado del proceso, se
obtuvo microcapsulas de EUL, designadas como “extracto de semilla de ungurahui
microencapsulado” (EUM). La muestra microencapsulada fue pesada e inmediatamente colocada
en bolsa trilaminada para evitar que sea afectada por accién de la luz y humedad. La muestra fue

almacenada en un desecador hasta los andlisis posteriores.

5.6.1. ANALISIS DE BARRIDO ESPECTRAL

Para evaluar cualitativamente la posible degradacién de los compuestos fendlicos del extracto de
semilla de ungurahui a causa de la temperatura de microencapsulacion, los extractos (EUL y EUM)
fueron sometidos a un andlisis de barrido espectral utilizando un espectrofotometro UV-Vis. en el
rango de 200 a 400 nm. Se prepararon tres soluciones con los extractos, utilizando como solvente la
mezcla de agua-etanol a la concentracion 6ptima (48.44 %). El EUL se prepar6 a 100 ppm y el EUM
a 400 ppm, por ultimo, se prepar6 una solucién a 100 ppm con EUL sometido bajo condiciones de
atomizacion, pero sin maltodextrina (EUL,,) con la finalidad de comparar la ausencia del efecto
protector de la maltodextrina a diferencia del EUM. Las tres soluciones preparadas fueron sometidas

al analisis de barrido espectral utilizando un espectrofotometro UV-Vis de un solo haz.

5.6.2. RENDIMIENTO DE LA MICROENCAPSULACION

El rendimiento de la microencapsulacion (RM) se realizé con la finalidad de conocer cuénto material
inicial (extracto y maltodextrina) se pudo recuperar luego de la microencapsulacion. El rendimiento
de la microencapsulacion (RM) fue determinado gravimétricamente como la relacion entre el peso
de las microparticulas obtenidas al final de la atomizacion (EUM) y el peso de los sélidos iniciales

afiadidos (EUL y maltodextrina) (Ec. 17):

masa final de las microcapsulas (g)

RM (%) = x100 (Ec. 17)

masa de maltodextrina (g)+masa del extracto
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5.6.3. EFICIENCIA DE LA MICROENCAPSULACION

La eficiencia de la microencapsulacion (% EM) se determiné mediante una relacién porcentual entre
el contenido fendlico total de las microcdpsulas (CFTwm) y el contenido fendlico superficial de las
microcdpsulas (CFSm) (Ec. 18). La parte no encapsulada puede ser definida como la fraccion que es
facilmente extraida con solventes orgédnicos sin ruptura de la matriz sélida (Gallardo et al., 2013).
Para obtener el CFTy, se desintegré 0.030 g de EUM vy se disolvié en 25 ml de una solucién
hidroetandlica (48.44%) con un Ultra Turrax T25 Basic (IKA, Alemania) a 10000 rpm durante 1
minuto, luego se agregaron 20 ml de la misma solucién hidroetandlica, se agité durante 5 min y se
filtr6 con papel Whatman n°2. Para obtener el CFSwm, se usé el mismo procedimiento, pero a
diferencia de desintegrar las microcdpsulas, se lavaron por goteo con 45 ml de solucion
hidroetandlica durante 5 minutos (Davidov-Pardo et al., 2012a). Ambas soluciones filtradas fueron
transferidas a fiolas volumétricas y enrasadas a 50 ml con el objetivo de obtener los valores de CFTm

y CFSwm del extracto total y superficial por espectrofotometria UV- vis.

%BEM=1— % (Ec.18)
M

5.6.4. CARACTERIZACION ORGANOLEPTICA DE LOS EXTRACTOS

Se realiz6 la caracterizacidon organoléptica de los extractos (EUL y EUM) considerado aspecto,

color, olor y sabor, segtin la metodologia de Inocente (2009).

5.6.5. ANALISIS DE MORFOLOGIA Y TAMANO DE LAS PARTICULAS

Se realizo la evaluacion de las particulas del EUL y EUM por Microscopia Electronica de Barrido
(SEM por sus siglas en inglés, Scanning Electron Microscopy), donde, segin Fazaeli et al. (2012),
la imagen es formada paso a paso con el barrido de un haz de electrones a través de la muestra. Este
andlisis permiti6 detectar la posible agregacion de las particulas, determinar su tamafio y visualizar

su estructura.

Las muestras se fijaron por adhesién en una cinta especial de carbono, que les permitié ser

conductoras, se colocaron en el portamuestras y se transfirié al microscopio electrénico modelo

EVO MA 10 (ZEISS, Alemania), operado en modo de alto vacio de 4x/ 0~ ®mbar y a un voltaje de

aceleracion de electrones de 20 kV. Se obtuvieron microimédgenes en un rango de aumento de 500 -
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10000 veces utilizando el software SmartSEM V05.06.

La obtencidon del didmetro promedio se realiz6 solo para las particulas de EUM. Esto fue posible a
través de la adquisicion y andlisis de imdgenes por medio del programa ImageJ (software Fiji, USA)
y el software de procesamiento Origin 9.0 (Electronic Arts, USA). Se usaron las imdgenes obtenidas

por SEM que tuvieron un aumento de 1000x alcanzandose un recuento de mas de 1400 particulas.

5.6.6. ANALISIS FENOLICO Y ANTIOXIDANTE DE LAS MICROCAPSULAS

Para los andlisis fendlico y antioxidante, se prepard una concentracion de EUM de tal forma que
contenia tedricamente la misma concentracién del EUL que se utiliz6 en la validaciéon del modelo
optimizado, con el objetivo de compararlos y evaluar el grado de degradacién de los compuestos
antioxidantes tras el proceso de secado por aspersion. El andlisis fendlico se realizé mediante la
determinacion del CFT de las microcédpsulas. Se pes6 20 mg de EUM vy se disolvid en una solucion
hidroetandlica hasta 50 ml (400 ppm), luego se sigui6 la metodologia empleada en la seccién 5.5.3.2.
El andlisis antioxidante, se realiz6 mediante la determinacién de la capacidad antioxidante por
DPPH. Se tomé 1 ml de la solucién anterior y se mezcl6 con el mismo solvente hasta 10 ml, siendo

la concentracion final de la muestra igual a 40 ppm, luego se sigui6 la metodologia empleada en la

seccion 5.5.3.3.2.

Cabe resaltar que los valores de CFT del EUL y EUM fueron transcritos en los resultados del dia O
en la Seccion 5.6.7 que corresponde al “analisis de la estabilidad fendlica de los extractos durante

el almacenamiento”.

5.6.7. ANALISIS DE ESTABILIDAD FENOLICA DE LOS EXTRACTOS DURANTE
EL ALMACENAMIENTO

Los extractos, EUL y EUM, fueron almacenados en viales transliicidos a temperatura ambiente
(25°C) por un periodo de 180 dias. El analisis fenolico del EUL y EUM se realiz6 mediante el CFT
(método de Folin-Ciocalteu) cada 45 dias, siguiendo la misma metodologia descrita en la seccion

5.5.3.2.
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Figura 23. Flujo de operaciones para la obtencidén y andlisis del extracto de semilla de ungurahui
microencapsulado (EUM)

Fuente: Elaboracion propia

5.7. ELABORACION DE GALLETAS ENRIQUECIDAS CON EXTRACTOS DE
SEMILLA DE UNGURAHUI

5.7.1. FORMULACION PARA LA ELABORACION DE LAS GALLETAS
ENRIQUECIDAS

Se prepararon tres tratamientos de galleta: (1) galletas enriquecidas con EUL (G-EUL), (2) galletas
enriquecidas con EUM (G-EUM) y (3) galletas control (G-C); es decir, sin la adiciéon del EUL o
EUM. La tabla 10 muestra los ingredientes que se utilizaron en la formulacién de las galletas. Como
se observa, se utiliz6 la misma formulacion para todos los tratamientos, con la excepcion de la
cantidad de extracto afiadido a cada galleta. El peso de cada galleta fue aproximadamente 7y 6 g

antes y después del horneado, respectivamente.
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Tabla 10. Formulacion de las galletas enriquecidas

G-C G-EUL G-EUM
Ingredientes (g/batch) (g/batch) (g/batch)
Harina 228.62 228.62 228.62
Azicar 114.31 114.31 114.31
Mantequilla 114.31 114.31 114.31
Esencia de vainilla 3.59 3.59 3.59
Huevo 60.81 60.81 60.81
Bicarbonato de sodio 3.17 3.17 3.17
Sal 0.18 0.18 0.18
EUL 2.64 -
EUM --- 10.55%

(*) La cantidad afiadida de EUM corresponde aproximadamente a una cantidad similar de compuestos fendlicos
presentes en los 2.64 g de EUL.

Fuente: Elaboracién propia

5.7.2. PROCEDIMIENTO PARA LA ELABORACION DE LAS GALLETAS
ENRIQUECIDAS

La preparacion de las galletas, se derritié la mantequilla y se combind con el azicar, esencia de
vainilla y huevo mediante el uso de una batidora (Oster, U.S.A) a velocidad media, hasta lograr una
mezcla homogénea. Por otro lado, se cerni6 la harina de trigo junto con el EUL (previamente
cernido) o el EUM, segiin corresponda, y se combiné con la mezcla anterior mediante el uso de una
espatula de silicona. Se agregd bicarbonato de sodio y sal a la mezcla final y se continué agitando
manualmente hasta homogeneizar por completo todos los ingredientes. La masa obtenida se estiré
con la ayuda de un rodillo y se cort6 con la ayuda de un molde de acero, formando piezas circulares

de 50 mm de didmetro. Estas piezas fueron cocidas en un horno modelo Moulinex (Moulinex Ltda.,
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Francia) durante 8 minutos a 180°C. Las galletas horneadas se enfriaron a temperatura ambiente
durante 2 horas y se almacenaron en frascos de vidrio con tapa hermética para evitar el ingreso de

humedad, y forrados con papel aluminio para evitar el ingreso de luz.

5.7.3. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS DE CALIDAD

5.7.3.1. Andlisis de CFT de las galletas

La evaluacion de la estabilidad de los compuestos fendlicos en las muestras de galleta antes y
después del horneado, se realiz6 mediante el analisis de CFT. Se sigui6 la metodologia descrita por
Davidov-Pardo et al. (2012b), con ligeras modificaciones. Las galletas fueron previamente
desengrasadas antes de medir el CFT para evitar cualquier interferencia en las mediciones por la
presencia de lipidos. De cada tratamiento, se tomaron dos muestras de 2.50 g de galleta cruda. La
primera muestra —G-EUL y G-EUM crudas— fueron desengrasadas directamente, mientras que la
segunda muestra —G-C, G-EUL y G-EUM crudas— fueron horneadas (con un peso final de 2.14
g) y molidas para luego ser sometidas al mismo proceso de desengrasado. Cada muestra a ser
desengrasada se coloco dentro de un cartucho de papel filtro y se desengrasé con 150 ml de éter de
petréleo (40-60°C de ebullicién) en un equipo Soxhlet hasta la tercera sifonada, que permitié obtener
éter sin arrastre de grasa en el tubo extractor. Al terminar el proceso, se retiraron las muestras y se

dejaron secar durante la noche.

Para la determinacién del CFT, las muestras secas y desengrasadas se sometieron al proceso de
extraccion por ultrasonido con 120 ml de metanol al 95% por 15 min. El extracto se centrifugé a
4000 rpm, se filtré y el sobrenadante fue utilizado para realizar el ensayo Folin-Ciocalteu segtn lo
descrito en la seccion 5.5.3.2. Para fines de célculo, los resultados se expresaron en mg

EAG/paquete, considerando que un paquete de galletas contiene 10 unidades (= 60 g).

5.7.3.2. Medicion del color de las galletas

La medida del color de las muestras se determind mediante la metodologia del sistema CIELAB
(Ledn, Mery, Pedreschi y Le6n, 2006). Se utilizaron los siguientes instrumentos: una cdmara digital
Canon EOS Digital Rebel XS con 10 megapixeles de resoluciéon que fue colocada de forma vertical
a 30 cm de distancia de las muestras, una cartulina negra como fondo y dos focos ahorradores de
9W como fuentes de iluminacion. El 4ngulo entre el eje del lente y los focos fue de 45 grados. Una
vez obtenidas las fotos, se selecciond la parte central de cada muestra, la cual fue analizada en el

programa Paint con el objetivo de obtener los valores R, G y B. Se realizé la transformacién del
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modelo RGB255 al sistema CIE L*a*b* mediante el programa EasyRGB, donde la coordenada L*
representa luminosidad; la coordenada a*, enrojecimiento; y la coordenada b*, amarillez. Cada

muestra se analiz6 por triplicado para obtener un valor colorimétrico promedio.

5.7.3.3. Andlisis quimico proximal de las galletas

La composicién proximal (humedad, proteinas, grasas y cenizas) de las muestras (G-C, G-EUL y
G-EUM) horneadas se analiz6 de acuerdo con los procedimientos de la AOAC. El contenido de
humedad se realiz6 utilizando el analizador de humedad; el contenido de proteina cruda (N x 6.25)
se estimé mediante el método de Kjeldahl (AOAC, 1995); el contenido de grasa se determind
mediante extraccién con éter de petréleo en un equipo Soxhlet (AOAC, 2000); el contenido de
cenizas se determiné mediante incineracion a 525 + 25°C (AOAC, 2005) y los carbohidratos totales

se calcularon por diferencia. La energia total se calcul6 de la siguiente manera:

Energia (kcal) = 4 x (g de proteinas + g de carbohidratos) + 9 x (g lipidos) (Ec. 19)

5.7.3.4. Andlisis sensorial de las galletas

Las muestras fueron evaluadas 12 horas después de haber sido horneadas. Para evitar la ganancia de
humedad y preservar los atributos sensoriales en las muestras durante el transporte, se colocaron en
frascos de vidrio forrados con papel film y sellados herméticamente. En la primera etapa de la
evaluacién, 56 estudiantes de la E.A.P de Ingenieria Agroindustrial de la UNMSM entre 17 y 25
afios fueron interrogados sobre la frecuencia semanal con que consumian galleta y el tipo de galleta
que usualmente preferian, con el objetivo de seleccionar aquellos cuya frecuencia de consumo de
galleta era de al menos una vez por semana y que presentaran preferencia por las galletas dulces. Se
selecciondé a 30 estudiantes que cumplian con ambos requisitos para la segunda etapa de la

evaluacion.

En la segunda etapa, se explico el procedimiento de evaluacion sensorial a los panelistas y se
aclararon las dudas surgidas antes de iniciar la prueba. Se aplicé un diseiio completamente al azar
(DCA), en que las galletas se sirvieron en platos de poliestireno expandido, y fueron codificadas con
numeros aleatorios de 3 digitos: 385 (G-C), 609 (G-EUL) y 217 (G-EUM). El tamafio de la muestra
fue una unidad entera de galleta y los panelistas bebieron agua al pasar de una muestra a otra. La

prueba se realiz6 en un saldn, bajo luz blanca, a temperatura ambiente y con ventilacion.
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Los panelistas evaluaron los atributos sensoriales como olor, sabor, textura, color y apariencia en
cada una de las muestras mediante una escala lineal no estructurada de 10 cm, acotada en sus
extremos inicial y final con los términos “me disgusta mucho” y “me gusta mucho”,
respectivamente; asimismo, evaluaron la aceptabilidad global de las muestras mediante una escala
heddnica de nueve puntos, desde la categoria “me disgusta extremadamente” hasta “me gusta
extremadamente” (Handa, Goomer y Siddhu, 2011). En ambas escalas se les permiti6 asignar el
mismo valor a mds de una muestra. El porcentaje de aceptabilidad de la galleta fue calculado

mediante la siguiente férmula:

% Aceptabilidad = leloo (Ec. 20)

Donde:
N = ndmero de personas que prefirieron la galleta “X”.

No= numero total de personas encuestadas.

Recepcion
l P Mantequilla, .,
Primer mezclado 3 3 azticar, esenicia de
: vainilla y huevo
e Horing, %
Segundo mezclado 5 ] bicarborato de
e, sodio y sal
L 3" EULoEUM ;
Homogenizado
................... Moldeado 3 \ D = 50 mm
U Andlisisdel e | Treeennnnananasenent st
» CFT. ’..._. e
...................... Horneado __‘-.. 180 °C x 8 min X
Enfriado T ambx 120 min
Envasado | ettt
; ’ Andlisis de K
." caracteristicas de
GC, G-EULy G-EUM g A calidad (CFT,
-, color, proximal y s
iy sensorial) X

Figura 24. Flujo de operaciones para la obtencion y andlisis de las galletas enriquecidas

Fuente: Elaboracién propia
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5.8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos y medidas analiticas se llevaron a cabo al menos por duplicado y se
reportaron como la media + la desviacion estdndar (Microsoft Excel 2016, Microsoft). El andlisis
de regresion multiple de los datos de optimizacidn, segin la MSR, se realizé usando el software
“Design Expert” (Version 10.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, EE. UU), el cual permitié obtener las
gréaficas de Superficie de Respuesta, de correlacién y de deseabilidad. Las gréficas de Pareto se
obtuvieron a partir del software Statgraphics Centurion XVI versién 16.1.18 (StatPoint
Technologies Inc., Warrenton, Virginia). La diferencia significativa entre las medias de cada
tratamiento fue comparada mediante la prueba de Tukey (Minitab Inc., State College, EE. UU) con
un nivel de significancia de 0.05. La correlacion de Pearson se utiliz6 para determinar las
asociaciones entre el CFT y la capacidad antioxidante de los extractos. Para la lectura de los andlisis
espectrofotométricos, se utilizé los softwares “VISION/ize™ - Quant Application” vy
“VISIONpro™” (Thermo Fisher Scientific Inc., Uberlingen, Alemania). Para los analisis realizados
a las galletas enriquecidas, se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar, los valores fueron
expresados como media + desviacion estdndar (n = 3) y la diferencia significativa entre las medias
de cada tratamiento fueron comparadas mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia

de 0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. ENSAYOS PRELIMINARES

6.1.1. DETERMINACION DE pH

El pH del extracto hidroetandlico de semilla de ungurahui fue 6.39 + 0.02. Segiin Mylonaki,
Kiassos, Makris y Kefalas (2008), los compuestos bioactivos son bastante estables a pH 6.0, el cual
les permite aumentar su solubilidad en medios polares debido a la disociacion de los grupos -OH de
los 4cidos fendlicos. El pH aproximadamente neutro del extracto evita la rapida degradacion
oxidativa de los compuestos fendlicos, a diferencia de que si estuvieran en un pH > 7 debido a la
sensibilidad de estos compuestos en medios alcalinos (Pasrija et al., 2015; Boza et al., 2000 citado

en Reyes-Jurado, Palou y Lopez-Malo, 2014; Garzon, 2008).

6.1.2. MARCHA DE SOLUBILIDAD

Los resultados de la marcha de solubilidad (Tabla 11) muestran que el extracto hidroetandlico de
semilla de ungurahui es soluble en solventes de alta y mediana polaridad, como el agua, metanol y
etanol, deduciendo que sus metabolitos secundarios también presentan dichas polaridades.
Diferentes autores como Rojas-Llanes, Martinez y Stashenko (2014) y Fernandez-Agull6 et al.
(2013) obtuvieron un mayor contenido de compuestos fenolicos utilizando una mezcla de solventes
polares. Esto puede atribuirse a varios factores como la constante dieléctrica y estructura quimica
de los solventes, y la estructura molecular de los metabolitos presentes en los extractos, que
contienen partes polares y no polares, cuya proporcion los hace selectivamente extraibles por

determinada mezcla de solventes (Dorta, 2014).
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Tabla 11. Marcha de solubilidad del extracto hidroetandlico de semilla de ungurahui

Solvente Solubilidad

Eter de Petroleo -

Hexano -
Cloroformo -
Acetona -
Etanol ++
Metanol +++
Agua +

(-): insoluble, (+): poco soluble, (++): soluble, (+++): muy soluble.

Fuente: Elaboracién propia

6.1.3. MARCHA FITOQUIMICA

Los resultados obtenidos en el estudio de los grupos de metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroetandlico se muestran en la Tabla 12. El andlisis fitoquimico revel6é la marcada
presencia de compuestos fendlicos como flavonoides (proantocianidinas y flavonoles) y taninos, a
los cuales se les han atribuido propiedades antioxidantes (Rice-Evans, Miller y Paganga, 1996;
Martinez-Navarrete et al., 2008), antiinflamatorias (Halliwell, 2001; Marquardt y Watson, 2014;
Mendes, 2014) y anticancerigenas (Hertog, Hollman, Katan y Kromhout., 1993; Andrade y Fasolo,
2014) a lo largo de los afos. Estos compuestos fendlicos generalmente se encuentran en forma de
glicosidos, tal como sefiala Torres (2018). Probablemente por este motivo, la prueba de azucares
reductores en el extracto dio positivo. También se observd la leve presencia de triterpenos,
terpenoides y saponina, que segin Aparecida (2014) y Mendes (2014), contribuyen a la actividad
antiinflamatoria de muchas plantas. Por otro lado, hubo ausencia de alcaloides, glucésidos
cianogenéticos y antraquinona, lo cual es favorable si el extracto va a ser aplicado posteriormente a
una matriz alimentaria o presenta algin fin alimentario, ya que, se especula que estos metabolitos
pueden ser toxicos para los humanos (Carretero, 2000 citado en Robles-Garcia et al., 2016; Sanchez
y Santa, 2009; Elizalde, Porrilla y Chaparro, 2009). Cabe mencionar que en la literatura no figura

ningun andlisis cualitativo realizado a la semilla de ungurahui previamente a este estudio.
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Tabla 12. Marcha fitoquimica del extracto hidroetandlico de semilla de ungurahui

Prueba Reaccion tipica Metabolitos secundarios Resultado
Molish Anillo violeta en la interfase Azicares no reductores -
Fehling Precipitado rojo ladrillo Azicares reductores ++
., Taninos condensables
FeCls Coloracién verde oscuro D +++
(proantocianidinas)
Gelatina Precipitado blanco lechoso Taninos ++
. . ) ) Flavonoides (flavonoles, flavonas,
Shinoda Coloracién roja a salmén ++
flavanonoles y flavanonas)
Hidréxido de sodio al ., . . .
10% Coloracién café -naranja Flavonoides (flavonoles) +++
(%
Rosenheim Precipitado rojo pardo Leucoantocianidinas ++
Lieberman- Burchard Coloracién pardo anaranjado Triterpenos +
Salkowski Coloracién marrén rojiza Terpenoides +
Ninhidrina Coloracioén violeta Amino4cidos libres -
Dragendorff Precipitado naranja Alcaloides -
Mayer Precipitado blanco Alcaloides -
Bertrand Precipitado blanco lechoso Alcaloides -
Sonnenschein Precipitado verde azulado Alcaloides -
Saponinas Formacién de espuma Saponinas +
Grignard Coloracién rosa o roja Glicosidos cianogenéticos -

Hidréxido de amonio

Coloracién roja

Glicosidos de antraquinona

(-): ausencia de fitoquimicos, (+): cambio de color/precipitado leve, (++): cambio de color/precipitado moderado,

(+++): cambio de color/precipitado intenso.

Fuente: Elaboracion propia
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En el andlisis del fruto de ungurahui, la presencia de flavonoides y taninos fue corroborada por
Hidalgo et al. (2016) que cuantificaron altos valores de fenoles y con ello, alta actividad antioxidante
en la semilla, indicando que estos extractos son normalmente ricos en taninos, que son los
responsables en su mayoria de la elevada capacidad antioxidante. Asimismo, triterpenos,
flavonoides y taninos fueron encontrados en el extracto etanélico de una mezcla de semilla y pulpa
del fruto de ungurahui realizado por Pires y Lima (2017), que a su vez reportaron la ausencia de
saponina. Aunque en este andlisis se tuvo un resultado positivo para saponina, en la literatura no se
encuentra evidencia de la presencia de este metabolito en otras semillas de la misma familia o

género.

En el género Oenocarpus, el fruto del bacaba fue estudiado por Pina, Silva, Miranda y Almeida
(2017), que reportaron la presencia de flavonoides y triterpenos libres. Sin embargo, segtin Carvajal,
Hata, Sierra y Rueda (2009), la presencia de un tipo de metabolito en una planta no condiciona su
presencia en otras especies del mismo género. Por otro lado, Marinho (2017) report6 la presencia de

fenoles y flavonoides en la semilla de dos especies de acai, en la familia Arecaceae.

6.2. EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

6.2.1. ELECCION DE LAS CONDICIONES DEL PROCESO DE EXTRACCION

Para la eleccion de las condiciones de extraccion (factores) y del establecimiento de sus niveles, se
hizo una exhaustiva revision bibliogréfica sobre extracciones realizadas a la palmera del ungurahui
o0 a otras plantas similares, debido a que no se encontré antecedentes de extraccion aplicados a la

semilla del fruto en estudio.

Estudios previos relacionados con la extraccion de compuestos fendlicos del ungurahui reportaron
que una mezcla de acetona/agua 70/30 % (v/v) fue el mejor solvente para extraer especialmente
elagitaninos y proantocianidinas de alto peso molecular en la pulpa del fruto (Rezaire et al., 2014),
asi como mezclas de acetona/agua 70/30 % (v/v) y metanol/agua 70/30 % (v/v) permitieron alcanzar

los valores mas altos de fenoles totales en hojas y raices de esta palmera (Leba et al., 2016).

En fitoterapia se recomienda macerar las plantas en soluciones hidroetandlicas a concentraciones de
30% (Hoffman, 1996 citado en Soto-Garcia y Rosales-Castro, 2016), o 70% (Sosa, 1997) por ser un
procedimiento de extraccion seguro y eficiente, debido a que el etanol es considerado como solvente

GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro) (Ferndndez-Agull6 et al., 2013; Xavier, Freire,
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Vidal-Tato y Gonzilez-Alvarez, 2015). A pesar de que en la literatura se han usado diversos
solventes que incluyen metanol, éter etilico, acetato de etilo y etanol para la extraccion de
compuestos de interés de fuentes vegetales, el etanol es especialmente adecuado para su uso en

procesos alimentarios (Bonilla et al., 1999).

Al estudiar la capacidad extractiva del etanol puro y de la mezcla etanol-agua en distintas
proporciones, Giannuzzo, Nazareno, Mishima y Lépez de Mishima (2000), encontraron que la
mezcla etanol-agua en las proporciones 70:30 y 60:40 % (v/v) permitieron obtener las mayores
concentraciones del flavonoide naringina debido a que la alta polaridad del agua permite mayor
penetracion del solvente a las membranas de las células, logrando una mayor eficiencia de
extraccion. Por otra parte, Fernandez-Agull6 et al. (2013) obtuvieron los valores mas altos de
actividad antioxidante y contenido fendlico al utilizar agua-etanol como solvente de extraccion en
la proporcién 50:50 % (v/v) concluyendo que las mezclas de etanol y agua fueron més eficientes en
la extraccion de compuestos bioactivos que los sistemas mono-solventes. Por ende, es mds
conveniente utilizar como solvente una mezcla de agua y etanol para la obtencion de extractos

naturales con altas concentraciones de compuestos bioactivos.

La duracion del tiempo también influye en la extraccion de compuestos bioactivos; por esto, varios
autores evaluaron el efecto de diferentes rangos de tiempo sobre el proceso de extraccion (Yilmaz y
Toledo, 2006; Spigno, Tramelli y De Faveri, 2007; Gonzdlez- Montelongo et al., 2009; Lapornik et
al., 2005; Moreno, 2013). Tiempos largos de extraccion por ultrasonido pueden producir una
recuperacion menor del compuesto bioactivo, lo que podria explicarse por reacciones entre los

radicales generados por el ultrasonido y el compuesto bioactivo (Soria y Villamiel, 2010).

Por lo tanto, en base a la literatura revisada y segin los resultados obtenidos en los ensayos
preliminares, se fijaron los niveles para los factores de la extracciéon por ultrasonido, es decir,
concentracion de etanol entre 50 a 90 % y tiempo de extraccion entre 15 a 45 minutos. La relacion
s6lido: liquido y la temperatura de extraccidon se mantuvieron constantes a 1:30 (p/v) y 254+3°C,

respectivamente.

6.3. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

6.3.1. AJUSTE DE LOS MODELOS DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

Se us6 la MSR para realizar la optimizacién de la extraccion de compuestos fendlicos de la semilla
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de ungurahui. Se utilizé uno de los disefios mds importantes de esta metodologia, el Disefio Central

Compuesto Ortogonal (DCCO), con el que se pudo determinar el efecto de la concentracién de

etanol y tiempo de extraccidn sobre las variables de respuesta: rendimiento de extraccién (RE),

contenido fendlico total (CFT) y capacidad antioxidante por CAT y DPPH. La Tabla 13 muestra los

resultados experimentales aplicando el DCCO.

Tabla 13. Rendimiento de la extraccién, contenido fendlico total y capacidad antioxidante de los

extractos de semilla de ungurahui (EU) aplicando el DCCO

EtOH
(%)

Tiempo
(min)

RE
(%)

CFT
(mg EAG/g)

CAT
(mg EAA/g)

DPPH
(% Inhibicion)

48.4382

50

50

70

70

70

70

90

90

91.5618

30

15

45

13.8287

30

30

46.1713

15

45

30

24.8240.05 AB

24.4540.41 ABC

25.1740.45 A

23.76+0.21 P

23.9840.55 P

24.1740.44 BC

24.2240.48 BC

22.78+0.21

23.3140.53 PE

22.63+0.69 E

433.22425.17 AB

456.25+1.53 A

412.88+8.36 BC€

446.82+5.36 A

415.9240.84 BC€

414.3540.00 B€

407.85+2.19 €

410.124+15.29 ©

405.7142.08 ©

393.94+2.08 ©

1807.21+135.54 AB

1947.83+101.69 #

1692.75+129.73 BC€

1847.09+126.14 AB

1737.76+36.99 BC

1737.65+57.90 BC

1457.94490.25 PE

1594.20499.56 P

1401.64+48.67 E

1378.26+92.23 E

74.234+1.10 AB

76.35+2.83 A

72.2540.07 B€

74.85+1.27 AB

74.1840.25 AB

72.43+1.11 BC€

73.1940.48 BC€

71.64+2.17 ©

65.77+1.21 P

65.1340.34 P

Los valores estdn expresados como media * desviacion estdndar. Las medias que no comparten una misma letra dentro

de cada columna son significativamente diferentes segtn la prueba de Tukey (p < 0.05). Los valores son expresados en
base seca. EtOH: etanol, RE: rendimiento de extraccién, CFT: contenido fenélico total, CAT: capacidad antioxidante
total, DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo. mg EAG/g: mg equivalente de dcido gélico por g de EU, mg EAA/g: mg
equivalente de dcido ascérbico por g de EU.

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 14, se muestran los resultados del andlisis de regresiéon multiple de los modelos

polinomiales obtenidos para las cuatro variables de respuesta bajo diferentes condiciones de

concentracion de etanol (X;) y tiempo de extraccion (X2), siendo evaluados términos lineales (X,

X>), de interaccion (X1*X2) y cuadréticos (X1?, X2?). Se eligié un modelo lineal para el rendimiento

(Y1) y CAT (Y3), mientras que, se eligié un modelo cuadratico para el CFT (Y2) y DPPH (Y4). La

eleccion de cada modelo polinomial fue el resultado de analizar el coeficiente de determinacion,

falta de ajuste, coeficiente de varianza y precision adecuada del andlisis de regresion de todos los

modelos polinomiales inicialmente ofrecidos por el software para cada variable de respuesta.

Tabla 14. Anélisis de regresion multiple de los modelos polinomiales de las variables de respuesta

Y1 Y2 Ys Y4

Fuente Coeficiente valor-p Coet:iciente valor-p Coef.'iciente valor-p Coet.'iciente valor-p
Estimado Estimado Estimado Estimado
Intercepto 23.93 - 416.02 - 1660.23 - 73.10 -
Lineal
X; - EtOH -0.93 < 0.0001 -15.12 0.0016 -175.06 0.0003 -3.32 0.0054
X - tiempo 0.28 0.0046 -14.20 0.0020 -137.11 0.0013 -1.86 0.0372
Interaccion
X1*X5 - - 9.74 0.0173 - - -0.44 0.5921
Cuadrdtico
X7 - - -3.00 0.3780 - - -2.74 0.0417
X5 - - 8.83 0.0434 - - 1.00 0.3423
Modelo - < 0.0001 - 0.0035 - 0.0002 - 0.0224
LOF - 0.5292 - 0.1417 - 0.0008 - 0.5030
R? 0.9674 0.9712 0.9092 0.9256
R? ajust. 0.9581 0.9351 0.8833 0.8327
CV (%) 0.71 1.19 4.02 2.11
PA 26.025 16.777 17.067 8.929
Xi: concentracion de etanol; X,: tiempo de extraccion; Y i: rendimiento (%); Y »: CFT (mg EAG/g); Y 3: CAT (mg

EAA/g); Y 4: DPPH (%). LOF: falta de ajuste; CV: coeficiente de variacién; PA: precision adecuada.

Fuente: Elaboracién propia
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El coeficiente de determinacién (R?), que mide el grado de fiabilidad del ajuste del modelo a un
grupo de datos (Martinez, 2005), debe ser al menos 0.8 (Joglekar y May, 1987 citado en Saikia,
Mahnot y Mahanta, 2015; Binti, 2012). En este caso, se obtuvieron valores de R? iguales a 0.9674,
0.9712, 0.9092 y 0.9250 para los modelos Y1, Y2, Y3 y Y4, respectivamente. Cuando R? es mayor
que 0.9 y cercano a 1 indica una correlacion satisfactoria entre los valores pronosticados (estimados)
y experimentales (observados) (Haaland, 1989 citado en Ramanjaneyulu y Rajasekhar, 2016), como
ocurre en el presente estudio, donde los valores pronosticados y experimentales se encuentran

distribuidos homogéneamente y muy cerca uno del otro, alrededor de la linea de ajuste (Figura 25).
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Figura 25. Correlacion entre los valores estimados y observados de las variables de respuesta: A)
Rendimiento (%); B) CFT (mg EAG/g); C) CAT (mg EAA/g); D) DPPH (%)

Fuente: Elaboracién propia
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La falta de ajuste (LOF por sus siglas en inglés, lack of fit) permitié determinar si los modelos se
ajustaban a los datos experimentales con exactitud. Un valor de p > 0.05 permite deducir que un
modelo posee un buen ajuste de datos y que es capaz de predecir la respuesta (Moreno, 2013). La
falta de ajuste correspondiente a los modelos de Y1, Y2 y Y4 fue no significativa (p > 0.05); sin
embargo, el modelo de Y3 mostrd una notoria falta de ajuste (p < 0.05) que produjo varios residuos

inusualmente grandes.

La precision adecuada (P.A) mide la relacién sefial-ruido y siempre se espera que su valor sea mayor
que 4 para poder predecir las respuestas dentro de un determinado disefio. En este caso, se obtuvieron
valores de 26.168, 16.781, 17.067 y 8.924 para los modelos de Y1, Y2, Y3 y Y, respectivamente,

que indican una adecuada sefal.

El coeficiente de variacion (C.V %) mide la dispersion de los datos con relacion a la media. En este
caso, se obtuvieron C.V. bastante bajos. Los valores de C.V menores al 5% indican homogeneidad

(Rustom, 2012), precision y fiabilidad de los experimentos (Ramanjaneyulu y Rajasekhar, 2016).

6.3.2. ANALISIS DE LOS MODELOS DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

Mediante el andlisis de regresion multiple realizado a los datos experimentales, los factores de
concentracion de etanol (X;) y tiempo de extraccion (X2) fueron relacionados con las variables de
respuesta a través de ecuaciones predictivas de primer orden para el rendimiento (Y1) y CAT (Y3),

y de segundo orden para CFT (Y2) y DPPH (Y34).

6.3.2.1. Rendimiento de extraccién

Experimentalmente, el rendimiento maximo de extraccion (25.17 %) se logré con 50 % de etanol y
45 minutos de sonicacion (Tabla 13), valores superiores a lo expuesto por Rezaire et al. (2014),
quienes obtuvieron 10.5% de rendimiento de extraccidn a partir de la pulpa de ungurahui, utilizando
una mezcla de acetona/agua 70:30 % (v/v) como solvente. Se cree que la mayor presencia de agua
reduce la viscosidad de la mezcla, por lo que se mejora la transferencia de masa (Hemwimol et al.,

2006).

La Tabla 14 muestra los coeficientes de regresiéon estimados para el rendimiento. Los términos
lineales afectaron significativamente (p<0.05). El tiempo de extraccion tuvo un efecto positivo sobre
la respuesta, a diferencia de la concentracion de etanol, que presentdé un efecto negativo. Los

coeficientes de regresion del modelo fueron utilizados para formar la siguiente ecuacion:
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Y1 =+23.93-0.93%X; + 0.28%X> (Ec. 21)

A partir de la ecuacidn, se construy¢ la gréfica de superficie 3D que muestra el efecto de los factores
sobre el rendimiento de extraccion (Figura 26). Se observa un mayor rendimiento cuando el solvente
presenta 48.44% de etanol. Segin lo reportado por Cacace y Mazza (2003), el rendimiento de la
extraccion estd primordialmente afectado por la polaridad del tipo de solvente utilizado. El agua en
el solvente genera hinchazon del material vegetal, lo que aumenta el contacto entre soluto-solvente
y la transferencia de masa (Li, Pordesimo y Weiss, 2004). Por lo tanto, se infiere que el rendimiento
es dependiente de la relacion que guarda el solvente con el soluto en funcién de sus polaridades,

habiendo una mayor afinidad entre ellos al utilizar menor cantidad de etanol.

La relacion positiva del tiempo con el rendimiento de extraccion alcanzé su méaximo valor con 46.17
minutos (Figura 26). Este comportamiento concuerda con lo reportado por otros autores (Gonzalez-
Montelongo et al., 2010; Yang y Zhang, 2008; Zou, Wang, Gan y Ling, 2011) que obtuvieron
rendimientos méximos de extraccién cuando sonicaron por tiempos prolongados. Las ondas
acusticas del ultrasonido inducen la cavitacién (colapso de burbujas en la solucién), y con ello,
ruptura de la pared celular del soluto y transferencia de masa hacia el solvente mientras la solucién
se mantiene en sonicacion (Annegowda, Bhat, Min-Tze, Karim y Mansor, 2011). Por ello, se

concluye que se obtiene mayor liberacién de compuestos con el pasar del tiempo.

Robles-Garcia et al. (2016) seialaron que la comparacién del rendimiento de una planta con otra se
torna dificil dado que los rendimientos de las plantas dependen no solo de las condiciones de
extraccion, sino también de su composicion, lugar de desarrollo y parte de la planta en estudio. No
obstante, existen plantas que han presentado rendimientos maximos similares al ungurahui con el
comun denominador que también fueron semillas sometidas a una optimizaciéon de EAU con
solventes mixtos; por ejemplo, Vitis vinifera L. (29.44%), Trigonella foenum-graecum L. (27.62%)
(Al-Juhaimi, Adiamo, Ghafoor y Babiker, 2015) y Persea americana Mill (22.56%) (Arlene, Prima,
Utama y Anggraini, 2015).
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Figura 26. Superficie 3D mostrando el efecto de concentracién de etanol (X1, %) y tiempo de

extraccion (X2, min) sobre el rendimiento de extraccion

Fuente: Elaboracion propia

6.3.2.2. Contenido fendlico total

Experimentalmente, el CFT maximo (456.25 mg EAG/g) se obtuvo con 50% de etanol y 15 minutos
de extracciéon (Tabla 13) y fue relativamente alto en comparacién con otros estudios bajo
condiciones similares de extraccion, en los que se obtuvieron 153.06 mg EAG/g en semilla de Vitis

vinifera (Andjelkovi¢ et al., 2014) y 142.0 mg EAG/g en el fruto de Averrhoa carambola
(Annegowda et al., 2011).

La Tabla 14 muestra los coeficientes de regresion estimados para el CFT. Los términos lineales
tuvieron un efecto negativo significativo (p<0.05) sobre el CFT, mientras que, el término de
interaccion lineal present6é un efecto positivo significativo (p<0.05). Con relacién a los términos
cuadréticos, solo el tiempo de extraccién tuvo un efecto positivo (p<0.05). Los coeficientes de

regresion del modelo fueron utilizados para formar la siguiente ecuacion:
Y2 =+416.02 - 15.12%X; - 14.20¥X> + 9.74%X1#X; - 3.00%X;? + 8.83%X,? (Ec. 22)

El efecto de los factores sobre el CFT se muestra en la Figura 27. Inicialmente, el CFT alcanza su

valor maximo con 48.44% de etanol y después disminuye progresivamente con el aumento de la
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concentracion. Un principio general en la extraccién con solventes es "lo semejante disuelve lo
semejante"”, es decir, los solventes solo extraen aquellos fitoquimicos que tienen polaridad similar a
ellos (Zhang et al., 2007). Por lo tanto, la relacidén negativa entre la concentracion de etanol y el CFT

ocurre por el descenso de la polaridad del solvente conforme se le adiciona mayor cantidad de etanol.

El CFT alcanzé su valor mdximo con 13.83 minutos y luego disminuyé con el incremento del
tiempo. Seguin Tao, Wu, Zhang y Sun (2014), dentro de los primeros 10 minutos de EAU se lleva a
cabo la mayor disolucién de los componentes de la superficie de la matriz y es en este periodo que
se puede lograr extraer hasta més del 90% de compuestos fendlicos, lo que indica una tasa de
extraccion considerablemente rdpida. Por lo tanto, se deduce que la mayoria de los compuestos
fendlicos del extracto se ubicaban en la zona superficial y en otros lugares de facil acceso de la
matriz, lo que les permitié disolverse en el solvente rdpidamente. Sin embargo, mayores tiempos de
sonicacion fueron perjudiciales para el CFT. Se cree que una extraccion dilatada causa deterioro por
oxidacion de compuestos fenolicos al estar expuestos a la luz y el oxigeno (Chew et al., 2011; Kumar
y Sharma, 2016) y también puede originar que los polifenoles se polimericen dando lugar a nuevos

compuestos (Gimeno, 2015).

La disminucion del CFT, conforme aumenta el tiempo de extraccion, generd su valor mas bajo en
torno a los 30 minutos (en la zona azul de la Figura 27), que corresponde a una extraccion con una
concentracion de etanol bastante alta, sin embargo, a medida que el tiempo contintia aumentando,
el CFT no aumenta de forma significativa (p>0.05). Este comportamiento puede ser explicado a
causa de la liberacion de impurezas del material vegetal hacia el solvente durante la extraccion
ultrasénica prolongada que pueden afectar la permeabilidad del solvente de extracciéon (Dong, Liu,

Liang y Wang, 2010).
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Figura 27. Superficie 3D mostrando el efecto de concentracion de etanol (X, %) y tiempo de

extraccion (X2, min) sobre el contenido fendlico total

Fuente: Elaboracién propia

6.3.2.3. Método de la capacidad antioxidante total (CAT) o del fosfomolibdeno

Experimentalmente, el valor maximo de CAT (1947.83 mg EAA/g) se obtuvo con 50 % de etanol y
15 minutos de extraccion (Tabla 13), que fue equivalente a 240% de actividad antioxidante relativa
(AAR) con respecto al 4cido ascérbico, es decir, el extracto de semilla de ungurahui a esas
condiciones de extraccion, posee una capacidad antioxidante 2.4 veces superior al acido ascorbico
(Anexo XII). Su capacidad antioxidante es mayor en comparacién con otros estudios de diferentes
extractos vegetales, como el el fruto y hoja de Pittosporum pentandrum que poseian 21.97 y 11.10 mg
EAA/g, respectivamente (Montes De Oca, 2014); Colocasia esculenta, 68.54 mg EAA/100 g
(Kumar y Sharma, 2016); Mucuna pruriens, 361 mg EAA/g (Ganem, 2007); Dorstenia multiformis;
21.21% AAR (Balestrin, Gaspari, Gomes, Dall’Stella y Dallarmi, 2008); y Dicksonia sellowiana,
28.80 % AAR (Oliveira et al., 2016).

La Tabla 14 muestra los coeficientes de regresion estimados para la CAT. Los términos lineales de
concentracion de etanol y tiempo de extraccion tuvieron un efecto negativo significativo (p<0.05).

Los coeficientes de regresion del modelo fueron utilizados para formar la siguiente ecuacidn:
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Y3 =+1660.23 - 175.06%X; - 137.11*X>  (Ec. 23)

La Figura 28 muestra los efectos de los factores sobre la CAT. Se observa el mayor valor de CAT
cuando el solvente presenta 48.44% de etanol. El método del fosfomolibdeno permite evaluar
compuestos tanto lipofilicos como hidrofilicos (Bezerra, 2014); entre ellos, los compuestos
hidrofilicos son los protagonistas de la capacidad antioxidante total en varias frutas estudiadas por
Cano y Arnao (2004). Por lo tanto, la capacidad antioxidante de los extractos tiene como principales

responsables a los compuestos hidrofilicos.

A medida que el tiempo de extraccién aumentaba por encima de 13.83 minutos, se producia una
disminucién de la CAT. Annegowda et al. (2011) manifiestan que una disminucién de la capacidad
antioxidante en procesos extensos de sonicacion, puede deberse a la generacion de radicales libres
altamente reactivos como el hidroxilo y el peroxilo, que pueden inducir reacciones oxidativas
drasticas en el medio liquido, reaccionar con los compuestos antioxidantes presentes en el extracto

y degradarlos antes de que sean cuantificados por el ensayo.
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Figura 28. Superficie 3D mostrando el efecto de concentracion de etanol (X1, %) y tiempo de

extraccion (X2, min) sobre la capacidad antioxidante medida por el método CAT

Fuente: Elaboracion propia
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6.3.2.4. Método del DPPH

Experimentalmente, el mayor porcentaje de inhibicién del radical DPPH (76.35 %) se obtuvo
utilizando 50 % de etanol y 15 minutos de extraccién (Tabla 13). Los resultados del andlisis de
regresion (Tabla 14) mostraron que los términos lineales de concentracion de etanol y tiempo de
extraccion afectaron significativamente (p<0.05) la actividad antioxidante por DPPH, mientras que,
de los términos cuadraticos, solo la concentracion de etanol influy6 significativamente (p<0.05).

Los coeficientes de regresion del modelo fueron utilizados para formar la siguiente ecuacion:
Ys=+73.10 - 3.32%X; - 1.86%X> - 0.44%X#X, - 2.74%X,%> + 1.00¥X2*>  (Ec. 24)

La Figura 29 muestra el efecto de los factores sobre la capacidad antioxidante por DPPH. Se observa
que, un aumento inicial de la concentracién de etanol hasta aproximadamente 60% generé un
incremento ligero en la actividad de barrido; sin embargo, a medida que la proporcién de etanol
sigue aumentando, se produce una disminucion de la respuesta evidencidndose el efecto cuadrético
negativo del etanol. Este fenomeno es similar a lo reportado por Kumar y Sharma (2016), en cuyo
estudio se alcanz6 la méxima actividad de barrido con 60 % de metanol, la cual empez6 a disminuir
conforme aumentaba la concentracién. Gimeno (2015) y Chew et al. (2011) también reportaron
influencia cuadrética del etanol sobre la capacidad antioxidante por DPPH. Mercado-Mercado, De
la Rosa, Wall-Medrano, Lopez y Alvarez-Parrilla (2013) senalan que, a diferencia de otros métodos
que miden la capacidad antioxidante, el DPPH es selectivo para medir la capacidad antioxidante de
compuestos poco polares. Por encima de un cierto limite de contenido de agua en el solvente, la
capacidad antioxidante decrece, ya que una parte del DPPH puede llegar a coagular y no ser
facilmente accesible para la reaccion con antioxidantes (Karadag et al., 2009). Esto indica que el
DPPH posee mayor afinidad con solventes que contengan agua en proporciones relativamente bajas,
favoreciendo incluso la extraccién de compuestos antioxidantes lipofilicos. Sin embargo, ocurrié
una disminucién de la capacidad antioxidante al utilizar concentraciones de etanol superiores al
60%. Chew et al. (2011) indicaron que concentraciones muy altas de etanol perjudican la extraccion

de compuestos fendlicos de bajo peso molecular con poder antioxidante.

El tiempo de extraccion tuvo el mismo efecto negativo que en el método de fosfomolibdeno, es
decir, tiempos de extraccion superiores a 13.83 minutos, ocasionaron disminucién del porcentaje de
inhibicién. Por lo tanto, como se explicé anteriormente, una extraccion ultrasénica prolongada puede

ocasionar una oxidacion de los compuestos fendlicos, disminuyendo su capacidad antioxidante.
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Figura 29. Superficie 3D mostrando el efecto de concentracion de etanol (X1, %) y tiempo de

extraccion (X2, min) sobre la capacidad antioxidante medida por el método DPPH

Fuente: Elaboracién propia.

6.3.3. CORRELACION ENTRE CFT Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Se realiz6 un andlisis de correlacion entre el contenido fendlico total (CFT) y la capacidad
antioxidante por DPPH y CAT para averiguar el grado de asociacion entre estas respuestas. En la
Figura 30, se observa una alta correlacion directa entre el CFT y la capacidad antioxidante por CAT
(r=0.89) y DPPH (r=0.78), es decir, existe una gran influencia positiva de los compuestos fendlicos
en la propiedad antioxidante de los extractos. Otros autores también observaron alta correlacion
entre la capacidad antioxidante y el CFT en diferentes materiales vegetales. Se obtuvieron
correlaciones de r=0.89 en el extracto alcohdlico de ardndanos (Spagolla, Santos, Passos y Aguiar,
2009), r=0.92 en el extracto de hojas y frutos del género Rubus (Baltazar, 2012) entre el CAT y
CFT, y correlaciones de r=0.89 en el extracto etandlico de guayaba (Olaya y Restrepo, 2012), r=0.86
en extracto etanolico de Orthosiphon aristatus (Chew et al., 2011) entre el DPPH y CFT. Esto
corrobora que el interés en la extraccion de compuestos fendlicos radica en su potencial antioxidante
(Dai y Mumper, 2010), ya que, mayor valor de capacidad antioxidante significa que los compuestos
fendlicos tienen una mayor capacidad para estabilizar radicales libres (Jacobo-Veldzquez y

Cisneros-Zevallos, 2009).
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Fuente: Elaboracion propia

6.3.4. OPTIMIZACION Y VALIDACION DEL MODELO

Tabla 15. Valores optimizados de los factores de extraccion

Valores sin codificar

Factores Valores codificados
Concentracion de etanol (%) -1.07809
Tiempo de extraccién (min) -1.07809

48.4382

13.8287

Fuente: Elaboracién propia
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Luego de obtener los resultados numéricos y graficos de los modelos de Superficie de Respuesta, se
optimizaron las condiciones de extraccion colocando los factores en el rango estudiado y
maximizando los resultados de las cuatro variables de respuesta, todas con un mismo nivel de
importancia (+++). Por ende, el resultado de la optimizacién multirespuesta sefiala las condiciones

Optimas de extraccion en funcién de la concentracion de etanol y tiempo de extraccion (Tabla 15).




La deseabilidad global del modelo optimizado fue 0.94 (Figura 31). Al ser un valor entre 0.8 y 1
dentro de la escala de deseabilidad, puede ser considerado como “muy bueno”, tal como lo indica
Lazic (2004 citado en Bacio, 2007). Como se observé anteriormente (Figura 26 - 29), las diferentes
respuestas requieren de diferentes condiciones 6ptimas de extraccién para ser maximizadas y esto
podria conllevar a que, al usar ciertas condiciones de extraccién para maximizar una de las
respuestas, las otras se reduzcan. Por este motivo, se utiliz6 un proceso de optimizacion
multirespuesta que busca maximizar todas las respuestas y que todas ellas satisfagan de manera
simultdnea una sola deseabilidad global. Puesto que el software revel6 que las condiciones éptimas
de extraccion ocurren al utilizar la minima concentracion de etanol (48.44%) y el minimo tiempo de
extraccion (13.83 minutos), tanto el CFT como CAT tuvieron una deseabilidad igual a 1 porque sus
valores maximos también se obtienen a esas minimas condiciones de extracciéon. No obstante, los
valores de deseabilidad de DPPH y rendimiento de extraccion fueron 0.98 y 0.79, respectivamente;
en el caso del DPPH se debe a que su valor mdximo se logra con una concentracion de etanol mayor
al optimizado (59.51%) y en el caso del rendimiento de extraccidn, su valor mdximo se logra con

un tiempo de extraccién mayor al optimizado (46.17 minutos).

Deseabilidad

Concentracidn de etanol

Tiempo de agitacidn

Rendimiento

TPC

DPPH 0.9821

TOAC

Combined

0.000 0.250 0.500 0.750 1.000

Figura 31. Deseabilidad de las condiciones Optimas de la extraccion

Fuente: Elaboracién propia

Las condiciones Optimas de extraccién fueron utilizadas por el software Design Expert para

pronosticar los valores 6ptimos de las variables de respuesta. El objetivo de realizar la validacién es
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demostrar la capacidad que tiene la MSR para predecir las respuestas generadas por el software
(Ong, Soh, Shahzad y Syarhabil, 2016). Para llevar a cabo la validacion del modelo optimizado, se
realizd la corroboracién de forma experimental y por triplicado de los valores pronosticados
(estimados). Los valores experimentales (observados) obtenidos para cada respuesta, con excepcion
de la capacidad antioxidante por CAT, se encontraron dentro del intervalo de confianza (I.C) de
95% y presentaron pequeiios porcentajes de error (< 5%) (Tabla 16), lo que indica que son valores
promedios aceptables y demuestran que la MSR es una herramienta confiable para realizar la
optimizacién del proceso de extraccién de compuestos fendlicos. Por otro lado, el valor experimental
de CAT fue relativamente bajo en comparacién con el valor pronosticado por el software,
presentando un porcentaje de error mayor al 5% y ubicdndose, de esta manera, fuera del intervalo
de confianza de 95%. Esto puede deberse a que el valor pronosticado para CAT pudo haber sido
estadisticamente alterado, ya que el modelo anteriormente presenté un lack of fit significativo antes
de la optimizacion, indicando que el modelo atin precisaba de ajustes; asimismo, la velocidad de
enfriamiento de las muestras antes de realizar las lecturas de CAT por espectrometria también pudo

haber influenciado en este resultado.

Tabla 16. Validacién de los modelos de Superficie de Respuesta

I.C.” I.C.”
Valores Valores™ %
superior al  inferior al
estimados observados Error

Respuestas 95 % 95%
RE (%) 24.64 24.36 2491 24.3740.25 1.08
CFT (mg EAG/g EUL) 46573 451.82 479.64 452.7640.00 2.78
CAT (mg EAA/g EUL) 1996.78 1888.79 2104.77 1856.744996.21 7.01
DPPH (%) 76.15 71.90 80.40 74.26+0.09 2.48

*[.C. = Intervalo de confianza. **Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar y son expresados en
base seca. EUL: extracto de semilla de ungurahui libre, RE: rendimiento de extraccién, CFT: contenido fendlico total,
CAT: capacidad antioxidante total, DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo. mg EAG/g EUL: mg equivalente de 4cido
gélico por g de EUL, mg EAA/g EUL: mg equivalente de 4cido ascérbico por g de EUL.

Fuente: Elaboracién propia
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6.4. MICROENCAPSULACION

La microencapsulacion del extracto 6ptimo de semilla de ungurahui se realizé mediante secado por
aspersion por ser el método mds popular para formar microcdpsulas, debido a que es facil de
industrializar y permite la produccién continua de particulas secas de buena calidad (Wu, Zou, Mao,
Huang y Liu, 2014; Akhavan et al., 2016). La maltodextrina de 10-12 equivalentes de dextrosa (ED)
fue seleccionada como material encapsulante debido a que Lopera, Guzman, Catafio y Gallardo

(2009) sefialan que este tipo de maltodextrina es la mds efectiva en microencapsulacion.

6.4.1. ANALISIS DE BARRIDO ESPECTRAL

En el analisis de barrido espectral realizado a las muestras de EUL, EUM y EULwm en el UV-vis,, se
observa que los picos de mdxima absorcion ocurren a una longitud de onda de 282 nm (Figura 32),
siendo este valor el primero en ser reportado en la literatura para los extractos de semilla de
ungurahui. Se infiere que existe una concentracion de compuestos fendlicos que se manifiestan a
esta longitud de onda, ya que, segtin Santos-Buelga et al. (2003 citado por Vihakas, 2014), todos los
flavonoides tienen un maximo de absorcion de alrededor de 240-290 nm, que se ve afectado

principalmente por la conjugacidn del anillo A y su patrén de sustitucion.

08
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EUL: extracto de semilla de ungurahui libre (100 ppm), EUM: extracto de semilla de ungurahui microencapsulado (400
ppm), EULM: extracto de semilla de ungurahui libre, bajo condiciones de atomizacién, sin maltodextrina (100 ppm).
Los extractos fueron disueltos en una mezcla de etanol: agua (48.44 %).

Figura 32. Barrido espectral de los extractos hidroetandlicos de semilla de ungurahui

Fuente: Elaboracion propia
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En el barrido espectral de las muestras, se deduce que la temperatura de entrada del aire (150°C) en
el secado por aspersiéon no alter la naturaleza y/o concentracion de los compuestos fendlicos
presentes en el EUM (Absprom = 0.7767) al compararlo con el EUL (Absprom = 0.7837); sin embargo,
ocurrié una degradacién estadisticamente significativa de los compuestos de interés del EULM
(Absprom = 0.6610) debido a que este no poseia el material encapsulante (maltodextrina) que lo
protegiera. Cam et al. (2013) indican que la temperatura de salida y el tiempo total de secado son
considerados los pardmetros mds importantes para cualquier andlisis relacionado con el secado por
aspersion. Segtin Chong et al. (2014), el tiempo de secado en el spray dryer es cuestion de unos
pocos segundos (0.3 a 1.7 segundos aproximadamente) debido a la gran superficie total de secado
de las gotitas de liquido expuestas al aire caliente. Ese tiempo fue suficiente para ocasionar la
degradacién de los compuestos presentes en el EULy, a diferencia del EUM. Por otro lado, la
temperatura de salida estuvo en torno a 60 °C, valor que se encontré dentro del rango tipico de
temperatura de salida (50-80 °C) que Medina-Torres et al. (2013) indican como adecuado para la

microencapulacion de compuestos fendlicos que presentan fines alimentarios.

6.4.2. RENDIMIENTO DE LA MICROENCAPSULACION (RM)

Se obtuvo un RM de 84.16%, similar al rendimiento (86.30%) obtenido por Bakowska-Barczak y
Kolodziejczyk (2011) en la atomizacion del extracto de baya de grosella negra al utilizar el mismo
encapsulante y temperatura de entrada del aire a la camara de secado que en el presente estudio. Sin
embargo, segin Nunes y Mercadante (2007), el RM depende mds de la configuracién del equipo
que de las caracteristicas fisicoquimicas del nicleo o encapsulante. Como consecuencia de tener un
rendimiento superior a 50%, tal como manifiesta Bhandari, Datta, Crooks, Howes y Rigby (1997),

ha ocurrido un secado eficiente.

La “masa de las microcapsulas” luego de la encapsulacion estuvo conformada por las particulas
recogidas del colector y del ciclon separador; mas las particulas adheridas a la cdmara de secado no
fueron consideradas. Una de las ventajas de este proceso de secado, es que los compuestos fendlicos
se exponen a la temperatura de entrada por algunos segundos, por lo que son menos propensos a las
reacciones de oxidacion (Martin, Morales, Gallardo y Ruiz, 2009). Por esta razon, no se recogio las
particulas acumuladas en las paredes de la cdmara, ya que estuvieron expuestas a una temperatura

alta por un mayor tiempo.
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6.4.3. EFICIENCIA DE LA MICROENCAPSULACION (EM)

El contenido fendlico total y superficial de las microcdpsulas, CFTm y CFSwm, fueron 90.79 +£0.83 y
14.56 + 0.93 mg EAG/g de peso seco, respectivamente. Cilek (2012) afirma que cuanto menor sea
la cantidad de fenoles en la superficie de las microcdpsulas, mds eficiente es el proceso de
microencapsulacion. Los resultados mostraron que la EM fue relativamente alta, ya que 83.96 +

0.92% de los compuestos fendlicos resultaron encapsulados.

6.4.4. CARACTERIZACION ORGANOLEPTICA DE LOS EXTRACTOS

Los resultados de la caracterizacion organoléptica de los extractos (EUL y EUM) son mostrados en
la Tabla 17. Las particulas del EUL exhibieron un aspecto de tiras cristalinas y brillantes; de color
rojo oscuro que, debido a su intensidad, puede influenciar en la aceptacion visual del producto
alimentario al que sea afiadido; el olor era mentolado-lefioso, con predominancia del segundo
atributo y con tendencia a un aroma ligeramente maderero; el sentido del gusto caracteriza al
extracto como insipido y que produce un poco de astringencia, pero con ausencia de amargor. A
diferencia del EUL, las microcdpsulas del EUM exhibieron un aspecto de polvo fino, opaco y con
tendencia al apelmazamiento; de color rosa pastel debido a la influencia de la maltodextrina durante
el proceso de microencapsulacion; olor floral- dulce, que enmascard el olor original del extracto; y
un sabor ligeramente dulce, siendo una caracteristica propia del encapsulante afadido. Es decir, cada

extracto reflejo las caracteristicas intrinsecas de sus componentes.

Tabla 17. Caracterizacion organoléptica de los extractos

Aspecto Color Olor * Sabor
EUL Cristales amorfos y Rojo oscuro o mentolado - Insipido y
brillantes vino lefioso astringente
EUM Particulas circulares Rosa pastel floral - dulce Ligeramente
apelmazadas dulce

(*) Términos acufiados seguin Castro, Ramanathan y Chennubhotla, 2013.

Fuente: Elaboracién propia

6.4.5. ANALISIS DE MORFOLOGIA Y TAMANO DE LAS PARTICULAS

Las particulas del EUL presentaron una morfologia superficial irregular, tosca y de diferentes

tamafos producto de las fuerzas de impacto del pilon sobre los cristales del extracto seco cuando
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fueron molidos en un mortero para su posterior almacenamiento (Figura 33.a). A diferencia de las
particulas del EUL, las particulas del EUM con maltodextrina (ED = 10-12) presentaron tendencia
para la aglomeracion y redondez, ademds de ser mds pequeias al ser observadas por el microscopio
electrénico de barrido a una ampliacion de 500x, es decir, se obtuvo una reduccién en el tamafo de

las particulas del EUL luego de haber sido encapsulado (Figura 33. ay b).

Se observé que algunas microcdpsulas fueron esféricas y superficialmente lisas, mientras que la
mayoria presentd una estructura menos redonda por causa de abolladuras en su superficie (Figura
33.c). Adicionalmente, se observé pequeiias particulas que ocupaban espacios vacios dejados por
las abolladuras de las particulas més grandes (Figura 33.d). Autores como Cai y Corke (2000), Diaz,
Santos, Filardo, Villagomez y Scheinvar (2006) y Olaya, Castafio y Garzon (2009) también
obtuvieron microcdpsulas que exhibian tanto superficies lisas como abolladas en sus estudios de
encapsulacion por atomizacién usando maltodextrina como agente encapsulante en extracto de
Amaranthus, fruto de Opuntia lasiacantha, y fruto de Rubus glaucus y Solanum betaceum,
respectivamente. Rosenberg et al. (1985) indican que, la pérdida de humedad de las particulas
durante el proceso de secado por aspersion puede causar deshidratacién de estas haciendo que se
contraigan y formen abolladuras en sus superficies; por su parte, Ré (1998) manifiesta que las
abolladuras pueden ser mds notorias cuanto mdas lento se forme la pelicula superficial en las
pequefas gotas atomizadas. Este tipo de superficie dentada también es atribuido al uso de
polisacdridos como agentes encapsulantes en el proceso de atomizacion (Peres et al., 2011) debido

a que originan particulas menos esféricas y tersas (Pedroza-Islas, 2002).

Las microcédpsulas variaron en tamaio y forma. Presentaron una distribucién homogénea de tamaios
(Figura 34), cuyo promedio fue 5.05 + 2.62 um. Las microcdpsulas obtenidas por spray drying
tipicamente tienen un tamafo de particula muy pequefio, generalmente menos de 10 pm (Shahidi y
Han, 1993). Segun De Souza et al. (2017), el tamafo de las particulas encapsuladas es un aspecto
fundamental desde la perspectiva de usarlas como ingredientes alimentarios, ya que particulas muy
grandes pueden ser indeseables al causar una sensacion desagradable en la boca. Asimismo,
Teixeira, Andrade, Farina y Rocha-Ledo (2004) indican que una distribucion homogénea de

diametros puede dar una distribucion homogénea de sabor al ser afiadido a alimentos.

Un aspecto importante en este estudio es que no se evidencid la presencia de fracturas, grietas o
fisuras en la superficie de las microcédpsulas, lo que permite preservar la capacidad antioxidante del
EUM vy garantiza la baja permeabilidad a los gases.
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c) d)

Figura 33. Morfologia de los extractos a diferentes ampliaciones. a) EUL a 500x, b) EUM a 500x,
¢) EUM a 5000x e¢) EUM a 10000x

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 34. Curva de distribucion del tamafio de particula

Fuente: Elaboracién propia
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6.4.6. ANALISIS FENOLICO Y ANTIOXIDANTE DE LAS MICROCAPSULAS

En la tabla 18, se muestra los valores promedios del CFT y la capacidad antioxidante por el método
DPPH para el EUM, sometido a secado por aspersion a 150°C con una relacién 1:3 de extracto:
maltodextrina, y su comparacion con el CFT y DPPH ya obtenidos anteriormente para el EUL. Se
observa que el CFT para EUM (110.08 mg EAG/g EUM) es aproximadamente la cuarta parte del
valor obtenido para EUL (452.76 mg EAG/g EUL), lo cual puede atribuirse a la adicién de la
maltodextrina en la muestra que provoca una dilucién del extracto, es decir, 1 g de polvo
encapsulado contiene aproximadamente 0.25 g de extracto libre (nicleo) y 0.75 g de maltodextrina
(material encapsulante). Otros autores han reportado resultados similares de la aparente disminucién
del CFT por la adicién de la maltodextrina que causé el efecto de dilucién; por ejemplo, los
materiales encapsulantes diluyeron el CFT en la encapsulacién de extractos etandlicos de residuos
de vino (Pérez-Serradilla y Luque de Castro, 2011), el CFT de los extractos microencapsulados de
semillas secas y sin fermentar de copoazu en una relacion 1:1 con maltodextrina se redujo un 60%

comparado con el extracto original (Herrera, 2013).

Para facilitar la comparaciéon del CFT antes y después de la encapsulacion, se expresé ambas
muestras bajo la misma cantidad del EUL. El CFT se redujo 2.75% después de la encapsulacion, lo
cual demuestra que la temperatura del aire que entr6 a la caimara de secado tuvo una leve influencia
sobre la recuperacién de los compuestos fendlicos. A pesar de la termosensibilidad de algunos
compuestos fendlicos a la alta temperatura usada en el secado por aspersion, el tiempo de exposicion
es demasiado corto, lo que genera degradaciones en proporciones muy bajas (Herrera, 2013). En el
presente estudio se obtuvo un buen porcentaje de retencion de compuestos fenolicos (97.25%), en
comparacion con los hallazgos de Kuck y Norefia (2016), quienes encontraron un porcentaje de
retencion del 95.3% de CFT tras la microencapsulacion del extracto acuoso de cdscara de uva con
goma ardbiga mediante secado por aspersion; asimismo, en el estudio de Robert et al. (2010) se
recuperé mas del 90% de CFT tras microencapsular el extracto etanodlico de granada con
maltodextrina. Es posible afirmar que el uso de materiales encapsulantes como la maltodextrina,

cumplen efecto protector reduciendo las pérdidas de compuestos bioactivos.

En cuanto a la capacidad antioxidante por el método DPPH, no se observé diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) entre los resultados obtenidos para el EUL (74.26%) y EUM

(74.59%), 1o que indica que los compuestos antioxidantes del extracto de semilla de ungurahui
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mostraron una tendencia estable tras el proceso de secado por aspersion. Esta variacion del DPPH
fue inferior en comparacién con el estudio realizado por Krishnaiah et al. (2012) donde reportaron
grandes pérdidas de la capacidad antioxidante luego de la encapsulacion de los extractos acéticos de
noni con maltodextrina, pasando de una actividad antioxidante de 76% en el extracto fresco a 28%
en el extracto encapsulado. Papadakis y King (1988), y Sosnik y Seremeta (2015) concuerdan en
que el tiempo real de secado de las microcdpsulas dentro del spray dryer es extremadamente corto,
en el rango de milisegundos a unos pocos segundos como maximo, evitando que el nudcleo llegue a
tener contacto directo con la temperatura del aire de secado y conservando de esta manera sus
propiedades antioxidantes. Gharsallaoui et al. (2007) y Shahidi y Han (1993) también concuerdan
que, en el secado por aspersion, la rdpida evaporacion del agua del material de recubrimiento durante
la solidificacion de las particulas mantiene la temperatura del nicleo por debajo de los 100 °C, a
pesar de las altas temperaturas utilizadas en el proceso; esto conlleva a que la gota atomizada

permanezca relativamente fria hasta alcanzar el estado de secado.

Tabla 18. Contenido fendlico total y capacidad antioxidante (por DPPH) del EUM vy su

comparacion con el EUL

Tratamiento CFT DPPH (%)
EUL 452.76 +£0.00 (*) 113.19 £0.00 A (*%) 7426 +0.09 A
EUM 110.08 £ 0.00 (***) 110.08 £ 0.00 B (**¥) 74.59 +0.33 A

Los valores estdn expresados como media + desviacion estandar (n=3). Las medias que no comparten una misma letra
dentro de cada columna son significativamente diferentes segtn la prueba de Tukey (p < 0.05). EUL: extracto de semilla
de ungurahui libre (100 ppm), EUM: extracto de semilla de ungurahui microencapsulado (400 ppm), CFT: contenido
fendlico total. (*) mg EAG/g EUL, (**) mg EAG/0.25 g EUL, (***) mg EAG/g EUM.

Fuente: Elaboracién propia

6.4.7. ESTABILIDAD FENOLICA DE LOS EXTRACTOS (EUL Y EUM) DURANTE
EL ALMACENAMIENTO

Los extractos estuvieron almacenados a temperatura ambiente (25°C) y en viales translicidos
durante un periodo total de 180 dias. Los resultados de la evaluacion de la estabilidad fendlica del
EUL y EUM mediante el método de Folin-Ciocalteu cada 45 dias de almacenamiento son mostrados
en la Figura 35. Se observa que las microcapsulas fueron mas estables que el extracto en su forma

libre, pero con una leve tendencia a la aglomeracién con el paso del tiempo. La variacién del CFT
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del EUM tras 180 dias de almacenamiento fue no significativo (p > 0.05); sin embargo, hubo una
pérdida fendlica significativa (p < 0.05) de 24.88% para el EUL, mostrando una mayor degradacién
en los dltimos 45 dias. El comportamiento fendlico de los extractos con el tiempo concuerda con lo
reportado por Aizpurua-Olaizola et al. (2015), quienes encontraron que los polifenoles encapsulados
de los residuos de uva fueron mucho mas estables en comparacion con los polifenoles libres tras 6
meses de almacenamiento; asimismo, en el estudio de Laine, Kylli, Heinonen y Jouppila (2008)
(2008), los polifenoles microencapsulados de la zarzamora fueron mds estables que los que no

fueron encapsulados tras 64 dias de almacenamiento a 25 °C.

La degradacion fendlica del EUL en almacenamiento se puede deber principalmente a que los
compuestos fenodlicos sin encapsular son mds susceptibles a la oxidacion en comparacion con los
que se encuentran dentro de las microcdpsulas; ya que, segin Laine et al. (2008), puede ocurrir
reacciones de autooxidacidn e hidrélisis de los compuestos fendlicos del extracto no encapsulado en
almacenamiento que contribuyen con su degradacion; siendo una solucion a este inconveniente lo
expuesto por Sagis (2015), quien afirma que la microencapsulacion ha demostrado retrasar o inhibir
la oxidacidn, protegiendo al material encapsulado de las condiciones ambientales adversas. Por otro
lado, la humedad adquirida por las particulas del EUM con el paso del tiempo no tuvo efecto
negativo sobre la estabilidad del CFT. El proceso de microencapsulacion con maltodextrina trae
consigo la aglomeracion de las particulas encapsuladas con el tiempo, sin embargo, esto contribuye
a reducir la exposicion de los polvos frente al entorno externo (Ferrari et al., 2011). Por lo tanto, el
proceso de microencapsulacion con maltodextrina mejord la estabilidad de los compuestos fendlicos

durante el periodo de almacenamiento.
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Los valores estdn expresados como media + desviacion estandar (n=3). Las medias que no comparten una misma letra
son significativamente diferentes segin la prueba de Tukey (p < 0.05).

Figura 35. Evaluacién de la estabilidad de compuestos fendlicos en los extractos almacenados

Fuente: Elaboracién propia

6.5. INCORPORACION DE LOS EXTRACTOS EN LAS GALLETAS

Los extractos de semilla de ungurahui (EUL y EUM) fueron incorporados en la preparacion de
galletas dulces tipo vainilla. El peso de cada galleta fue aproximadamente 7 y 6 g, antes y después
del horneado, respectivamente. Para evaluar la factibilidad de los extractos en el desarrollo de
galletas funcionales, es importante considerar el efecto que tienen sobre las caracteristicas de calidad
del producto original, ya que determina el nivel de aceptabilidad por parte del cliente (Davidov-

Pardo et al., 2012b).

6.5.1. EFECTO SOBRE LAS CARACTERISTICAS DE CALIDAD DE LA GALLETA

6.5.1.1. Efecto sobre el contenido fendlico total (CFT)

La Tabla 19 muestra el CFT por paquete (10 unidades) de G-C, G-EUL y G-EUM. Antes del
horneado, no se observé diferencia significativa (p>0.05) entre el CFT de las G-EUL y G-EUM
(113.45 y 77.83 mg EAG/paquete, respectivamente); sin embargo, el CFT inferior para G-EUM
pudo atribuirse a la formacién de complejos irreversibles entre los compuestos fendlicos y los

enlaces glucosidicos de la maltodextrina durante la preparacion de la masa (Shahidi y Naczk, 2003;
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Sivam, Sun-Waterhouse, Quek y Perera, 2010). Después del horneado, se observa una concentracion
similar de compuestos fendlicos en las G-EUL y G-EUM (70.20 y 70.22 mg EAG/paquete,
respectivamente), concentraciones significativamente mayores que en la G-C (22.50 mg
EAG/paquete) debido a los compuestos fendlicos proporcionados por el extracto de semilla de
ungurahui a las galletas enriquecidas. No obstante, la concentracién fendlica en la G-C puede
atribuirse a la presencia del acido ferilico, dcido p-cumdrico y derivados de la rutina que se

encuentran intrinsecamente en la harina de trigo (Pasrija et al., 2015).

Tabla 19. Contenido fendlico total por paquete de galleta antes y después del horneado

Contenido fendlico total (mg EAG/paquete)

Antes del Horneado Después del Horneado
G-C 22.50 + 1.824
G-EUL 11345 £ 11.514° 70.20 £ 4.218°
G-EUM 77.83 £20.4542 70.22 +5.65%*

Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (n=3). Las medias que no comparten una misma letra
mayuscula dentro de cada columna son significativamente diferentes segtin la prueba de Tukey (p<0.05). Las medias
que no comparten una misma letra mindscula dentro de cada fila son significativamente diferentes segtin la prueba de
Tukey (p<0.05). Los valores son expresados en base himeda. G-C: galleta control, G-EUL: galleta enriquecida con
extracto de semilla de ungurahui libre, G-EUM: galleta enriquecida con extracto de semilla de ungurahui
microencapsulado.

Fuente: Elaboracién propia

Como consecuencia del proceso de horneado, la G-EUM present6 la mayor retencién fenodlica. Se
observé una degradacion significativa (38.12%) de los compuestos fendlicos en la G-EUL, a
diferencia de una degradacién no significativa (9.78%) en la G-EUM. La alta temperatura de
horneado (180°C) pudo haber causado la degradacién parcial de los compuestos fendlicos de ambos
extractos (EUL y EUM); sin embargo, los compuestos fendlicos de la G-EUL presentaron mayor
superficie expuesta al calor facilitando su mayor degradacién. Asami, Hong, Barrett y Mitchell
(2003) mencionan que las altas temperaturas de horneado se consideran desfavorables debido a la
posibilidad de inducir la condensacién oxidativa o la descomposicién de compuestos termolabiles
como los fendlicos (Asami et al., 2003); sin embargo, a pesar de las reacciones quimicas que ocurren

dentro de los alimentos horneados, Sagis (2015) menciona que la microencapsulaciéon protege al

125



compuesto activo contra el deterioro térmico y la oxidacion al reducir su reactividad hacia la matriz,

mejorar su actividad y su biodisponibilidad.

Otros estudios también compararon productos de panaderia enriquecidos con bioactivos como, por
ejemplo, Ashok et al. (2012) reportaron una alta retencién del dcido tetrahidrofélico que estuvo
encapsulado en galletas horneadas a 180°C, a diferencia de las galletas enriquecidas con el 4cido no
encapsulado. Pasrija et al. (2015) también obtuvieron mayor retenciéon fendlica, aunque no
significativo, en el pan horneado que fue enriquecido con extracto de té verde encapsulado, en

comparacion con el pan control y el que estuvo enriquecido con extracto de té verde sin encapsular.

Normalmente, se consume de 25 mg a 1 g de compuestos fendlicos por dia, dependiendo del tipo de
dieta (Paladino, 2008; Manach et al., 2004; Scalbert and Williamson, 2000). En este caso, el aporte
fendlico de un paquete de galletas enriquecidas contiene aproximadamente 70 mg de fenoles,
expresado como 4cido galico equivalente, con la expectativa de que su capacidad antioxidante ayude

a prevenir enfermedades cronicas y degenerativas.

6.5.1.2. Efecto sobre el color

Los resultados del andlisis de color realizado a las muestras de galleta se presentan en la Tabla 20.
Se observa que las G-EUL y G-EUM presentaron valores de luminosidad (L*) y amarillez (b*) mas
bajos y valores de enrojecimiento (a*) més altos que la G-C debido a que el color caracteristico del
EUL (rojo vino) influy¢ significativamente en el producto final. Este mismo comportamiento fue
reportado en el estudio de galletas enriquecidas con extracto de cereza encapsulado realizado por
Petrovi¢ et al. (2016) donde el color de las muestras enriquecidas fue significativamente diferente

de la muestra control.

El color caracteristico de los productos de panaderia también es atribuido a las reacciones de
caramelizacion y de Maillard que ocurren en el horno durante la coccién originando asi el
pardeamiento en estos productos (Tong et al., 2010). La reaccion de caramelizacién en la G-EUM
no solo tuvo como responsables a los azicares comestibles presentes en la galleta, sino también a la
maltodextrina, ya que, Rowe, Sheskey y Quinn (2009) afirman que la maltodextrina sometida a altas
temperaturas puede desencadenar reacciones de oscurecimiento debido a su contenido de azicares;

por ello, el color més oscuro de la G-EUM que el resto de galletas, reflejado en un menor valor de
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L* y mayor valor de a* (Tabla 20), es el resultado de un mayor contenido de aziicares en su

formulacién, concluyendo también que, la maltodextrina no logré enmascarar el color original del

nudcleo en la G-EUM.

Tabla 20. Medicion del color de las galletas

Color
Galleta L* a* b*
G-C 77.65+0.57 4 2754 +0.56 4 31.36+1.354
G-EUL 7397 +£1.08B -457+1.208 2294 +0.72 B
G-EUM 66.63+2.15€ 0.53+£0.06€ 23.67 +£0.58 B

Los valores estdn expresados como media + desviacion estandar (n=3). Las medias que no comparten una misma letra
mayuscula dentro de cada columna son significativamente diferentes segtin la prueba de Tukey (p<0.05). G-C: galleta
control, G-EUL: galleta enriquecida con extracto de semilla de ungurahui libre, G-EUM: galleta enriquecida con
extracto de semilla de ungurahui microencapsulado.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 36. Color de las galletas horneadas. 1zq.: G-C, centro: G-EUM, der.: G-EUL

Fuente: Elaboracién propia

6.5.1.3. Efecto sobre la composicion proximal

En la Tabla 21, se muestra los resultados del analisis quimico proximal de la G-C, G-EUL y G-
EUM. Se observa que, el porcentaje de humedad de todos los tratamientos se encuentra por debajo
del 12% de humedad que es la cantidad maxima permitida establecida por la NTP 206.001:2016. El
contenido de humedad fue mayor en la G-EUM, probablemente porque la maltodextrina retuvo una
mayor cantidad de agua en el alimento (Neri, 2007). Por otra parte, la adicion de polvo encapsulado
provoco un aumento significativo (p<0.05) en el contenido de cenizas en la G-EUM con respecto a
la G-C. Tanto las fuentes naturales (Carbajal y Torres, 2016; Ocampo-Duran, Ferndndez-Lavado y

Castro-Lima, 2013) como la maltodextrina (Anexo VIII) presentan trazas de minerales en su
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composicién (Carbajal y Torres, 2016; Ocampo-Duran, Ferndndez-Lavado y Castro-Lima, 2013),

los que sumarian al contenido de cenizas en las galletas enriquecidas.

Hubo una reduccién significativa (p<0.05) del contenido proteico debido a la incorporacién de los
extractos. La G-C (5.91%) presenté un mayor contenido proteico que las enriquecidas (5.30 y
5.21%) debido a que esta galleta tiene mayor porcentaje de harina de trigo en su formulacién, y entre
los componentes de la harina de trigo estédn las proteinas (10 - 12 %), particularmente las que integran
el gluten representan entre un 80 - 85 % del total de las proteinas del trigo (De la Vega, 2009).
Varastegani, Zzaman y Yang (2015) también reportaron que el contenido proteico de las galletas
disminuia conforme la harina de trigo era reemplazada en mayor porporcién por la harina de pulpa
de papaya. El contenido de carbohidratos aument6 significativamente (p<0.05) debido a la adicion
del polvo encapsulado a la galleta, ya que, la maltodextrina es un producto de alta pureza que, como
sefala Badui (2001, citado en Medina, 2013), estd integrada exclusivamente por hidratos de carbono.
El contenido graso fue significativamente menor (p<0.05) para la G-EUM en comparacién con las
otras galletas probablemente como resultado de la ligera repulsion que se evidencid entre la
mantequilla y el EUM durante el amasado, provocando pérdida de grasa en el papel manteca antes
del horneado. Esto puede atribuirse a la ausencia de grupos lipofilicos en la estructura de la
maltodextrina (Ré, 1998; Yafiez-Ferndndez et al., 2002), evitando asi una mezcla homogénea entre

ambos ingredientes.

Tabla 21. Andlisis quimico proximal de las galletas

Composicion (g/100 g) G-C G-EUL G-EUM

Humedad 3.65+0.014 3.60 +£0.004 3.86 +0.068
Cenizas 0.93+£0.04% 1.01 £0.0248 1.02+0.00
Proteinas 591 +£0.06% 530+0.06" 521+0.198
Carbohidratos 68.51 £0.094 68.26 +0.794 71.25 +£0.238
Grasas 21.00 £ 0.004 21.83+£0.714 18.67+£0.47"
Energia (Kcal/100 g) 486.71 £0.134 490.74 + 3.444 473.84 £2.608

Los valores estdn expresados como media + desviacién estdndar (n=2). Las medias que no comparten una misma letra

mayuscula dentro de cada fila son significativamente diferentes segin la prueba de Tukey (p<0.05).

Fuente: Elaboracién propia
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6.5.1.4. Efecto sobre los atributos sensoriales

El efecto de los extractos (libre y encapsulado) sobre la calidad sensorial de las galletas se muestra
en la Tabla 22. La adicién del EUL afecté negativamente el olor y sabor de la G-EUL, lo cual es
atribuido a la astringencia que puede aparecer en el producto cuando estd enriquecido directamente
con compuestos fendlicos (Cam et al., 2013), como los de origen vegetal. Estos inconvenientes de
sabor y olor menguaron en la G-EUM, ya que, la encapsulacién enmascaré parcialmente estas
caracteristicas indeseables del EUL. Segiin Liu, Ma, Gao y McClements (2016) indican que la
formacion de enlaces no covalentes de los polisacaridos, como la maltodextrina, con los polifenoles
reduce las interacciones de estos ultimos con las proteinas salivales, reduciendo asi su tendencia a
causar astringencia y mejorando el sabor en la masticacién. Por otro lado, la adicién del EUM
provocd un color mds oscuro y la formacién de grietas en la superficie de la G-EUM, lo cual no fue
muy agradable para los panelistas, recibiendo puntuaciones bajas en los atributos de color y
apariencia. Sin embargo, ambas galletas enriquecidas, G-EUL y G-EUM, presentaron mayor

aceptabilidad global que la G-C.

Se observa que la G-EUL present6 una aceptabilidad global significativamente mayor que la G-C
(p<0.05) debido principalmente a que obtuvo puntajes més altos en los atributos de color, apariencia
y textura. Asimismo, se observa que la G-EUM present una aceptabilidad global mayor que la G-
C con puntajes mds altos en los atributos de color, apariencia, sabor, (estadisticamente no
significativos) y textura (estadisticamente significativo). La textura de las galletas enriquecidas fue
mejor a causa de la suma de caracteristicas aportadas por los ingredientes en sus formulaciones.
Asimismo, Cuervo (2012) menciona que los consumidores posicionan el color y la apariencia por

encima de otros atributos cuando se promocionan nuevos productos.

No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en la aceptabilidad global entre las galletas
enriquecidas (EUL-6.43, EUM-5.77). Debido a que ambas galletas presentaron aceptabilidades
globales aceptables, resultaria conveniente la adicion tanto del EUL como del EUM en este producto
de panaderia, ya que, ademads de ser fuentes de compuestos antioxidantes, mejoraron la mayoria de

las caracteristicas sensoriales del producto original.
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Tabla 22. Aceptabilidad sensorial de las galletas

Aceptabilidad

Galleta Color Apariencia Sabor Olor Textura
global

G-C  4.62+207% 424+231% 554+265% 6.56+2334% 476+235% 520+£230%

G-EUL 7.54+1.72% 752+191% 53942254 525+2.66% 6.12+197% 643+1.48°"

G-EUM 4.72+2.02% 499 +2.03% 6.26+1.58* 589+1.60%® 6.13+1.818 577+1.8748

Los valores estdn expresados como media + desviacién estdndar (n° panelistas=30). Las medias que no comparten una
misma letra mayuscula dentro de cada columna son significativamente diferentes segin la prueba de Tukey (p<0.05).
G-C: galleta control, G-EUL: galleta enriquecida con extracto de semilla de ungurahui libre, G-EUM: galleta
enriquecida con extracto de semilla de ungurahui microencapsulado.

Fuente: Elaboracion propia

APARIENCIA OLOR

SABOR " "TEXTURA

385 609 217

Figura 37. Atributos sensoriales de las galletas

Fuente: Elaboracion propia
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VII. CONCLUSIONES

El extracto hidroetandlico de semilla de ungurahui presentdé pH casi neutro, metabolitos
secundarios con tendencia a la alta y mediana polaridad, y presencia de compuestos fendlicos,

en su mayoria, flavonoides y taninos.

Las condiciones 6ptimas de extraccion, 48.44% de etanol y 13.83 minutos, pronosticaron un
valor maximo para cada variable de respuesta de forma simultdnea que, tras la validacién se
encontraron muy cerca de sus valores experimentales, con excepcion del CAT, demostrando la

fiabilidad de 1a MSR en este proceso de extraccion.

La capacidad antioxidante de los EU se debe principalmente a los compuestos fendlicos por la
alta correlacion directa que existe entre ellos. Asimismo, el extracto con la mayor capacidad
antioxidante (método CAT) puede incluso duplicar la capacidad antioxidante del &cido

ascorbico.

Se comprob¢ el efecto protector de la maltodextrina mediante el barrido espectral (A=282 nm)
que mostrd cualitativamente que la temperatura de secado por aspersion no afecté al EUM; y

mediante la conservacion del CFT y la capacidad antioxidante.

La morfologia y tamafio de particulas del EUL fue variable e irregular; en cambio, EUM present6
particulas con tendencia redonda, tamafio homogéneo y sin rupturas superficiales, preservando
su capacidad antioxidante. En la caracterizacion organoléptica, cada extracto reflejo las
caracteristicas propias de sus componentes. La maltodextrina también protegié al EUM durante
los 180 dias de almacenamiento ddndole estabilidad fendlica, mientras que, el EUL sufrié

gradual pérdida fenolica.

La G-EUL, a diferencia de la G-EUM, presenté degradacion fendlica significativa luego del
horneado, pero finalmente ambas galletas presentaron cantidades similares de fenoles (=70 mg

EAG/paquete) y mayor aceptabilidad global que la G-C. La G-EUL mejor6 el color y la
apariencia; sin embargo, la textura, sabor y olor de la G-EUM resultaron mds atractivos, ademas

de su menor contenido de grasa luego del horneado

En resumen, el EUL y EUM poseen compuestos fendlicos que pueden considerarse ingredientes
naturales para ser incorporados en la elaboracién de galletas, mejorando la capacidad

antioxidante y caracteristicas sensoriales de este producto alimentario.
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VIII. RECOMENDACIONES

Evaluar otros métodos y/o pardmetros de extraccion para obtener extractos de semilla de

ungurahui con el mayor contenido fendlico.

Realizar un andlisis de HPLC-MS al extracto de semilla de ungurahui para la separacion,

identificacion y cuantificacion de los diferentes compuestos fendlicos.

Utilizar otros métodos para la determinacion de la capacidad antioxidante del extracto de semilla
de ungurahui.Evaluar a qué grado de madurez del fruto de ungurahui se puede extraer mayores

concentraciones de compuestos fendlicos de la semilla.

Evaluar la estabilidad fendlica durante el almacenamiento y realizar pruebas microbioldgicas a

las galletas enriquecidas para estimar su vida util.

Adicionar el extracto microencapsulado en otras matrices alimentarias de menor costo y/o mayor
consumo, y evaluar el efecto protector del encapsulante sobre la capacidad antioxidante de estos

nuevos productos.

Fomentar en las comunidades nativas los beneficios de la semilla de ungurahui para su
produccién y consumo en forma de extractos, e impulsar asi el desarrollo social y econémico de

la zona, asi como la incorporacion de estilos de vida més saludables entre los ciudadanos.

Realizar un estudio a las propiedades fisicas y quimicas de los residuos de la extraccidn para su

potencial uso en el proceso de compostaje y producir un abono orgénico de alta calidad.
Investigar la absorcion, biodisponibilidad y metabolismo de los compuestos fendlicos en el

organismo luego de ser ingeridos, comprobando que la dosis ingerida cumpla con los beneficios

divulgados para la salud.
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X. ANEXOS

Anexo I. Andlisis taxonémico del Oenocarpus bataua Mart

[4 Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA

— UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS L}.
v

’
g M/‘/‘/" VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO |
A
BY Westoroon rosamos MUSEO DE HISTORIA NATURAL '

“Afio del Didlogo y la Reconciliacion Nacional™

CONSTANCIA N°278-USM-2018
EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (fruto) recibida de Katherine Kelly Navarro Valdez y Nahum
Capillo Herrera, bachilleres de Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica, EAP de
Ingenieria Agroindustrial+ de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, ha sido
estudiada y clasificada como: Oenocarpus bataua Mart. tiene la siguiente posicion
taxondmica, segtn el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: LILIOPSIDA
SUB CLASE: COMMELINIDAE
ORDEN: ARECALES
FAMILIA: ARECACEAE
GENERO: Oenocarpus
ESPECIE: Oenocarpus bataua Mart

Nombre vulgar: “ungurahui”
Determinado por: Dr. Miguel Machaua Gonzales

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Fecha, 23 de julio de 2018
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ASUNCION A. CANO ECHEVARRIA
DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
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Anexo II. Andlisis de capacidad antioxidante de los EU por el método DPPH

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00433-CPF-2017

ORDEN DE ANALISIS : 004435/2017
SOLICITADO POR : KATHERINE NAVARRO VALDEZ
MUESTRA : EXTRACTO DE UNGURAHUI
N°DE LOTE S
CANTIDAD L
FECHA DE RECEPCION : 06 de Marzo del 2017
FECHA DE FABRICACION D mmmeee
FECHA DE VENCIMIENTO D mmmee
\ CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR DPPH |
| copico | METODOS | %Act. Antioxidante | D.E. )
4830 742326 1.0966
5015 763514 28320
5045 72.2472 0.0662
7013.8 74.8498 12741
7030 -1 741825 0.2469
UV - VIS
7030 -II 72,4308 1.1083
7046.1 73.1857 04778
9015 716383 2.1680
9045 65.7741 1.2065
9130 65.1276 0.3362

Lima, 10 de Julio del 2017

DICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” 1S0 9001

Perti BUREAU VERITAS
e Certification

N BR233265
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Anexo III. Anélisis de capacidad antioxidante de los EU por el método CAT

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

FACULTAD

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00432-CPF-2017

ORDEN DE ANALISIS - 004435/2017

SOLICITADO POR : KATHERINE NAVARRO VALDEZ
MUESTRA : EXTRACTO DE UNGURAHUI
N°DELOTE e

CANTIDAD fasdas

FECHA DE RECEPCION : 06 de Marzo del 2017

FECHA DE FABRICACION o

FECHA DE VENCIMIENTO, -

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL POR MOLIBDATO DE AMONIO

CODIGO |.  mETODPOS | mgeq. ac.asc/gES || D.E. 4
4830 1807.2113 135.5393
5015 1947.8261 101.6871
5045 1692.7536 129.7324
7013.8 1847.0867 126.1367
7030 (1) 1737.7632 36.9914
UV - VIS
7030 (1) 1737.6516 57.9023
7046.1 1457.9364 90.2506
9015 1594.2029 99.5579
9045 1401.6398 86740 |
9130 1378.2609 922313

1S0O 9001

BUREAU VERITAS

Certification

N* BR233265




Anexo IV. Andlisis de proteinas de G-C horneada

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00202-CPF-2017

ORDEN DE ANALISIS : 004456/2017
SOLICITADO POR : KATHERINE NAVARRO VALDEZ
MUESTRA (CEYCH)2
N°DE LOTE D m———
CANTIDAD s : 01 frasco de vidrio
FECHA DE RECEPCION : 15 de Junio del 2017
FECHA DE FABRICACION D mm——
FECHA DE VENCIMIENTO D ——
PRUEBAS [ METODOS | resuLtaDOS |
PROTEINAS
CH)1 AOAC 5,8701%
CE)2 AOAC !— 5.9577%

Lima, 26 de Junio del 2017

. MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” 1S0 9001

BUREAU VERITAS T
Certification MANAGEMENT

N* BR233265 008




Anexo V. Andlisis de proteinas de G-EUL horneada

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00203-CPF-2017

ORDEN DE ANALISIS . 004454/2017
SOLICITADO POR : KATHERINE NAVARRO VALDEZ
MUESTRA :EUL1Y EUL2
N° DE LOTE —
CANTIDAD ) : 01 frasco de vidrio
FECHA DE RECEPCION : 15 de Junio del 2017
FECHA DE FABRICACION o
FECHA DE VENCIMIENTO D mm—
PRUEBAS “ METODOS Jl RESULTADOS
PROTEINAS
EUL1 AOAC 5.2568%
EUL2 AOAC 5.3444%

Lima, 26 de Junio del 2017

ICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” 1SO 9001

BUREAU VERITAS
Certification
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Anexo VI. Andlisis de proteinas de G-EUM horneada

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00201-CPF-2017

ORDEN DE ANALISIS - 004455/2017
SOLICITADO POR : KATHERINE NAVARRO VALDEZ
MUESTRA : EUM1 Y EUM2
N° DE LOTE =
CANTIDAD - : 01 frasco de vidrio
FECHA DE RECEPCION : 15 de Junio del 2017
FECHA DE FABRICACION S
FECHA DE VENCIMIENTO e
PRUEBAS I METODOS | RESULTADOS
PROTEINAS
EUM 1 AOAC 5,0816%
EUM 2 AOAC 5,3444%

Lima, 26 de Junio del 2017

Q.E-Nelson Bautista Cruz 8 Famag)
Director del Centro de Control Analitico ™

MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” IS0 9001

Perti BUREAU VERITAS
e Certification
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Anexo VII. Galeria de figuras

Figura 38. Obtencidn del polvo fino de semilla de ungurahui.
A. Fruto de ungurahui lavado y desinfectado, B. Secado de semillas enteras (T=40°C), C.
Molienda, D. Secado de semillas molidas (T=40°C), E. Pulverizado, F. Tamizado (malla # 80),

G. Polvo fino de semilla
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Figura 39. pH y prueba de solubilidad
A. Medicion del pH, B. Solventes de diferentes polaridades, C. Reaccion (t=0 min.), D. Reaccion

(t=2 min.)
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Leyenda: M: Muestra (extracto diluido + reactivo), B: Blanco (solvente + reactivo)

Figura 40. Marcha fitoquimica
A. Reactivos, B. Ensayo de Molish, C. Ensayo de Fehling, D. Ensayo de cloruro férrico, E. Ensayo
de Gelatina, F. Ensayo de Shinoda, G. Hidréxido de sodio al 10 %, H. Ensayo de Rosenheim, L.
Ensayo de Lieberman-Burchard, J. Ensayo de Salkowski, K. Ensayo de Ninhidrina, L. Ensayo de
Dragendorff, M. Ensayo de Mayer, N. Ensayo de Bertrand, O. Ensayo de Ensayo de
Sonnenschein, P. Ensayo de Saponina, Q. Ensayo de Hidr6xido de amonio (Glicdsidos de

antraquinona), R y S. Ensayo de Grignard (Glic6sidos cianogenéticos)
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Figura 41. Obtencidn de los extractos de semilla de ungurahui (EU)
A, B y C. Preparacién de los extractos, D. Extraccion asistida por ultrasonido, E. Centrifugacién
(4000 rpm x 15 min.), F. Filtracién, G y H. Sistema de concentracién al vacio (T=40°C), I y J.
Distribucién del extracto concentrado en placas de Petri, K y L. Secado de los EU (T=40°C), M y

N. Raspado y recoleccion de los EU, O. Almacenamiento de los EU
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Figura 42. Obtencion del extracto de semilla de ungurahui libre (EUL)
A. Pesado del polvo fino de semilla, B. Extraccién ultrasénica a las condiciones 6ptimas. C.
Preparacion de los tubos de centrifugacion. D. Filtrado, E. Extracto filtrado, F. Extracto seco, G.
Reduccidn del tamafio de los cristales, H. Almacenamiento del extracto de semilla de ungurahui

libre (EUL).
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Figura 43. Obtencion del extracto de semilla de ungurahui microencapsulado (EUM)
A, B, C, Dy E. Preparacion de la solucién de alimentacion, F. Equipo mini-Spray Dryer, G.
Camara de secado, H. Ciclon separador, 1. Botella colectora, J. Condiciones de secado, K. Pesado

del EUM
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Figura 44. Elaboracion de galletas enriquecidas (G-EUL y G-EUM) y G-C
A. Primer mezclado (mantequilla, azucar, esencia de vainilla y huevo), B. Segundo mezclado
(adicién de harina, bicarbonato de sodio, sal y extracto), C. Masa cruda de G-C, G-EUL y G-
EUM, D. Amasado y cortado, E. Galletas antes de hornear, F. Galletas horneadas (T=180°C x 8

min.)
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Curva de calibracién del acido géalico
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Figura 45. Analisis del contenido fenolico total (CFT) por el método de Folin-Ciocalteu
A. Reactivo Folin - Ciocalteu, B. Acido gélico a 1000 ppm, C. Carbonato de sodio (20% p/v), D.
Concentraciones de 2.5 a 200 ppm del estandar dcido gélico, E. Coloracién de las reacciones en las

cubetas, F. Lectura de las muestras, G. Curva de calibracion del estandar
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Figura 46. Anélisis de la capacidad antioxidante por el método DPPH
A. Reactivo DPPH, B. Solucién madre de DPPH, C. Reactivo Acido ascérbico, D. Acido
ascorbico a 10 ppm, E. Extracto a 10 ppm, F. Reaccién: muestra (extracto o acido ascorbico) +

DPPH, G. Muestra en reposo (t=30 min.), H. Lectura de la muestra

190



191




G Curva de calibracion del acido ascorbico
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Figura 47. Anélisis de la capacidad antioxidante por el método CAT
A. Reactivo molibdato de amonio, B. Reactivo fosfato de sodio dodecahidratado, C. Reactivo
fosfomolibdato, D. Concentraciones de 5 a 100 ppm del estandar dcido ascérbico, E. Incubacion
de las muestras y del estandar en bafio maria (95°C x 90 min), F. Enfriamiento en bafio de hielo,

G. Curva de calibracion del estandar
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Figura 48. Anélisis de morfologia y tamafio de EUL y EUM
A. Microscopio electronico de barrido, B. Adhesion de las muestras al portamuestras, C.

Colocacion del portamuestras en el microscopio
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Figura 49. Desengrase de galletas para extraccion y posterior andlisis de CFT
A, B. Pesado de galletas crudas y horneadas, C. Desengrase de galletas por Soxhlet, D. Galletas

crudas secas y desengrasadas, E. Galletas horneadas secas y desengrasadas.
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Figura 50. Andlisis proximal de las galletas (G-EUL, G-EUM y G-C)
A, B y C. Determinacion del contenido de humedad; D y E. Digestion de las muestras para la
determinacion del contenido de proteina cruda; F, G, H, I y J. Determinacién de grasa mediante el

equipo Soxhlet; K y L. Determinacién del contenido de cenizas
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Figura 51. Analisis sensorial de las galletas (G-EUL, G-EUM y G-C)
A. Muestras de galleta para evaluacion, B. Presentacion de las muestras durante la evaluacion

sensorial, C y D. Desarrollo del anélisis sensorial, E. Registro del cuestionario de un panelista
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Anexo VIII. Ficha técnica de la maltodextrina

meel
unie

Meelunie BV., Vifioly Tower, 18th floor, Claude Debussylaan 40 , 1082 MD Amsterdam
P.O. Box 10102, 1001 EC Amsterdam, The Netherlands, tel. +31 20 53 06 530 fax +31 20 53 06 555,
meelunie.com

PRODUCT DATA SHEET

MALTODEXTRIN 10-12 DE

(code MA-84)

Appearance : fine white powder
Flavour & odour : mild sweet, odourless
Moisture ‘max. 5%

Dextrose Equivalent 11012

Ash :max. 0,3 %

pH 145-65

Higher sugars 1 76-89%

Carbohydrate composition

Dextrose :3%
Maltose ‘4-8%
Triose 7-11 %

Microbiological

Total Bacteria : max. 60 cfu per gram
Yeast & Moulds :absentin 1 gram
Coliforms < 10 cfu per gram

E. coli rabsentin 1 gram
Salmonella : absent in 25 gram

The information given Is based on laboratory and field experience. It s set in good falth for guidance enly. Our products are sold without any
warranty whatsoever whether expressed or implied. Users should conduct thelr own tests in arder to determine for themselves the sultability of our
praducts for thelr particular purposes

ABN AMRQ Bank, Amsterdam, IBAN/Accountno. EUR NLOSANBAQ41.10.21.117, USD NL84ABNAQ041.10.21.125
Rabobank, Utrecht, IBAN/Accountno. NLSORABO030.00.06.381, Chamber of Commerce 33037079, VAT-number
NL001417770B01
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Anexo IX. Formato del cuestionario para la prueba heddnica (andlisis sensorial)

Nombre y apellido: B. Pruebe, por favor, las siguientes muestras, marque con una linea vertical y
" coloque el cédigo correspondiente sobre la escala para cada uno de los atributos
Sexos L UM Edad: Fecha: _/_/__ que se presentan a continuacion, segun el nivel de agrado o desagrado que le
Frecuencia semanal del consumo de galleta: produce cada muestra. No hay limite de tiempo para esta cata. Para pasar de
una muestra a otra beba un poco de agua.
Todos los dias a
4-6 dias 8]
1-3 dias (u} = Atributo 1: Color
No consumo galleta 0 } : ]
< 5 Me disgusta Me gusta
La galleta que prefiere es: ko mucho
Galleta dulce o
Galleta salada o = Atributo 2: Olor
Galleta dulce o salada con relleno de crema O : |
I 1
Me disgusta Me gusta
A. Pruebe, por favor, las siguientes muestras y marque con una X en la mucho mucho
categoria que mejor describa el nivel de agrado o desagrado que le produce
cada muestra. No hay limite de tiempo para esta cata. Para pasar de una = Atributo 3: Textura
muestra a otra beba un poco de agua. Marque solo una de las categorias :
para describir una muestra. Puede asignar la misma categoria a mds de una I 1
muestra. Me disgusta Me gusta
mucho mucho
Muestras
7 Cédigo: Cddigo: Cédigo: »  Atributo 4: Sabor
Categorias
| |
1
Me disgusta extremadamente :
Me disgusta mucho Me disgusta i
mucho
Me disgusta moderadamente mucho
Me disgusta poco ib ey
i 2 .
No me gusta ni me disgusta Atributo 5: Apariencla
Me gusta poco L 4%
Me gusta moderadamente Medigists Me gusta
Me gusta mucho h
mucho mucno
Me gusta extremadamente

iMUCHAS GRACIAS!

Fuente: Elaboracién propia

Anexo X. Datos para la curva de calibracién de dcido galico a 760 nm

ABSORBANCIAS A DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE ACTDO GALICO

C (ppm) | A
25 00112

5 0.0195

di 0.0292

10 0.0382

15 0.0547

20 0.0709

30 0.1037

40 0.1395

60 0.1995

80 0.2626

100 (0.3284

200 0.6600

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo XI. Datos para la curva de calibracion de dcido ascérbico a 695 nm

ABSORBANCIAS A DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ACIDO ASCORBICO

C (ppm) A

5 0.011

10 0.017

20 0.046

40 0.083

60 0.12%

30 0.17%

100 0.230

Anexo XII. Porcentaje de Actividad Antioxidante Relativa con respecto al acido ascorbico (%

Fuente: Elaboracién propia

AAR) del extracto de semilla de ungurahui a 10 ppm (mg/L).

Codigo A % AAR
EU - 4830 0.0372 £ 0.0031 21902 £18.19
EU - 5013 0.0408 = 0.0023 240.00 £ 13.76
EU - 5045 0.0349 = 0.0030 20549 £ 17.55
EUJ - 7013 0.0376 = 0.0028 22137+ 16.72

EU-7030-1 0.0384 = 0.0009 22569+ 530
EU-7030-10 0.0352 = 0.0013 206.86 = 7.68
EU - 7046 0.0297 + 0.0021 174.51 £ 12.26
EU - 9015 0.0327 £ 0.0023 192.16 £ 13.47
EUT - 9045 0.0284 = 0.0011 166.86 = 6.61
EU - 9130 0.0293 £ 0.0032 172.35+ 12 48

Fuente: Elaboracién propia

Anexo XIII. Pesos de la semilla de ungurahui en sus etapas de procesamiento

1 1 1
| L 1 ' i Lasemilla ' 1 18%dela ' i Elrendimiento ,
\ a sen ta} b redujo aprox. | 1 semilla seca, | parala !
1 represento o ' 4% de su 11 fue recuperada 1 | obtencién del
| aprox.el 72% 1 , humedad g ‘s del ! EUL I
! del fruto . umeda ' espués del | | es |
1 : ' ! inicial. ' ! tamizado | ! 24.37% '
I— —————————— o ——— - W o —— o ——— W  —————————— -
Fruto Semilla (Semilla seca| Polvo fino EUL
Peso (g) 9.07+0.61 | 6.53+0.44 | 6.27+042 | 1.13+0.08 | 0.28 +0.02

Los valores estdn expresados como media + desviacion estandar (n° frutos=100).

Fuente: Elaboracién propia
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Anexo XIV. Determinacion del CFT en g. de polvo fino, semilla y fruto

Para la determinacién del contenido fendlico total por g. de polvo fino de semilla:

452.76 mg EAG  0.2437 g EUL 110.34 mg EAG
= 1gEUL 1 g polvo fino " g polvo fino

CFT mg EAG
(g polvo fino)

Para la determinacién del contenido fendlico total por g. de semilla:

110.34 mg EAG o 0.17 g polvo fino mg EAG
= 1 gpolvo fino 1gsemilla = gsemilla

CFT( mg EAG )

g semilla

Para la determinacién del contenido fendlico total por g. de fruto:

CFT 18.76 mg EAG N 6.53 g semilla 3 51mg EAG
("}if{?% 1 g semilla 9.07 g fruto " g fruto

Anexo XV. Determinacion de la cantidad de EUL y EUM por unidad de galleta

Para la determinacion de la cantidad de EUL por unidad de galleta (G-EUL):

2.64 g EUL 1 batch 7 gmasa g EUL

EUL lleta = X X =0.
en gatieta 1 batch 527.63 g masa 1 galleta galleta

Para la determinacion de la cantidad de EUM por unidad de galleta (G-EUM):

10.55 g EUM 1 batch 7 g masa g EUM
X X =0.1
1 batch 535.54 g masa 1 galleta galleta

EUM en galleta =
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