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Resumen y Abstract Vv

Resumen

En la basqueda de alternativas para incrementar la vida Gtil del lulo y preservar sus
caracteristicas biofuncionales (actividad antioxidante y actividad inhibitoria de ACE
Angiotensin Converting Enzyme), se obtuvieron microencapsulados por spray-drying a
partir de pulpa de lulo, maltodextrina y extractos de tres vegetales (brécoli, tomate y
espinaca), utilizando maltodextrina como agente encapsulante. Estos vegetales fueron
seleccionados teniendo en cuenta que exhibian propiedades antihipertensivas y tenian
compuestos bioactivos como polifenoles y carotenoides. Los soélidos obtenidos se
caracterizaron fisicoquimicamente, se determiné su valor de actividad de agua Aw, el
contenido de fenoles totales y carotenoides totales. También se realizé analisis
instrumental del color y andlisis de compuestos volatiles de aroma mediante CG-EM. La
morfologia se evalué mediante microscopia electronica de barrido (SEM), evidenciando la
formacion de microcépsulas con apariencia esférica y uniforme y con tamafio de particula
menor a 10 um. Los valores de Aw de los sélidos estuvieron en el rango de 0.27-0.37. El
contenido de carotenoides totales fue mayor en los microencapsulados de lulo que
contenian espinaca y la presencia de brdcoli increment6 ligeramente la actividad
antihipertensiva. Sin embargo las propiedades sensoriales se deterioraron por la presencia
de “off-flavors”. Asi se escogio el microencapsulado de lulo, el cual se incorpor6 en una
bebida lactea en tres concentraciones diferentes (3, 5y 7%) encontrandose que a mayor
concentracion del microencapsulado, se incrementaba el valor de la actividad antioxidante
en la bebida, asi mismo, a esta concentracion la bebida presentdé mayor aceptacion por

parte de un panel de consumidores.

Palabras clave: Spray drying, frutas tropicales, carotenoides, compuestos fendlicos,

actividad antioxidante, actividad antihipertensiva.
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Abstract

In the search for alternatives to increase the shelf-life and preserve the biofunctional
properties of lulo fruit (antihypertensive activity and inhibitory activity of ACE Angiotensin
Converting Enzyme)), microencapsulates from lulo fruit pulp and maltodextrin and
vegetable extracts were obtained by spray drying. These encapsulates were enriched with
extracts from three vegetables that exhibited antihypertensive activity and high carotenoid-
content. The obtained solids were physicochemical characterized and the total phenolic
content and carotenoid content were determined. Instrumental analysis of color, volatile
compounds analysis by CG-EM were performed. The formation of spherical and uniform
microcapsules with particle size less than 10 um were confirmed by SEM. The Aw values
were ranged between 0.27-0.37. The total carotenoid content was higher in
microencapsulates containing spinach, and the presence of broccoli lightly increased the
antihypertensive activity, however, the sensory properties were deteriorate by the “off-
flavors” formation.

According to the inhibitory activity and sensorial analysis. The lulo microencapsulate
sample was selected for applying in a dairy beverage in three different concentrations (3,
5y 7%). As a result, the total phenolic content and the antioxidant activity increased
proportionally with the microencapsulate concentration and the beverage with the higher

concentration had the higher acceptance by a non-trained panel.

Keywords: Spray drying, tropical fruits, carotenoids, antihypertensive activity, phenolic

compounds, antioxidant activity, antihypertensive activity.
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Introduccioén

En Colombia el lulo (Solanum quitoense Lam) tiene importancia econémica ya que el area
total establecida en cultivos, reportada por la Encuesta Nacional Agropecuaria (ENA) para
el afio 2015, fue de 9.845 hectéreas y de estas, 5.097 hectareas en etapa productiva.
Ademas, entre el grupo de frutales, este cultivo fue el que presentd el mayor crecimiento,
pasando de producir 30.590 toneladas en el afio 2014 a 47.983 toneladas en 2015 con una
variacion positiva de 56,9% (DANE, 2015). Los departamentos de mayor produccién son
Huila, Valle del Cauca, Antioquia, Boyaca, Magdalena y Santander (Base de datos de cifras

agropecuarias en Colombia., 2014; Sierra & Vargas, 2015).

Colombia es uno de los paises con mayor variedad de frutas en el mundo. Presenta una
serie de factores que favorecen y potencian la produccién de lulo, entre las que destacan:
amplia variabilidad genética, nichos ecolégicos apropiados para su siembra y cultivo,
potencial agroindustrial, alternativa para la reconversién productiva, ademas de aceptacion
de los frutos por los consumidores (FAO, 2006). Aunque el principal mercado se encuentra
en los propios paises productores, el comercio de lulo a nivel mundial crece paulatinamente
con el auge de las frutas exoticas. La exportacion de la fruta en fresco presenta problemas
debido a su alta perecibilidad, por tanto se exporta como producto procesado, en
presentaciones de jugo, concentrado y en forma de pulpa congelada o conserva. Para el
periodo enero-julio de 2014, los principales destinos para exportacién de esta fruta fueron
Francia, que participé con el 49% de la demanda, seguido de Panama (14%), Espafia
(11%) y Aruba (4%). (Sierra & Vargas, 2015).

La transformacion del lulo es por tanto una alternativa para el desarrollo de productos
innovadores que preserven sus propiedades biofuncionales y sensoriales y contribuyan asi
a aumentar su tiempo de vida util. Recientemente los componentes bioactivos presentes
en frutas y vegetales han recibido gran atencion al contribuir al bienestar y prevencién de

enfermedades relacionadas con el estilo de vida; de hecho, el consumo de frutas y
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vegetales se ha asociado con la reduccion de riesgo de enfermedades crénicas tales como
el cancer y enfermedad cardiovascular, inflamatorias y neurodegenerativas. Es asi, como
el desarrollo de productos procesados con valor agregado a partir de frutas y vegetales se

considera una opcion interesante de “alimentos funcionales”.



1.Capitulo 1. Marco de Referencia

1.1 Lulo (Solanum quitoense Lam.) y sus propiedades
biofuncionales

El lulo, también conocido como naranjilla, es una fruta nativa de los Andes, cultivada y
consumida principalmente en Ecuador, Colombia y Centro América. Es una fruta redonda
de cuatro a ocho cm de diametro y un peso promedio de 80 a 100 g. Su piel esta cubierta
con vellosidad, la cual se pierde a medida que los frutos maduran. La corteza es de color
amarillo intenso, amarillo rojizo o naranja en el estado de madurez de consumo (Mosquera,
Rubiano, & Morera, 2006). Aunque la fruta es consumida y procesada algunas veces en
temprano estado de madurez, los sélidos solubles totales aumentan con la madurez, lo

cual resulta en una pulpa mas dulce en estados mas tardios (Gancel et al., 2008).

La estructura interna de la fruta es similar a la de un tomate, la pulpa verde-amarilla
(mesocarpio y endocarpio) forma cuatro compartimentos separados por una division

membranosa, contiene numerosas semillas (Figura 1).

Figura 1. Fruto de Lulo (Solanum quitoense Lam.)
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El lulo es una de las frutas tropicales mas apetecidas debido a su sabor, aromay color. En
un trabajo realizado recientemente en nuestro grupo de investigacion GANAC (Grupo de
Aditivos Naturales de Aroma y Color) se identificaron y cuantificaron 16 compuestos activos
olfativamente en el aroma de esta fruta; siendo el (2)-3-hexenal, butanoato de etilo, acetato
de 3-sulfanilhexilo y hexanoato de etilo los compuestos impacto del aroma debido a su
mayor contribucion al aroma de la fruta (Forero et al., 2015). Segun Osorio, Duque, &
Batista-Viera (2003), los glucésidos aislados de las hojas de lulo cumplen un rol como
precursores del aroma ya que ellos producen varios compuestos volatiles con notas
sensoriales agradables por accion de enzimas presentes en la fruta. Esos compuestos
volatiles que se generan pueden ser importantes respecto al aroma y sabor de la fruta y
de productos procesados porque ellos serian liberados durante el procesamiento.

El lulo se clasifica como un fruto acido debido a que tiene un pH entre 3.1-3.3 y un
contenido de &acido de 3.23% expresado como acido citrico, dependiendo de su estado de
madurez (Arango.,1999; Cerdn, Higuita, y Cardona, 2010; Guzman, De Villaveces y De
Clavijo, 1977). La parte comestible representa del 70—90% de la fruta (ICONTEC, 2002).

Un resumen de la composicidon quimica del lulo se muestra en la Tabla 1. Es una fuente
importante de vitamina C y de minerales (hierro y fosforo). Ademas, tiene un porcentaje de
fibra entre 0,3 y 1,54% y proteina entre 0.1-0.7%. En cuanto a la vitamina C, se han
reportado contenidos de 37.5, 47.5 y 95.5 mg/ 100 g para muestras de lulo provenientes
de Colombia y Ecuador (Acosta, Pérez, & Vaillant, 2009).
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Tabla 1. Composicion quimica de Lulo (Solanum quitoense Lam.) por 100 gramos de
parte comestible (peso fresco).

Composicién Contenido Referencia
Agua 92.2¢g
Calorias 24 Kcal
(Arango et al., 1999)
Proteinas 0.6g
Grasa 0.0001g
Carbohidratos disponibles 5749 (Acosta et al., 2009)
Fibra dietaria total 0.53¢g
Azucares 2.49
(Guzman et al.,
Sacarosa 1.08
1977)
Glucosa 0.52
Fructosa 0.75
Cenizas 0.79 (Arango et al., 1999)
Hierro 1.19mg
(FAO, 2006)
Fosforo 13.5mg
Vitamina C 37.5-95.5mg | (Acosta et al., 2009)

Se han realizado varias investigaciones determinando el contenido fendlico y capacidad
antioxidante del lulo, encontrando que esta fruta presenta alto contenido de este tipo de
compuestos (Ceron et al., 2010; Contreras-Calderén et al., 2011). Ademas es fuente de
carotenoides, precursores de la vitamina A con un mayor contenido en el fruto fresco entero
comparado con el encontrado en la pulpa fresca. Entre los carotenoides mayoritarios
reportados en el lulo estan: el B-caroteno, la luteina y la zeaxantina (Tabla 2); los cuales
estan entre los carotenoides comunmente encontrados en la dieta, y son de interés debido
a sus posibles beneficios en la salud. Estos compuestos han sido asociados al tratamiento
y prevencion de enfermedades cardiovasculares y oftalmolégicas (Acosta et al., 2009;
Murillo, Meléndez-Martinez, & Portugal, 2010). Zapata, Piedrahita & Benjamin (2014)
determinaron la capacidad para atrapar radicales oxigeno (ORAC) y fenoles totales de
frutas y hortalizas de Colombia, determinando que el lulo se encuentra entre las frutas que
contienen entre 100-500 mg acido gélico /100 g de muestra liofilizada, cercano a los

contenidos exhibidos por la manzana roja, la ciruela morada, el tomate de arbol y el acai.
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Tabla 2. Algunos metabolitos secundarios encontrados en lulo (Solanum quitoense Lam).

Metabolito Concentracién Referencia

33,3+0,6 pg/g fruto fresco
7,2+0,3 ug/g pulpa fresca (Acosta et al., 2009)

i 0.5 mg B -caroteno/100 g fruto fresco
Carotenoides 0.8 8 teno/100 |

.8 mg B -caroteno ulpa
g g pup (Murillo et al., 2010)

fresca
B-caroteno 58,4%,
luteina 32,2% (Acosta et al., 2009)
zeaxantina 3,2%
(Acosta et al., 2009;
48- 91mg GAE/100g fruta fresca Contreras etal., 2011;
Fenoles Totales
Vasco, Ruales,& Kamal-
Eldin., 2008)
Acido
o 106 mg/100 g de fruta fresca
monocafeoilquinico (Mertz et al., 2009)
Acido dicafeoilquinico 5,4 mg/100 g de fruta fresca

Debido a su contenido de vitamina C y hierro se le atribuyen propiedades tonificantes y
para el buen funcionamiento de los rifiones. El jugo de lulo disuelve algunas toxinas en el
organismo y es recomendado para las personas que sufren gota, ya que disminuye la
acumulacion de acido Urico en la sangre, responsable de esta enfermedad (Mosquera
Rubiano, & Morera, 2006). Recientemente se identificaron algunos compuestos con
propiedades inhibitorias de la enzima ACE involucrada en el proceso de hipertension
(Forero et al.,2016).
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1.2 Productos biofuncionales con mezclas de fruta y
hortalizas

En los dltimos afos la demanda de alimentos por parte de los consumidores ha cambiado
considerablemente. Hoy en dia los alimentos no solo estan destinados a proveer los
nutrientes necesarios, sino también a prevenir enfermedades y mejorar el bienestar fisico

y mental.

El concepto de alimento funcional deriva de la observacion de que ciertos alimentos o
bebidas ejercen un efecto benéfico en la salud, que no es explicado por su contenido
nutricional (vitaminas y minerales, entre otros). Los alimentos funcionales pueden mejorar
las condiciones generales del cuerpo, (prebioticos y probidticos), disminuir el riesgo de
enfermedades (productos que disminuyen los niveles de colesterol y reducen alta presiéon
sanguinea), y podrian ser usados para curar algunas enfermedades (Corbo et al., 2014).
En Japon, los alimentos funcionales se etiquetado como FOSHU “Alimentos para usos
especificos en salud” y se definen como aquellos alimentos que contienen ingredientes
con funciones especificas para la salud y cuyo mensaje o alegaciéon saludable ha sido
aprobada acerca de sus efectos fisiol6gicos en el cuerpo humano, ademas son de

consumo para el mantenimiento y/o promocién de la salud (Duran & Valenzuela, 2010)

Los primeros desarrollos de alimentos funcionales fueron los fortificados con vitaminas o
minerales tales como vitamina C, E, &cido félico, zinc, hierro y calcio. Luego se enfocaron
a alimentos fortificados con varios micronutrientes tales como acidos grasos omega 3,
fitosteroles y fibra soluble para promover la buena salud o prevenir enfermedades como
cancer. Recientemente las compafiias de alimentos han tomado medidas para desarrollar
productos alimenticios que ofrezcan multiples beneficios para la salud en solo alimento
(Corbo et al., 2014).

Entre estos alimentos, las bebidas son un sector representativo en el mercado. Estados
Unidos es el pais que encabeza las ventas de bebidas funcionales y ha proyectado un
crecimiento del 52% entre 2011 y 2016 (Camara de Comercio, 2016). Las bebidas
funcionales ofrecen beneficios adicionales al consumidor, ademas de su funcién primaria
de hidratacién (nivel adecuado de los fluidos del cuerpo). Estos beneficios se enfocan a

mantener la buena salud y a la prevencién de enfermedades (Corbo et al., 2014).
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Actualmente, el mercado de las bebidas se esta inclinando mas hacia las tendencias en
desarrollo de sabor de frutas exdticas, frutas tropicales y combinaciones de fruta y
vegetales, debido al crecimiento en el nimero de consumidores quienes se estan volviendo
mas conscientes acerca de la salud. Por tanto, las compafilas de bebidas se estan
dirigiendo a esos productos que reflejan alto valor nutricional y mas beneficios para la salud
(Boye, 2015; Corbo et al., 2014).

La industria Colombiana de bebidas se caracteriza por su oferta dividida en dos pilares
fuertes: variedad sensorial y funcién medicinal (Figura 2). Hay una tendencia hacia nuevos
sabores y texturas, y al desarrollo de productos enfocados a problematicas muy
especificas como salud 6sea, desarrollo mental de los nifios y salud del corazén, entre

otras.
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Figura 2. Tendencias de la innovacion en alimentos en Colombia (Camara de Comercio,
2016).
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1.3 Microencapsulacion mediante spray drying

El spray drying o secado por aspersion con aire caliente es una de las técnicas de
microencapsulacion méas antiguas y es el método més utilizado en la industria de alimentos
por ser el mas economico. Ademds, proporciona una eficiencia de encapsulacion
relativamente alta. Es una técnica flexible, continua y econémica que produce particulas
esféricas de menos de aproximadamente 40 um, lo cual es deseable desde el punto de
vista de las caracteristicas sensoriales y de textura del producto final (Perez & Gaonkar,
2014).

Las principales ventajas de la microencapsulacién son:

e Proteger el material activo de la degradacién producida por el medio ambiente
(calor, aire, luz, humedad).

e Preservar la estabilidad de los compuestos bioactivos durante el procesamiento y
almacenamiento y prevenir interacciones indeseables con la matriz alimentaria.

e Liberacién completa y controlada del compuesto activo.

e Las caracteristicas fisicas del material original pueden ser modificadas y hacer méas
facil su manejo (un material liquido convertido a polvo) y la higroscopicidad puede
ser reducida.

e El contenido puede ser distribuido mas uniformemente en una muestra.

e El sabor y olor del material puede ser enmascarado.

e Estabilizacion de principios activos inestables.

¢ Transformacion de liquidos en sélidos (Desai & Park, 2005)

1.3.1 Proceso de spray drying

El disefio del proceso de spray drying incluye el establecimiento de las condiciones de
operacion. Entre los parametros mas importantes a controlar durante el secado por
aspersion se encuentran: las temperaturas de entrada y salida del aire de secado, el flujo
de alimentacion del producto a secar, el tiempo de residencia y el acondicionamiento de la
materia prima y la viscosidad. Estas condiciones influyen en las propiedades y calidad del

producto final.
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El proceso de microencapsulacién por spray drying implica tres etapas: preparacion de la
dispersién o emulsion, homogenizacion y atomizacién (Desai & Park, 2005). Este proceso
consiste en atomizar el material que se encuentra en estado liquido, ya sea como solucién
o como dispersion, formandose al final finas gotas sobre una corriente de aire caliente,
cuando las pequefias gotas del liquido toman contacto con el gas, y a una mayor
temperatura, se produce una rapida evaporacién del solvente formandose una fina pelicula
del material de recubrimiento rodeando al material activo (Gharsallaoui et al., 2007). En la

Figura 3 se observa el equipo usado para microencapsulacion por spray drying.

l Inyector
‘/,_._Y_._J

) : : _Exhaustor,
L E—

Recipiente
_de contacto,

Tablero de control

Interruptor
__de encendido,

| Sensor de energia,

Ciclon de
fecuperacion,
Amarras,

| Colector
de humedos,

A

( | Colector
‘ 429_13_[9249?&

Figura 3. Equipo de spray drying. Modelo Labplant SD-06 (Revelo, 2014).

En este método el componente o sustancia a encapsular es rodeado por una matriz
protectora, normalmente un polimero. Entre los materiales mas usados como agentes
encapsulantes en alimentos, se encuentran los carbohidratos, gomas, lipidos, proteinas y
materiales inorgénicos. Entre los carbohidratos se encuentran el almidén y sus derivados,

amilosa, amilopectina, dextrinas, maltodextrinas, polidextrosa y celulosa, entre otros.
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Las maltodextrinas son utilizadas principalmente en materiales que presentan dificultades
para su deshidratacién, tales como jugo de frutas, condimentos y endulzantes ya que
reducen los problemas de adherencia y aglomeracion durante el almacenamiento,
mejorando asi la estabilidad del producto (Parra, 2011). Estos polimeros son incoloros,
inodoros y de baja viscosidad a altas concentraciones; son solubles en agua y protegen el
ingrediente encapsulado de la oxidacion; tienen baja viscosidad y estan disponibles en
diferentes pesos moleculares lo que proporciona diferentes densidades de pared alrededor
de los materiales sensibles. Son polimeros de glucosa obtenidos a partir del almidén
mediante procesos enzimaticos. Consisten en unidades de [(-D-glucosa unidas
principalmente por enlaces glicosidicos (1-4) y generalmente estan clasificadas de acuerdo
con su equivalente de dextrosa (DE), el cual determina su capacidad de reduccién que

esta inversamente relacionado con su peso molecular medio.

1.3.2 Spray drying en frutas y vegetales

Los habitos de consumo cambian continuamente y la microencapsulacion de ingredientes
alimentarios se ha convertido en una herramienta para proveer soluciones a la demanda
de los consumidores de ingredientes mas practicos, nutritivos, seguros, naturales y que
provean energia. Como resultado la microencapsulacion se ha convertido en una
tecnologia versatil e indispensable con aplicacion en alimentos y bebidas, que va desde la
salud, bienestar, creacion de sabor, a los alimentos interactivos (cambio de color y sabor,
efectos de enfriamiento y calentamiento, efervescencia) y empaques interactivos
(peliculas comestibles con sabor, el cual se libera tan pronto como la pelicula comienza a
disolverse después del contacto con la saliva), y seguridad alimentaria (Figura 4) (Perez
& Gaonkar, 2014).
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Figura 4. Innovacion en microencapsulacion de alimentos. Adaptado de (Perez &
Gaonkar, 2014).

Los polvos producidos a partir de vegetales son productos estables, faciles de manipular
(peso, volumen, empaque, transporte), se reconstituyen rapidamente formando productos
con propiedades similares a las de los jugos originales. Estos productos son usados
principalmente como complementos alimenticios y tienen larga vida de almacenamiento a
temperaturas normales (Gabas et al., 2009). Su estado fisico permite una facil dosificacion

al usarlos como saborizantes y colorantes.

Ademas, las microcipsulas ayudan a que los materiales alimenticios empleados resistan
las condiciones de procesamiento y empacado mejorando sabor, aroma, estabilidad, valor

nutritivo y apariencia de sus productos (Sobel, Gundlach, & Su, 2014).

Se han elaborado microencapsulados a partir de un gran nimero de frutas y verduras,
evaluando las condiciones de proceso, los agentes de secado, las caracteristicas y
propiedades de reconstitucion de los polvos obtenidos. En cuanto a vegetales, Valenzuela
et al. (1995) obtuvieron un sélido, por medio de spray drying, a partir de jugo de vegetales
entre ellos, tomate, zanahoria, pepino, lechuga, apio, perejil, espinaca y betabel. Este
solido presentd una humedad del 1.4%, fue facilmente reconstituido, presentando

caracteristicas similares al jugo original.

Candelas-Cadillo et al.(2005) evaluaron el efecto de las condiciones de proceso por spray
drying del jugo de tomate de mesa con maltodextrina, con respecto a la humedad, color,
cambios en la concentracion de licopeno. El mejor tratamiento empled una temperatura de

180°C y 100% de maltodextrina, con el cual el sélido presento las mejores propiedades de
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color y humedad y mayor estabilidad del licopeno. También se han obtenido otros
encapsulados a partir del jugo de cebada verde y maltodextrina, evaluando las condiciones
del secado por aspersién, el contenido de humedad, color, minerales, proteinas y

propiedades de hidratacion entre otros, del sélido obtenido (Garcia et al., 2004).

En el grupo de investigacion GANAC (Grupo de Aditivos Naturales de Aroma y Color) se
han desarrollado varios encapsulados enriquecidos en aroma, sabor y propiedades
biofuncionales a partir de frutas tropicales como corozo (Osorio et al., 2010), guayaba
(Osorio, Forero,& Carriazo, 2011), mora (Villacrez, Carriazo,& Osorio, 2014), y tamarillo
(Revelo,& Osorio, 2014), entre otros.

En lulo se obtuvieron productos deshidratados en presencia de maltodextrina por cuatro
métodos, incluyendo spray drying ( Forero, Carriazo,& Osorio, 2016). Se obtuvieron sélidos
con baja actividad de agua (0.37 £ 0.02) y contenido de humedad (3.3 = 0.1%), lo cual es
deseable para aumentar su vida Util y minimizar su deterioro. Las propiedades sensoriales
del sélido obtenido por spray drying fueron similares a las de la fruta fresca. Ademas, al
realizar la caracterizacion morfolégica, se observdé que las particulas obtenidas
presentaron forma redondeada mientras que los sélidos obtenidos por los otros métodos

presentaron forma y tamafno irregular.

Adicionalmente se identificaron los compuestos volatiles activos olfativamente en el lulo
fresco, y se compararon con aquellos presentes en los sélidos por los cuatro métodos de
secado. Asi, se encontrd que después de los procesos de secado hay retencion de esteres
y aldehidos, los cuales son compuestos caracteristicos del aroma del lulo. Es asi como se
comprobd que el spray drying permite preservar aroma y otros compuestos sensibles, ya
gue con otros métodos de secado hay pérdida de volatiles, lo cual limita su aplicacién en

la industria de alimentos ( Forero et al., 2015)

En otro trabajo, se evaluaron las propiedades termodindmicas de sorcion de agua de la
pulpa de lulo en polvo con encapsulantes, utilizando maltodextrina y goma ardbiga (Gabas
et al., 2009). Por otra parte, Igual et al. (2014) investigaron la optimizacion de las
condiciones de secado para pulpa de lulo, utilizando goma arabiga y maltodextrina como
agentes encapsulantes los cuales influyeron mas que la temperatura de entrada,

mejorando el rendimiento y reduciendo la higroscopicidad y el valor de actividad de agua
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del producto obtenido. Ademas, contribuyeron a la retencidn de sus propiedades nutritivas
y funcionales, encontrdndose un incremento en la vitamina C, contenido total de fenoles y

flavonoides, y en la capacidad antioxidante.

1.4 Actividad antioxidante en frutas y hortalizas

La mayoria de las enfermedades referidas como crénicas estan ligadas al proceso de
envejecimiento que ocurre en organismos aerobios. La teoria del dafio oxidativo sugiere
gue la mitocondria produce especies reactivas de oxigeno (ROS) o radicales libres como
subproductos en la cadena de fosforilacion del ATP. Los radicales libres también se
producen por reacciones enzimaticas tales como la NADPH oxidasa en los fagocitos para
destruir microbios invasores, o la xantina oxidasa para la formacion de acido urico.
Ademads, fuentes externas como la polucion, humo del cigarrillo y la luz solar causan

produccion de radicales libres los cuales son incorporados por organismos y células.

Los radicales libres son altamente reactivos hacia otras moléculas robando electrones con
el fin de volver a estados estables. La molécula a la cual el radical libre roba el electrén se
convierte en otro radical libre, resultando en un proceso de auto perturbacion. Por tanto, la
excesiva produccién de radicales libres causa dafio en lipidos, proteinas, carbohidratos y
ADN; las membranas expuestas a radicales libres pierden su habilidad para transportar
nutrientes adecuadamente; las lipoproteinas cambian a formas oxidadas; y el ADN dafiado
tiene el potencial para acumular mutaciones consecutivas, que pueden conducir a la

carcinogénesis (Blasa et al., 2010)

En este sentido, la dieta juega un papel importante en la prevencién de enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, fundamentalmente a través del aporte de compuestos
bioactivos de origen vegetal, los cuales presentan efectos sinérgicos o cooperativos que
pueden mejorar la defensa antioxidante directamente o indirectamente activando y

potenciando los sistemas de detoxificacion y antioxidantes enddgenos (Liu, 2004).

Las frutas y hortalizas poseen distintos compuestos bioactivos, entre los que destacan los
antioxidantes, que incluyen a las vitaminas C y E, polifenoles, carotenoides y terpenoides

entre otros. Estos compuestos se han relacionado con la prevencién de distintos procesos
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crénicos, como la enfermedad cardiovascular, algunos desérdenes neurolégicos y ciertos

procesos inflamatorios.

La funcién principal de los antioxidantes es retardar la oxidacion de otras moléculas al
inhibir la iniciacion o propagacion de reacciones de oxidacion en cadena, pudiendo reducir
el dafio oxidativo en el cuerpo humano.

Los ensayos para determinar la actividad antioxidante in vitro miden la capacidad de
atrapar radicales libres o actividad antiradicalaria. Estos ensayos pueden dividirse en dos
categorias:

e Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de hidrégeno que
monitorean una reaccion cinética competitiva, generalmente estan compuestos de
un generador de radical libre sintético, una molécula oxidable y un antioxidante; por
ejemplo, capacidad de absorcién del radical oxigeno (ORAC) y parametro

antioxidante de captura de radicales (TRAP).

¢ Ensayos basados en la reaccién por transferencia de electrones que involucran una
reaccion redox con el oxidante como un indicador del punto final de reaccién, por
ejemplo: acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS), difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH) o poder de reduccion antioxidante del hierro (FRAP), entre otros
(Huang, Boxin,& Prior, 2005).

1.5 Actividad antihipertensiva

La hipertension arterial es la elevacion patolégica de la presion que ejerce la sangre
bombeada por el corazén sobre los vasos sanguineos Se define como una presion sistdlica
de sangre por encima de 140 mm Hg y / o0 una presion diastélica por encima de 90 mm Hg.
La hipertension afecta mas del 30% de la poblacién adulta en la mayoria de paises. Al no
ser tratada puede conducir a enfermedad coronaria, disfuncién del rifién, discapacidad y
muerte (Chen et al., 2009).

Una de las vias para reducir la presion sanguinea es la inhibicién de la enzima convertidora
de la angiotensina (ACE). La ACE es una enzima que es una dicarboxipeptidasa que

contiene Zn?* en su molécula y cuyo centro activo necesita altas concentraciones de
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cloruros para activarse (Hong et al., 2008). Esta enzima tiene importancia en la regulacion
de la presion sanguinea ya que actla en el sistema renina-angiotensina-aldosterona
(RAAS). Este sistema controla el sistema cardiovascular, los rifiones y ganglios
suprarrenales a través de la regulacion del equilibrio de liquidos y electrolitos, y la presion
arterial (Actis-Goretta et al., 2003; Biswas et al., 2014; Rinayanti et al., 2013).

La renina actta sobre el angiotensindgeno una alfa globulina que circula por el plasma
sanguineo, dando lugar a la angiotensina |, un decapétido sin actividad fisiol6gica. La ACE
actta en el sistema RAS transformando la angiotensina | en angiotensina Il (Figura 5), la
cual tiene efecto vasoconstrictor, causa el estrechamiento de los vasos sanguineos y por
tanto incremento de la presion sanguinea, también esté relacionada con la liberacion de
aldosterona, (un esteroide que aumenta la tension arterial, al aumentar el Na-+y la retenciéon
de agua). Ademas ejerce su accion sobre el sistema calicreina-cinina, catalizando la
degradacién de la bradiquidina, un péptido que originalmente disminuye la presién arterial
y estimula la musculatura lisa, pero que al ser degradado pierde sus propiedades
vasodilatadoras (Li et al., 2004; Schiffrin, 2002).

Sistema Renina-Angiotensina Sistema Calicreina-cinina

Angiotensinogeno Cininogeno

l +—— Renina Calicreina —» 1
Aumento

A tensina l Bradiquini —_— . . .
ngiotensina radiquinina de la sintesis de prostaglandinas

| |

Angiotensina Il Fragmentos inactivos

/\. v

Vasoconstriccion Secrecion de Aldosterona Vasodilatacion

| l |

Aumento de |a resistencia Aumento de Na* y de Disminucion de la resistencia
vascular periférica retencion de agua vascular periférica

~. . ‘

Disminucion de la tensién arterial

Aumento de la tension arterial

Figura 5. Papel de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) en la regulacion de la
presion sanguinea. (Espejo Carpio, 2013).
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La inhibiciébn de la ACE es un tratamiento importante para la presion arterial alta. La
administracion terapéutica de ciertos inhibidores de ACE se puede asociar también con
efectos positivos en la salud mas alla de regulaciéon de la presion sanguinea (Schiffrin,
2002). Los mecanismos de accion de los inhibidores de ACE en el sistema cardiovascular
no son bien entendidos, pero se ha planteado que ademas de las propiedades
antioxidantes, estos agentes pueden tener multiples efectos tales como reduccion en la
presion sanguinea y efectos antiplaquetarios. La hipertension ha sido tratada con diversos
medicamentos sintéticos que inhiben a la enzima ACE, entre los medicamentos mas
comunes en el mercado se encuentran los B-bloqueadores, los diuréticos y los
bloqueadores de los receptores de angiotensina-ll, los cuales han sido eficaces y bien
tolerados en el tratamiento de la hipertension. Sin embargo, una de las desventajas de
estos medicamentos de origen sintético, es que son caros y ademas pueden producir

ciertas alteraciones secundarias a corto y largo plazo en su uso (Torruco-Uco et al., 2008).

Algunos alimentos contienen compuestos naturales que tienen algunas de las funciones
de los medicamentos antes descritos y poseen actividad vasodilatadora. Es por esto que
en los Ultimos afios estos alimentos funcionales y nutracéuticos han despertado interés
considerable como una potencial terapia alternativa para el tratamiento de la hipertension,
especialmente para pacientes pre-hipertensivos cuya presion arterial es ligeramente o
moderadamente alto, pero no lo suficientemente alto para justificar la prescripcion de
medicamentos para bajar la presion sanguinea (Chen et al., 2009). Se han llevado a cabo
estudios que muestran relacién entre la reduccibn en el riesgo de enfermedad
cardiovascular y el consumo regular de alimentos ricos en flavonoides. Algunos
experimentos realizados in vitro demostraron que flavanoles aislados de té y chocolate,
podrian inhibir la actividad de ACE (Actis-Goretta, Ottaviani,& Fraga, 2006). También se
ha estudiado el efecto de las procianidinas determinando que tienen efecto inhibitorio sobre
la enzima convertidora de ACE (Actis-Goretta et al., 2003). Otros compuestos de interés
son los péptidos antihipertensivos, ya que muestran actividad por la inhibiciéon de la ACE,
la cual esta relacionada con la regulacién de la presion arterial por la modulaciéon del

sistema renina-angiotensina (Torruco-Uco et al., 2008).
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1.5.1 Determinacion de la actividad antihipertensiva in vitro

Los métodos para medir la actividad inhibidora de ACE in vitro implican la determinacion
de la actividad de esta enzima con sustratos sintéticos. Usualmente estos sustratos son di
o tripéptidos modificados que permiten la medida de los mismos o de sus productos de
hidrolisis, mediante métodos espectrofotométricos, fluorométricos y cromatograficos.
Todos los ensayos in vitro, usados para determinar la actividad inhibitoria de ACE se basan
en el método de Cushman y Cheung (1971); sin embargo, cada autor ha realizado
diferentes modificaciones al método. Esos cambios afectan la composicién del buffer
usado en la reaccion, la relacion enzima-sustrato y el tiempo de reaccion. El método de
Cushman y Cheung se fundamenta en la hidrolisis de hipuril-histidil-leucina (HHL) a acido
hipdrico (HA) e histidil-leucina (HL) como productos, al reaccionar con la enzima liberacion
del (HA) a partir del (HHL) esta relacionado directamente con la actividad de la ACE, el
descenso en la absorbancia es proporcional a la inhibicion ejercida por el inhibidor
ensayado. El acido hipurico se cuantifica mediante la medida de la absorbancia UV-Vis a
A=228 nm. (méxima longitud de onda en la que absorbe el &cido hipurico) (Hernandez-
Ledesma, Martin-Alvarez,& Pueyo, 2003; Li et al., Le, 2005; Vermeirssen, Van Camp,&
Verstraete, 2002).

Forero et al.( 2016) evaluaron la actividad inhibitoria de ACE, de compuestos amargos
presentes en el lulo: N N* N&-tris(dihidrocafeoil)espermidina, N ,N°-bis(dihidrocafeoil)
espermidina y [-D-glucopirandsido del acido sinapico. Los andlisis in silico, mediante
docking molecular, demostraron que los compuestos derivados de la espermidina:
N?,N4 N8-tris(dihidrocafeoil)espermidina y N, N°-bis(dihidrocafeoil)espermidina  son
compuestos promisorios para actividad inhibitoria de ACE ya que presentaron fuerte
afinidad con el sitio activo de la enzima. Estos resultados fueron confirmados mediante
andlisis in vitro tanto del compuesto N N* N&-tris(dihidrocafeoil)espermidina, como de
muestras de lulo fresco y sometido a secado. La pulpa de la fruta exhibié una significativa
actividad inhibitoria de ACE, mientras que la fruta seca, especificamente la muestra
sometida a secado por aspersion, presenté una actividad inhibitoria mas alta con respecto

a la fruta secada por liofilizacion.
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1.5.2 Estudios sobre la actividad antihipertensiva de vegetales

Los derivados de proteinas son el mayor grupo de compuestos investigados como
potenciales inhibidores de ACE, por ejemplo, péptidos derivados de animales, plantas y
microorganismos. Los metabolitos secundarios producidos por las plantas también son
otro grupo de compuestos que han sido identificados como potenciales inhibidores de ACE,
entre estos estan los terpenoides y compuestos fendlicos incluyendo flavonoides, taninos
hidrolizables, xantonas, procianidinas, derivados del acido cafeoliquinico. Es posible que
el consumo de esos componentes bioactivos pueda reducir mas de un factor de riesgo de
la enfermedad cardiovascular tales como hiperactividad plaquetaria e hipertension.

El extracto de tomate rico en licopeno ha mostrado que reduce la presion sanguinea en
humanos y su efecto se asocié con su alto contenido de antioxidantes (Biswas et al.,
2014). Ademas, se ha estudiado el efecto del extracto acuoso de tomate en la inhibicion
de la enzima ACE en suero sanguineo mediante el ensayo REA (radioenzimatico)
encontrando que el extracto de tomate exhibe habilidad para inhibir la actividad de la
enzima ACE ademas de tener efecto en la actividad antiplaquetaria.

Los polifenoles inhiben y regulan la expresién de ACE vy la renina. Estos se han asociado
con la formacién de éxido nitrico conduciendo a vasodilatacion y reduccion de la presion

sanguinea.

Se han realizado estudios sobre el papel de los flavonoides como agentes antioxidantes
aungue no hay explicacién clara de la relacion de estos compuestos con la regulacion de
la presion arterial. Actis-Goretta et al. (2003), determinaron que los flavanoles vy
procianidinas tienen efecto inhibidor de la actividad de la enzima ACE compitiendo con el
sustrato por los sitios activos de la enzima. Ademas mostraron que los inhibidores de ACE
pueden modular las defensas antioxidantes y regular la produccion de O6xido nitrico
mitocondrial (Actis-Goretta et al., 2003,2006)

La espinaca también ha sido estudiada en cuanto a su contenido de nitratos, los cuales
pueden proteger contra la enfermedad cardiovascular al aumentar la formacién del 6xido
nitrico a través de distintas vias. En un estudio realizado con hombres y mujeres
consumiendo espinaca se comprob6 que la ingesta de nitratos puede contribuir con la
reduccion en el riesgo de la enfermedad cardiovascular al mejorar la funcién endotelial y

reducir la presion arterial (Bondonno et al., 2012).
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Con relacién a los péptidos inhibidores de la ACE estos han sido identificados en varias
fuentes, incluyendo la espinaca y el brécoli. Yang et al. (2003) descubrieron en espinaca,
péptidos formados a partir de la proteina Rubisco (ribulosa bifosfato carboxilasa /
oxigenasa), que cataliza el paso primario en la fijacion de CO; en la fotosintesis). Estos
péptidos inhibieron la ACE y su efecto en ratas dependié de las dosis inyectadas. Tres de
los péptidos aislados bajaron la presién arterial después de su administracion oral a ratas
hipertensas. En un estudio posterior con Rubisco, se obtuvieron extractos de la proteina y
los productos de digestion de esta proteina fueron usados para determinar la actividad
inhibitoria de ACE. También se determinaron las propiedades antihipertensivas de esos
productos y de la proteina no digerida, a través de la administracion oral en ratas
hipertensas, determinando que la proteina de las hojas con alto contenido de Rubisco tiene
potencial para ser usada en la prevencion o tratamiento de la hipertension pero debe ser
hidrolizada con pepsina antes de ser consumida (Yang et al., 2004).

En brécoli, (Brassica oleracea Itélica) se examind la actividad inhibitoria en ACE, aislando
la sustancia inhibitoria e identificando un nuevo inhibidor, el tripéptido con la secuencia
Tirosina-Prolina-Lisina. Adicionalmente se estudid la actividad inhibitoria en extractos
acuosos y con solvente, encontrando que la extracciéon en agua fue el mejor método, ya

gue se obtuvo una actividad inhibitoria del 76.9% (Lee et al., 2006).



2.Capitulo 2. Justificacién

La tendencia actual en alimentacion no solo se basa en la composicion nutricional de los
alimentos sino también en el aprovechamiento de sus propiedades, dadas por la presencia
de compuestos bioactivos. En el mercado se estan buscando productos que tengan
influencia en la salud al mejorar el funcionamiento del cuerpo, prevenir enfermedades y

que sean mas naturales al ser minimamente procesados.

La demanda de nuevos productos con innovacién en sabores y con beneficios en la salud
ha aumentado, encontrdndose a nivel internacional gran aceptacién en productos que
mezclan frutas y hortalizas, ya que aunque los vegetales contienen valiosos componentes
nutricionales que varian segun la especie, en un solo vegetal no se pueden encontrar todos
los nutrientes requeridos, por tanto estas mezclas, permiten que los nutrientes actien

juntos para que un producto sea funcional.

En el marco de la Red Nacional para la Bioprospeccion de Frutas Tropicales (RIFRUTBIO);
se propuso como objetivo el desarrollo de productos con valor agregado a partir de frutas
tropicales que contribuyeran al fortalecimiento de la industria alimentaria y de
Fitoterapéuticos, entre otros. Teniendo en cuenta que el lulo (Solanum quitoense Lam) es
una fruta promisoria, de alta produccién en el pais, con caracteristicas sensoriales
agradables y que estudios previos mostraron potencial actividad inhibitoria de la enzima
ACE (Forero et al., 2016), se planteé el presente trabajo como continuacion del anterior
“Estudio quimico de las propiedades sensoriales (aroma y sabor) del lulo (Solanum
quitoense L.) fresco y procesado” puesto que en dicho trabajo se concluy6 que los sélidos
con mejores caracteristicas sensoriales y que recordaban la fruta fresca fueron los
obtenidos por spray drying, ademas presentaron los valores mas altos de actividad
antioxidante convirtiéndose asi en productos promisorios para uso en la industria

alimentaria. A partir de estos resultados, en la presente investigacion se propuso el
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desarrollo de una bebida biofuncional de lulo. Asi, se pensé en el disefio de un producto
gue contenga lulo y algunos vegetales con reconocida actividad antihipertensiva, para
potenciar las propiedades biofuncionales del lulo, sin deteriorar sus caracteristicas

sensoriales.



3.Capitulo 3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Contribuir al aprovechamiento integral del lulo (Solanum quitoense Lam.) con el desarrollo
de productos con valor agregado para la industria de alimentos.

3.2 Objetivos especificos

e Desarrollar microencapsulados a partir de lulo y determinar su actividad
antioxidante y antihipertensiva in vitro.

e Evaluar las propiedades sensoriales (aroma, color, sabor) de los sélidos obtenidos.

e Incorporar los sélidos obtenidos en bebidas y determinar sus propiedades

biofuncionales y sensoriales.






4.Capitulo 4. Materiales y Métodos

4.1 Materiales

El lulo (Solanum quitoense Lam.) fue adquirido en supermercados locales en la ciudad de
Bogota. Se utilizaron frutos de categoria extra, con coloracibn homogénea (color 5) segun
la Tabla de color encontrada en la Norma Técnica Colombiana NTC 5093 (ICONTEC,
2002).

Las hortalizas utilizadas, brécoli (Brassica Oleracea italica), tomate (Lycopersicum
esculentum), y espinaca baby (Spinacia oleracea L.), se adquirieron en mercados locales
de Bogota. Se utilizaron hortalizas de primera calidad. Como agente encapsulante se usé
maltodextrina DE 19-20.

4.2 Métodos

4.2.1 Caracterizacion del lulo y obtencién de las mezclas de lulo
y vegetales.

La caracterizacion fisicoquimica de la fruta se realizé6 mediante la determinacion del pH,
grados °Brix y acidez titulable. EI pH se determind por método potenciométrico, el
contenido de sélidos solubles por método refractométrico, expresando los resultados en
grados °Brix, la acidez titulable fue determinada por titulacion potenciométrica y expresada
en porcentaje de acido citrico.
La pulpa de lulo fue obtenida mediante la homogenizacion de la fruta sin cdscara, en una
licuadora, las semillas fueron removidas usando un tamiz. Para la obtencion de los
homogenizados de las hortalizas (brocoli, tomate y espinaca), se utiliz6 un extractor de
jugo Modelo EJ-1000 B (VEEDEN, China). La pulpa de lulo se mezcl6 con los
homogenizados de cada una de las hortalizas en tres proporciones distintas, como se

muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3. Descripcion de las muestras para la obtencion de los sélidos microencapsulados

N° Ensayo Muestra Proporcién (p/p) Abreviatura

1 Lulo L

2 2:1 LT2:1
3 Lulo-Tomate 5:1 LT5:1
4 10:1 LT10:1
5 2:1 LB2:1
6 Lulo- Brocoli 5:1 LB5:1
7 10:1 LB10:1
8 2:1 LE2:1
9 Lulo- Espinaca 5:1 LE5:1
10 10:1 LE10:1

4.2.2 Microencapsulacion por spray drying

El proceso de microencapsulacion se realizo en el equipo secador SD-06 (Labplant, Reino
Unido). Como agente encapsulante se usé maltodextrina, siguiendo las condiciones
reportadas por (Forero et al., 2015). La mezcla de alimentacién (fruta y vegetal) -
maltodextrina en proporciéon 2:1), se mantuvo con agitacibn constante a temperatura
ambiente (18 °C) y se aliment6 al sistema a un flujo constante de 485 mL/h. El flujo de aire
se mantuvo a 100 m®h, la presién del compresor de aire a 4 bar, las temperaturas de
entrada y salida fueron de 120 £ 2 °C y 65 * 5 °C respectivamente. Se empled una boquilla

de 2.0 mm de diametro interno.

4.2.3 Caracterizacion fisicoquimica de los solidos

Determinacion de la actividad de agua

La medicién de la actividad de agua se realizé mediante el lector portatil de actividad de
agua HygroPalm AW1 Rotronic (Rotronic Instruments, Huntington, NY) a 20° C usando 1

g del microencapsulado. La medicion se realizé por triplicado.
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Analisis instrumental del color

La medida de color en las microcapsulas se realizé con un espectrofotometro MiniScan EZ
(HunterLab®). Los resultados se expresaron en términos de valores de L*,a* y b*, donde L
denota la luminosidad (va desde 0, negro, a 100, blanco), a* (que toma valores positivos
para los colores rojizos y los valores negativos para los verdosos) y b* (positivo para los
colores amarillentos y negativo para los azulados), también se definieron los pardmetros
de color h 4 (dngulo de tono) y C* 4, (croma), los cuales se calcularon de acuerdo a CIE
(2004), mediante las siguientes ecuaciones (1 y 2) (Meléndez-Martinez, Vicario,& Heredia,
2003).

C*an= [(a*)” + (0712 (1)
ha, = arctan (b*/a*) (2)

Caracterizacion morfoldgica de las microcapsulas

La morfologia se evalué mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Las muestras
de microencapsulado se fijaron sobre cinta de carbono y Las muestras fueron recubiertas
con oro mediante un metalizador Q150R ES (Quorum) a continuacioén, las muestras se
examinaron con un microscopio electrénico de barrido, QUANTA 200 (FEI, USA),
operando a 30.0 kV. La distribucién del tamafio de particula se determiné midiendo el
didmetro de 300 particulas localizadas en un area determinada, en las imagenes obtenidas
por SEM a una magnitud de 2000x. Se utiliz6 el programa de andlisis de imagen ImageJ
(1.49v) ajustando la escala mediante una seccion de longitud conocida marcada durante

la toma de imagenes.

Determinacion de fenoles totales

El contenido fendlico total de los microencapsulados se determiné por el método Folin—
Ciocalteu. Las muestras se prepararon segun la metodologia de Fujita et al. (2015). Se usé
acido galico como estandar, siguiendo la metodologia descrita por Singleton & Rossi
(1965), con algunas modificaciones, leyendo la absorbancia de las muestras a A=760 nm.
Cada determinacion se realizé por triplicado y la cantidad de fenoles totales se expreso

como mg de &cido galico/g de muestra.
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Determinacion de carotenoides totales

El contenido de carotenoides totales se determiné por espectrofotometria UV-Vis,
midiendo la absorbancia a A=450 nm (Scott, 2001). Los carotenoides se extrajeron
siguiendo la metodologia de da Costa et al. (2013), con algunas modificaciones. Se realiz6
una curva de calibracion usando 3-caroteno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) como estandar
y se prepararon las siguientes concentraciones 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ug/mL, la absorbancia
se ajusté en el intervalo entre 0.2 y 0.7. Los analisis se realizaron por triplicado y el

contenido de carotenoides totales se reportdé como ug de p-caroteno /g de muestra.

4.2.4 Determinacion de las propiedades biofuncionales de los
solidos.

Actividad antioxidante

Para realizar el ensayo de actividad antioxidante las muestras se prepararon segun la
metodologia de Fuijita et al. (2015). La actividad antioxidante de los microencapsulados se
evaluo utilizando el método ABTS descrito por Re et al. (1999). El radical ABTS* se generé
por reaccioén entre una solucion acuosa de ABTS+« (7mM) con persulfato de potasio (2,45
mM), ésta solucidn se diluydé en etanol absoluto hasta obtener una absorbancia entre 0,70
+ 0,2 a 734 nm. Como estandar de calibracion se utilizaron soluciones de Trolox 0,5, 1,0,
1,5,2,0y 2,5 mM. La actividad antioxidante se determiné por adicion de 1 mL de la solucion
de ABTS++ a 10 yL de la solucién del estandar o de la muestra a evaluar y posterior
medicién de la absorbancia a A=734 nm, después de 6 minutos de reaccion. Los andlisis
se realizaron por triplicado y la actividad antioxidante se expres6 como TEAC (Trolox-
Equivalent Antioxidant Capacity).

Determinacion actividad antihipertensiva

La actividad antihipertensiva in vitro se determind segun la metodologia de Hernandez-
Ledesma et al. (2003). A 110 pL de la solucion de sustrato, constituida por HHL (hipuril-
histidil-leucina) disuelto en un buffer de pH 8.3 con NaCl 0.3 M, se afiadieron 26 uL de ACE
(disuelta en glicerol al 50%) y 14 uL de agua destilada. Esta solucién se incubé a 37 °C.
La enzima se inactivo adicionando 110 pL de HCI 1 N. El acido hipuarico formado en el

proceso enzimético se extrajo con 1 mL de acetato de etilo. Se tomaron 750 pL de la fase
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organicay se llevaron a secado a 95 °C por 10 min. El residuo de disolvié en 1 mL de agua
destilada y se midi6 la absorbancia a 228 nm. Se preparé la reaccién del blanco en la
misma forma antes indicada, cambiando el orden de adicion de los reactivos (HCI se
adicion6 antes de la enzima).

El porcentaje de inhibicion de ACE se determind reemplazando los 14 uL de agua por las
muestras de los microencapsulados. Los blancos de las muestras se prepararon de la
misma forma que el blanco de reaccién, reemplazando el volumen de agua por la muestra
de microencapsulado. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

El porcentaje de inhibicidn de las muestras se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:
%IACE = 100(A - C)/(A - B) (3)

Donde A representa la absorbancia en presencia de ACE, B es la absorbancia del blanco
de la reaccién y C la absorbancia en presencia de ACE del inhibidor.
En las muestras donde hay sustancias que causan interferencia en el analisis y los blancos
mostraron absorbancia mayor al blanco de reaccién, el porcentaje de inhibicién se calcul6
segun la ecuacion 2.

%IACE = 100[(A - B) - (C - D)]/(A-B) 4)

Donde D es la absorbancia del blanco de la muestra (Herndndez-Ledesma et al., 2003).

4.2.5 Analisis sensorial de los microencapsulados.

Se escogieron cinco de las muestras de microencapsulado, teniendo en cuenta los
resultados de fenoles totales, carotenoides y actividad antihipertensiva. El analisis
sensorial de los encapsulados fue realizado por un panel constituido por 9 panelistas
entrenados (hombres y mujeres entre 25 y 55 afios) del laboratorio del departamento de
Nutricién y Dietética de la Universidad de Antioquia, quienes evaluaron cinco muestras de
encapsulados en cuanto a los atributos de olor y sabor. Los encapsulados fueron disueltos
al 3% en agua y los evaluadores ordenaron las muestras en cuanto a olor y sabor a lulo
natural, posteriormente se realiz6 la suma de calificaciones y las comparaciones
estadisticas. Para determinar las diferencias significativas entre las sumas de los rangos
de las muestras se utilizo la prueba de Friedman. Adicionalmente se realizaron pruebas
descriptivas de olor. Las normas de referencia fueron la Guia Técnica Colombiana 165, las

Normas Técnicas Colombianas 3501, 3929 y 3930 primera actualizacion.



30 Disefo de un producto biofuncional a partir de lulo (Solanum quitoense
Lam.) con aplicacion en alimentos

4.2.6 Analisis de compuestos volatiles de aroma mediante CG-
EM.
Los compuestos volétiles fueron extraidos mediante la técnica HS-MEFS (Headspace-
microextraccion en fase sélida), para lo cual, 1 g de cada sélido fue disuelto en 10 mL de
agua destilada y depositado en un frasco cerrado herméticamente, el cual se dejé durante
30 minutos a 40°C con agitacion constante hasta alcanzar el en equilibrio entre la fases.
Los volatiles liberados fueron absorbidos en una fibra de
divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS  75um, Supelco Inc.,
Bellefonte, PA, USA) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Terminado este tiempo,
la fibra fue desorbida durante 10 min en un cromatégrafo de gases Agilent 6890 (Agilent
Technologies Inc. Wilmington, DE, USA) acoplado a un espectréometro de masas Agilent

5973, operado en modo de impacto electrénico (70eV).

El programa de temperatura fue: se mantuvo a 50°C por un minuto, luego la temperatura
se increment6 a una velocidad de 5°C/ min hasta 180°C y después a una velocidad de
12°C/min hasta 300°C, por cinco minutos. Se emplearon dos columnas de diferente
polaridad, una columna no polar HP-5 (J&W Scientific, Alemania; 30 m x 0.25 mm d.i.,
0,32 ym) y una columna polar DB-FFAP (J&W Scientific, Alemania; 30 m x 0.25 mm d.i.,
0,32 ym), la temperatura de detectores e inyectores se mantuvo en 300°C para la columna
HP-5 y 250°C para la DB-FFAP y la inyeccion se realizd en modo splitless (sin division de

flujo durante la inyeccion de la muestra).

Para la identificacion de los diferentes compuestos de interés, se calcularon los indices de
retencion con base en los tiempos de retencién de una mezcla de parafinas de referencia
(C10-C25) bajo las mismas condiciones cromatogréaficas. Los indices de retencion se
calcularon segun el método de Kovats. La cantidad relativa de los compuestos se calculd
por medio del porcentaje de area del pico correspondiente a cada sustancia respecto a la
sumatoria de las areas de todos los picos del cromatograma (100%) obtenidos por CG-
EM.
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4.2.7 Formulacion de una bebida y Prueba sensorial a

consumidores.

El microencapsulado de lulo fue adicionado a leche descremada pasteurizada siguiendo
el procedimiento de Lee, Ganesan,& Kwak (2013), en tres concentraciones (3, 5y 7% p/v),
con base en pruebas preliminares, y mezclado con vortex (Vortex genie® 2, Scientific
Industries, New York, NY, USA) por 5 minutos. Se realiz6 una prueba de consumidores
para determinar la aceptacion de la bebida y se evaluaron sus propiedades biofuncionales
(actividad antioxidante y fenoles totales).

La evaluacion sensorial se aplicé a las muestras debidamente codificadas, mediante una
prueba afectiva, midiendo el nivel de agrado de la bebida a través de una escala hedénica
de 7 puntos (Anexo A). Las bebidas fueron evaluadas por 60 panelistas (no entrenados)

entre hombres y mujeres.

Para la determinacion de la actividad antioxidante y fenoles totales las muestras se
prepararon segun Lee et al.(2013). 1ml de cada muestra se diluyé con 10 mL de metanol
(70%), la suspensién fue centrifugada por 10 minutos. El sobrenadante fue usado para la
determinacion del contenido de fenoles totales segun la metodologia de Singleton & Rossi
(1965) anteriormente mencionada (numeral 4.2.3) y la actividad antioxidante siguiendo la

metodologia de Re et al. (1999), numeral 4.2.4.






5.Capitulo 5. Resultados y Discusion

5.1 Caracterizacion fisicoquimica de los sélidos

La actividad de agua mide la disponibilidad de agua libre para reacciones bioquimicas en
un sistema alimentario. Por tanto es un indice de importancia para los sélidos obtenidos
mediante spray drying, ya que puede afectar en gran medida su vida util (Quek, Chok,&
Swedlund, 2007). Un valor alto de Aw indica mas agua libre disponible para reacciones

bioquimicas y como resultado, un tiempo de vida util més corto.

Segun los resultados obtenidos (Tabla 4), los valores de Aw de los microencapsulados de
lulo estan entre 0,27 y 0,37, lo cual indica que se obtuvieron sélidos que pueden
considerarse microbiol6gicamente estables, ya que el deterioro causado por
microorganismos se inhibe a niveles de actividad de agua por debajo de 0,6 (Quek et al.,
2007). Marques et al. (2007) afirma que valores de actividad de agua entre 0,20 y 0,40
aseguran la estabilidad de los productos al pardeamiento, reacciones hidroliticas,

oxidacion lipidica y actividad enzimatica.
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Tabla 4. Caracterizacion fisicoquimica de los microencapsulados de lulo y sus

respectivas mezclas con vegetales.

Fenoles totales
Muestra Aw (Mg GAE/Q) Carotenoides totales
(ug B-caroteno/q)

L 0.35 £ 0.00¢ 1.38 + 0.044 2.09 £ 0.02b
LT (2:1) | 0.34 +0.00% 0.87 £ 0.062 3.19 £ 0.03¢
LT (5:1) 0.33 £ 0.00¢ 1.02 + 0.062° 2.15 £ 0.02b
LT(10:1) 0.32 £ 0.00¢ 1.06 + 0.02abc 1.76 £ 0.122
LB (2:1) 0.37 £ 0.00f 1.01 + 0.062° 3.25 + 0.09¢
LB (5:1) 0.27 £ 0.002 1.03 £ 0.093c 3.09 + 0.084
LB(10:1) 0.30 £+ 0.00° 1.16 + 0.09bcd 2.69 £ 0.09¢
LE (2:1) 0.34 £ 0.00¢ 1.07 £ 0.063¢ 5.68 + 0.01f
LE (5:1) 0.34 £ 0.01¢ 1.23 £ 0.08¢ 3.91 £ 0.04¢
LE(10:1) 0.27 £ 0.002 1.24 £+ 0.04¢cd 2.73+0.03¢

Datos expresados como el promedio + desviaciéon estandar n=3. Letras diferentes en la misma
columna indican una diferencia significativa estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %
(P = 0.05). L =lulo; LT = lulo-tomate; LB = lulo-brécoli; LE = lulo-espinaca. Entre paréntesis esté la
proporcion peso:peso.

El color es uno de los atributos de calidad mas importantes ya que refleja el atractivo
sensorial y la calidad de los sélidos obtenidos. El color es afectado por muchos parametros
durante el proceso de spray drying, tales como la temperatura de entrada y el uso de
aditivos (Abadio, Domingues, & Borges, 2004).

De acuerdo a las determinaciones de color, para las mezclas de lulo y tomate (Tabla 5),
los valores de las coordenadas de color a* y b* se localizaron en el primer cuadrante (+a*,

+b*), indicando colores rojizos y amarillentos (Figura 6).

El valor més alto del componente cromético a* fue de -2,81+0,01 que corresponde al sélido
obtenido a partir de lulo y espinaca en proporcion 2:1, con una intensidad en color mayor,
como se ve en la Figura 7. En cuanto a la mezcla de lulo y brocoli el valor més alto de a*

fue de -0,18+0,02, Siendo la intensidad del color menor que para la mezcla lulo-espinaca.
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Tabla 5. Pardmetros de color de los microencapsulados de lulo y sus respectivas
mezclas con vegetales

Muestra Parametros de color
L a b C*ap hab

L 49.06+0.017 | -0.01+£0.01f | 13.00+0.01¢ | 13.00+0.019 | 89.97+0.022
LT (2:1) 48.48+0.32¢ | 1.15+0.009 | 13.78+0.01® | 13.77+0.01® | 85.21+0.012
LT (5:1) 49.01+£0.197 | 1.13+0.019 14.56+0.01f | 14.56+0.01f | 85.55+0.04¢
LT(10:1) 47.83+0.139 | 1.37+0.01" | 15.41+0.03" | 15.41+0.01h | 84.89+0.019
LB (2:1) 49.76+0.089 | -0.11+0.00¢ | 11.91+0.012 | 11.91+0.012 | 84.47+0.00°
LB (5:1) 49.85+0.029 | 0.01+0.01f 12.01+0.019 | 12.01+0.01° | 88.74+0.03
LB(10:1) 48.83+0.08¢ | -0.18+0.02¢ | 12.53+0.02¢ | 12.53+0.02°¢ | 89.21+0.07i
LE (2:1) 43.59+0.05° | -2.81+0.002 | 18.04+0.01i | 17.82+0.01i | 81.14+0.002
LE (5:1) 44.82+0.32¢ | -1.56+0.00° | 15.98+0.08" | 15.90+0.08' | 84.42+0.01¢
LE(10:1) 47.18+0.01" | -1.20£0.00¢ | 14.77+0.009 | 14.72+0.009 | 85.37+0.02¢

Datos expresados como el promedio + desviacién estandar n=3. Letras diferentes en la misma
columna indican una diferencia significativa estadisticamente con un nivel de confianza del 95 %

(P £0.05). L = lulo; LT = lulo-tomate; LB = lulo-brdcoli; LE = lulo-espinaca.
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Figura 6. Localizacion de los parametros de color de los microencapsulados de lulo y
vegetales.

En la Tabla 5 se observa que el valor del croma esta entre 11.91 y 17.82. En cada una de

las mezclas, este valor aumenté con el incremento en la proporcién de la hortaliza,
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obteniéndose el valor mas alto para el s6lido que contenia espinaca en mayor proporcion,
lo cual puede observarse en la figura 7D en donde se observa mayor intensidad o
saturacion del color. Hue (angulo de tono) es una cualidad por la que un color se distingue
de otro, este parametro vari6 de 81.14 a 89,97. No hay correlacion especifica con la
cantidad de hortaliza.

Figura 7. Fotografia de los microencapsulados de lulo y vegetales. (A) L, (B) LT2:1, (C)
LT5:1, (D) LT10:1, (E), LB2:1 (F) LBT5:1, (G) LB10:1, (H) LE2:1, (I) LE5:1, (J) LE10:1
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En todos los sélidos la morfologia fue similar mostrando que la técnica de spray
drying resulté efectiva en la formacién de microcipsulas de forma esférica que no
presentaron aglomeracion, lo cual indica propiedades de flujo satisfactorias. Las
capsulas presentaron en su mayoria tamafios entre 1 y 10 um (Figura 8). En las
micrografias (Figura 8), se observan capsulas achatadas; esta morfologia se debe
a la formacion efectiva de microcapsulas (con posible material activo confinado en
ellas) de paredes muy delgadas, mecanicamente muy flexibles (Villacrez et al.,
2014). Asi mismo, esta morfologia se asocia a los mecanismos de secado,
atomizacion y solidificacién involucrados en el proceso de spray drying (Rosenberg,
Kopelman,& Talmon, 1985). Durante el proceso de spray drying, un enfriamiento
rapido genera esta rugosidad debido a la contraccion del material de pared
especialmente a altas velocidades de secado. Este fendbmeno también se ha

asociado con materiales de pared con alta proporcion de azucares (Xie et al., 2010).
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Figura 8. Micrografias de los microencapsulados de lulo, lulo-tomate (2:1), lulo-brécoli
(2:1), lulo-espinaca (2:1) por SEM y graficos de distribucion de particula (las demas
micrografias se encuentran en el anexo B).
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El contenido de fenoles totales se determind por el método de Folin Ciocalteu, en el cual
se mide la reduccion del agente por compuestos fendlicos y otros compuestos como
azucares reductores, con la formacién de un complejo azul con un maximo de absorcion a

A= 760 nm que es proporcional a la concentracion total de polifenoles.

El contenido de fenoles totales fue mayor en el microencapsulado que solo contenia lulo.
En las mezclas, el contenido aumenté al aumentar la proporcién de lulo. ElI mayor
contenido de polifenoles se observé en la mezcla que contenia lulo-espinaca, seguida por
las mezclas con brécoli y las de tomate. Este resultado concuerda con lo reportado por
Zapata, Piedrahita, & Benjamin (2014) quienes determinaron la capacidad atrapadora de
radicales oxigeno (ORAC) y fenoles totales de frutas y hortalizas de Colombia,
encontrando que la espinaca tenia un alto contenido de compuestos fenélicos comparada

con otras hortalizas.

La composicion de fenoles y la actividad antioxidante del lulo ha sido reportada en varios
estudios (Cer6n et al., 2011; Contreras-Calderdn et al., 2011); y se han identificado acidos

cafeoil quinicos y el 1-O-sinapoil B-D-glucésido (Forero et al., 2015), entre otros.

No se encuentran reportes de contenidos de compuestos fendlicos en microencapsulados
de lulo bajo las mismas condiciones de proceso. Sin embargo, en el estudio realizado por
Igual et al. (2014) en pulpa de lulo, la microencapsulaciéon demostré ser efectiva, ya que a
una temperatura de entrada de 125°C, usando como agentes encapsulantes maltodextrina

y goma arabiga, se observo un incremento en el contenido de fenoles totales.

También se cuantificaron los carotenoides presentes en cada una de las muestras, ya que
ellos también se consideran compuestos antioxidantes. El contenido de carotenoides
totales fue més alto en las mezclas que contenian mayor proporcion de vegetal. Las
muestras que tenian espinaca presentaron los valores mas altos de carotenoides, teniendo

en cuenta que este vegetal es una fuente importante de B-caroteno, luteina y zeaxantina.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta la presencia de clorofilas, las cuales presentan
bandas de absorcion en la misma region que los carotenoides y pueden ser causa de
interferencia (Quek et al., 2007).



40 Disefo de un producto biofuncional a partir de lulo (Solanum quitoense
Lam.) con aplicacion en alimentos

Tuyen et al. reportaron que el proceso de spray drying de la fruta a una temperatura de
entrada de 120 °C resultd efectivo para preservar carotenoides, considerando que el
proceso de spray drying es apropiado para compuestos sensibles al calor como los
carotenoides, ademas la adicién de maltodextrina previo al proceso de encapsulacion se
resulta efectiva al preservar el B-caroteno (Desobry, Netto & Labuza, 1997).

La temperatura usada en el proceso (120°C) permitié preservar estos compuestos, ya que
los carotenoides son sensibles al calor debido a su estructura quimica altamente
insaturada. La temperatura de entrada afecta el contenido de carotenoides, por tanto, el
incremento de ésta variable ha mostrado pérdidas en licopeno y B-caroteno, en tomate,
debido a degradacién térmica y oxidacion afectando ademas el color de los sélidos
producidos por spray drying (Desobry, Netto, & Labuza, 1997; Abadio et al.,2004).

5.2 Propiedades biofuncionales de los sélidos

En la medicion de la actividad antioxidante por el método del ABTS se comparé la habilidad
de los antioxidantes presentes en los microencapsulados para atrapar el cation radical
ABTS™. La actividad antioxidante fue mayor en el microencapsulado de lulo (Tabla 6), lo
cual se puede se puede relacionar con el contenido de fenoles que también fue mayor en
este sOlido, con respecto a las mezclas. Segun Forero et al. (2016) la actividad
antirradicalaria in vitro del lulo se preserva después de someter la fruta a secado por spray
drying, siendo los compuestos fendlicos los responsables de actividad. En trabajos previos
(Contreras-Calder6n et al.,, 2011; Vasco et al., 2008) se han encontrado correlaciones
positivas entre ABTS y fenoles totales en lulo, es decir que parte de la actividad

antioxidante del lulo se debe a este tipo de compuestos.

La actividad antioxidante de las mezclas fruta+vegetal fue bastante menor con respecto al
encapsulado de lulo, asi como lo fue el contenido de polifenoles. En varias investigaciones
se ha encontrado disminucién de actividad antioxidante y fenoles totales después de
someter muestras a secado por spray drying. En el secado de jugo de bayberry se observo
una pérdida de antocianinas y fenoles totales, cuando la temperatura de entrada era de
80°C (Fang & Bhandari, 2011).
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La actividad inhibitoria de ACE se determind mediante ensayo espectrofotométrico, basado
en el método de Cushman & Cheung (1971) basado en la hidrolisis del Hipuril-histidil-
leucina mediante ACE, obteniendo como productos histidil-leucina y acido hiparico, este
ultimo, fue cuantificado midiendo la absorbancia a A=228 que es la longitud de onda
maéaxima de absorcién del acido hipurico. La disminucion en el valor de absorbancia es

proporcional a la inhibicion ejercida por cada una de las muestras.

La inhibicion de la ACE se midi6 en los microencapsulados de lulo y en las mezclas con
menor proporcion de vegetal, debido a que se vio deterioro de la parte sensorial (aroma y
sabor) al aumentar la proporcion del vegetal. En la Tabla 6 se observa que el porcentaje
de inhibicibn de ACE fue més alto en la mezcla lulo- Brocoli en proporcién 10:1, pero
estadisticamente comparable con el valor obtenido para el microencapsulado de lulo.

En cuanto a la inhibicién de ACE del microencapsulado de lulo se obtuvo un porcentaje de
inhibicibn de 57,96. Recientemente, Forero, et al. (2016) reportaron que los sdlidos
obtenidos por spray drying presentan alta actividad inhibitoria para ACE (en términos de
ICs0). Sin embargo, es dificil comparar el porcentaje de inhibicién de ACE obtenido, ya que

esto solo seria posible si las condiciones del método fueran idénticas.

Se han realizado estudios in vivo en cuanto a la reduccion en la presién sanguinea
asociada al consumo de extractos de tomate y licopeno. El extracto hidrofilico de tomate
es rico en compuestos fendlicos, especialmente quercetina y derivados del acido cafeico,
se presume que estos compuestos fendlicos podrian ejercer actividad inhibitoria de ACE
(Actis-Goretta et al. 2006). Sin embargo en el microencapsulado que tenia lulo y tomate se
encontré disminucion en la inhibiciéon de la actividad de ACE, probablemente debido a
efectos antagonicos de otros compuestos presentes en el microencapsulado. Estos
resultados son concordantes con el estudio realizado por Belovic et al. (2016) en extractos
hidrofilicos y lipofilicos de jugo de tomate, quienes observaron que bajas concentraciones

de estos extractos no mostraron actividad inhibitoria de ACE.
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Tabla 6. Actividad antioxidante y antihipertensiva de los microencapsulados

Actividad
Muestra | Actividad antioxidante | antihipertensiva
(mmolTrolox/100 g) % inhibicion ACE
L 1,3+0,0042 57.96 £ 0.182
LT (2:1) 0,6+0,002¢ -
LT (5:1) 0,7+0,003° -
LT(20:1) 0,7+0,002° 26.49 + 026°
LB (2:1) 0,4+0,002f -
LB (5:1) 0,5+0,001°¢ -
LB(10:1) 0,710,009 59.18 £ 0.232
LE (2:1) 0,6+0,002¢ -
LE (5:1) 0,6+0,003¢ -
LE(10:1) 0,6+0,008¢ 9.39 + 0.01°

Datos expresados como el promedio + desviacidon estandar n=3. Letras diferentes en la misma
columna indican una diferencia significativa estadisticamente con un nivel de confianza del 95 % (P
< 0.05). L = lulo; LT = lulo-tomate; LB = lulo-brécoli; LE = lulo-espinaca. Entre paréntesis esta la
proporcién peso:peso. - = no determinado.

5.3 Analisis sensorial descriptivo y evaluacion de los
compuestos activos en el aroma.

Para el andlisis sensorial solo se escogieron cinco muestras, la de lulo porque present6
mayor contenido de fenoles totales y actividad inhibitoria de ACE, las que tenia brocoli
porque el valor de actividad antihipertensiva fue comparable con el del lulo, y la de
espinaca (10:1) por su contenido de fenoles totales y carotenoides. No se escogieron las
gue tenian tomate porque presentaron los valores mas bajos de fenoles totales y se

disminuyé el valor de actividad inhibitoria de la ACE.

Las cinco muestras de encapsulados disueltos en agua, fueron evaluados por 9 panelistas
entrenados, quienes las ordenaron de acuerdo a un criterio especifico “sabor y olor a lulo

natural”. En la Tabla 7 se muestran estos resultados. Para los dos atributos, olor y sabor,
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el microencapsulado de lulo tuvo el mayor puntaje seguido por las muestras LE 10:1y LB
10:1 las cuales contenian la menor proporcion de espinaca y de brécoli.

Tabla 7. Suma de rangos y ordenacioén olor y sabor a lulo natural.

Asignacion Muestra Sumatoria
Olor Sabor
A LE 10:1 34 34
B LB 5:1 15 21
C L 37 41
D LB 2:1 19 13
E LB 10:1 30 26

Al realizar las comparaciones estadisticas, mediante la prueba de Friedman se concluy6
gue si existen diferencias significativas entre las diferentes muestras en cuanto al criterio
especifico evaluado. Para determinar cuéles productos fueron significativamente diferentes
se calculé la diferencia minina significativa (DMS= 13.4), Si el valor absoluto de la
diferencia observada entre las sumas de rangos de dos productos es igual o mayor a la
DMS, entonces se concluye que a los dos productos se les ha dado rangos
significativamente diferentes (Anexo C).

En la Tabla 8 se observan los resultados de las muestras que presentaron diferencias
significativas en cuanto al atributo de olor, encontrandose que no hay diferencias
significativas entre el encapsulado de lulo y las muestras que mezclan brécoli y espinaca
en la menor proporcion. Pero cuando se incrementa la cantidad de brécoli si hay
diferencias significativas. En el analisis descriptivo, los panelistas detectaron “off flavors”

en las muestras que tenian brocoli y lo asocian a “olor a pescado” o a “omega”.

Con respecto al sabor se encontraron diferencias significativas entre el encapsulado de
lulo y todas las mezclas con brécoli, mientras que entre la muestra de lulo y espinaca

LE10:1 no hubo diferencia significativa (Tabla 8).
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Tabla 8. Diferencia entre la suma de rangos en olor y sabor a lulo.

Asighacion Diferencia
Olor Sabor
A-B 19 13
A-C 3 7
A-D 15 21
A-E 4 8
B-C 22 20
B-D 4 8
B-E 15 5
C-D 18 28
C-E 7 15
D-E 11 13

A=LE 10:1, B=LB5:1,C=L, D=LB 2:1, E=LB 10:1

Los encapsulados con mezcla de lulo y brécoli presentaron calificacion mas baja en las
pruebas de ordenaciéon en sabor y olor, ademas, exhibieron mayor intensidad en la
astringencia, y los evaluadores comentaron que presentaban una nota descrita como

omega, en olor para LB5:1 y en sabor para LB10:1.

Figura 9. Perfil de sabor comparativo para los microencapsulados de lulo
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Mediante CG-EM se identificaron

olfativamente presentes en los microencapsulados de lulo y sus respectivas mezclas con

los principales compuestos volatiles activos

vegetales, por comparacion con los indices publicados anteriormente (Forero et al., 2015)
(Tabla 9). En todas las muestras se identificaron los esteres: butanoato de metilo,
butanoato de etilo, hexanoato de metilo, hexanoato de etilo, benzoato de metilo y benzoato
de etilo, los cuales aportan notas frutales y dulces que son agradables y caracteristicas de
la fruta (Forero et al., 2015).

Estos compuestos fueron también identificados por Forero et al. (2015) cuando
comparaban el aroma de lulo fresco y sometido a cuatro procesos de secado entre estos
el spray drying. Los perfiles cromatograficos de los sélidos obtenidos fueron similares
cualitativa y cuantitativamente con el de la pulpa de la fruta antes del secado (Figura 10).

Los “off flavors” producidos por el brécoli se han asociado principalmente a compuestos
azufrados (Hansen et al., 1997; Krumbein, Schonhof, & Briickner, 2006). Sin embargo en
los perfiles cromatograficos del analisis de compuestos volatiles de los microencapsulados
no se reveld la presencia de ninguno de estos compuestos.

Teniendo en cuenta los resultados de la actividad inhibitoria de ACE, actividad antioxidante
y del andlisis sensorial, la muestra L correspondiente al sélido de lulo fue escogida para su

aplicacion en una bebida.

Tabla 9. Identificaciébn de compuestos volatiles de olor activo en microencapsulados de
lulo y vegetales.

N a Volét_til activo IK IK Cantidad (% area)
olfativamente HP-5| FFAP
L |LB2:1|LB5:1|LB10:1 | LE10:1
1 |Butanoato de metilo | 810 | 1010 | ++++ | ++++ | ++++ + +
2 | Butanoato de etilo 845 | 1066 | ++++ | ++++ ++ ¥ ¥
3 | Trans- 2-hexenal 877 | 1243 | ++ ++ ++ ++ n
4 | Hexanoato de metilo | 932 | 1212 | +++ [ +H+++ [ ++++ ++ F++
5 |Hexanoato de etilo 1001 | 1253 + ++++ +++ ++++ +
6 |Benzoato de metilo 1098 | 1660 | ++++ | ++++ | ++++ [ ++++ +4++
7 | Benzoato de etilo 1173 | 1701 | ++ ++ ++ n ++

2 Ordenados de acuerdo a su eluciéon en columna HP-5.
b Cantidad relativa: 0-10 % (+); 10 -30 % (++), 30-50 % (+++)> 20 % (+++) area relativa
andlisis por CG-EM.

L = lulo; LB = lulo-brécoli; LE = lulo-espinaca.
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Figura 10. Perfiles cromatogréaficos de los compuestos volatiles obtenidos por HS-MEFS/
CG-FID en columna FFAP, a partir de los sélidos microencapsulados de lulo (1g/10mL).
Lulo, lulo-brocoli 2:1, lulo-brécoli 5:1, lulo-brécoli 10:1, lulo-espinaca 10:1

Los numeros coinciden con los datos de la Tabla 9.
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5.4 Desarrollo y caracterizacidon de la bebida funcional

El microencapsulado de lulo fue aplicado en una bebida lactea, teniendo en cuenta que
las tendencias mundiales de la alimentacién en los Ultimos afios indican un interés de los
consumidores hacia los alimentos funcionales; en este sentido bebidas que mezclan leche
y frutas son considerados alimentos funcionales y nutricionales, ya que las frutas son
fuente de vitaminas, minerales, carbohidratos, entre otros, y las bebidas lacteas aportan
aminoacidos esenciales, ademas son menos acidas que los jugos de fruta (Hassan et
al.,2016) Por tanto, incorporar nuevos ingredientes en bebidas lacteas podria mejorar sus

caracteristicas nutricionales y organolépticas.

El nivel de agrado y aceptacion de la bebida se determiné mediante una prueba afectiva
hedodnica, para esto se utilizé una escala de siete puntos no estructurada. La Figura 11
muestra el promedio de los resultados del analisis sensorial hedénico de la bebida con las
tres concentraciones de microencapsulado (3, 5y 7%) Como se observa en la Figura 11,
la muestra con el 7% de microencapsulado tuvo en general la mayor aceptacién y mayor
puntaje en preferencia “me gusta mucho” (63%). La muestra con el 3% de
microencapsulado presentd puntajes mas altos para la calificacion “me disgusta

ligeramente” (25%), esta fue la muestra con menor aceptacion.
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Figura 11. Resultados del panel de aceptacion de la bebida lactea con microencapsulado
de lulo.
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En cuanto a la actividad antioxidante y contenido de fenoles totales de la bebida con
diferentes inclusiones de microencapsulado (Tabla 10). Se observé que tanto la actividad
antioxidante como el contenido de fenoles totales aumento proporcionalmente con el

incremento de la concentracion (3, 5,7%).

Tabla 10. Actividad antioxidante y contenido de fenoles totales de la bebida lactea con
adicion de microencapsulado de lulo.

Microencapsulado | Fenoles totales | Actividad antioxidante
(%) (mg GAE/L) (mmolTrolox/L)
3 4,680,442 0,79+0,0032
5 6,18+0,612 0,84+0,013%
7 8,27+0,92° 0,91+0,059°

Datos expresados como el promedio + desviacion estandar n=3. Letras diferentes en la misma
columna indican una diferencia significativa estadisticamente con un nivel de confianza del 95 % (P
< 0.05).

La microencapsulacion de lulo resulta como una alternativa para el aprovechamiento de
este fruto perecedero y para obtencién de productos con valor agregado. Se comprobé
gue el lulo después de encapsular mantiene sus propiedades sensoriales y biofuncionales,
convirtiéndose en una materia prima promisoria para tal fin. Al ser aplicado en matrices
alimentarias presenta ventajas, ya que se preservan los compuestos bioactivos y se

aumenta el tiempo de vida util del producto.






6.Conclusiones

La actividad de agua de los solidos obtenidos estuvo entre 0,27-0,37, por tanto se pueden
considerar estables al deterioro por microorganismos y a degradacién. Pueden ser usados

para aplicaciones en matrices alimentarias.

No se encontré diferencia en la morfologia presentada por las microcipsulas en cada uno
de los tratamientos. Las microcapsulas obtenidas fueron esféricas y achatadas con tamafio
en su mayoria entre 1- 10 uym, lo cual es caracteristico de las particulas obtenidas por

spray drying.

El contenido de carotenoides se incremento con la inclusion de vegetales, por el contrario
el contenido de fenoles disminuyé al aumentar la proporcion de vegetal consecuentemente

también disminuyd la actividad antioxidante.

La actividad antihipertensiva de los microencapsulados aumenté ligeramente con la
inclusion de brocoli con respecto a la muestra de lulo, sin embargo la presencia de “off
flavors” disminuye la calidad del sdélido, esto se vio reflejado en el andlisis sensorial y

analisis de compuestos activos olfativamente.

La mayor inclusién de microencapsulado presentd el mayor porcentaje de aceptacién por
parte de los consumidores, asi mismo a esta concentraciébn se logra incrementar la

actividad antioxidante y fenoles totales del producto.

En el desarrollo de productos alimenticios, es fundamental que se mantenga una calidad

sensorial aceptable y agradable, pues esto asegura la fidelidad del consumidor.









Produccion académica

Articulo publicado en la Revista Agronomia Colombiana y presentacion modalidad oral:
Desarrollo de microencapsulados biofuncionales a partir de lulo (Solanum quitoense Lam.)
y vegetales mediante spray drying. lll Congreso Internacional de Investigacion e
Innovacion en Ciencia y Tecnologia de Alimentos IICTA2016 y el Il Seminario de
Empaques Biodegradables. Noviembre 2-4 de 2016



52

Disefio de un producto biofuncional a partir de lulo (Solanum quitoense

Lam.) con aplicacion en alimentos
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de Aw de lns stlidns etwvieron en o rrgo de 0,27 ¥ 0,37 Por
SEM sz evidencid b formadion de microcipsslas con aparioncia
esférica y emiforme y con amafo departicula memora, 10 mm
El mngenido de camolenoides fotales fue mapor en los micooen-
capssizdns de lulo qer combendan cspinacz, y b peesencia de
Eotiodlt incremenid ligemamente hadividad antthiperiensva.

Palafirss slawe: frulas tropicales, carobenaides, actividad
antibipertensiva, compuesios [enalioos.

ABSTRACT

In the srarch for alicmatives o increzse (ke shelf-lifc and
preszrve (ke hiofunctiomal properties of belo frult Gotiby-
periemaive activityl, microencapsebis from bedo froi peip
and maltodexirin 2= encapsulating agent were obtaimad by
spray drying. These encapsulales were enriched with eniracts
from tEree vegeiables that exbibited antibyperiersive activity

and high carotenoid-contenl. The solids were physicociemi-
2l characterized and 1&e fotal phenolic conlent, @rotznoid

coniznd and ACE Dinpsimsin Emuﬂrnfﬁl::ru'l-_'lln';t-llnqr
activity were determined. The Aw wlueswere ranged betweon
.27 and .27, The formation of spherical and emiform micro-
zpsules with partide siae less an 10 mm was confirmead by
5EM. The camoienoid content washigher Inmicroenzpsulales
oonlzining spinach, and the presemoe of boooooli lightly -
crezsad Lheanbiyperionsive aciiviy.

Key worids: Lropical freils, carotenolds, andiEyperimste
activiy, phenalic ompounds.

Introduccion

Em Colombia o lulo (Selmeum guaitfoemss Lam.) teme una
alta Importanch soontmica, con 8.372 ha cultivadas en
el afio 2013, y 3259 ka de ellas en etapa productiva (Base
de Dlatos de Clifras 4 gropeouarias en Colomibda, 200£). Sln
embargn, una Hmitants de este crecim lenio ha sido su alta
peractbilidad, de mado que se exporta en presestaciones
de jugn, concentradn y congeladn, priscipalmeste. El
comsumao de frutas troplales @eko en & mercado saca-
nal & internacional estd an awmenlo, debddo al ocreclente
recomockmbento de su valor en b salisd humana (Contresas
ef @l 2011} Redentemente, em nuestro grupo de investl-
gackm se encontrd gue # lulo deshidratado presentaba
alins contentdos de fibm distaria, aciividad antioridante
yactividad antihiperiensiva frente al ensayo de inhibidda
dela enzrima ACE-] {Angoémse Converting Ezmyme) (Fo-
rero & al, 2005 Porero &f &l, 2005a; Forero &t al., 200sh].

it

Fz d mercdo ntemaciosal de alimenbos se encuentran
producios que contlenen frutas y hortalizs, y que Henen
gram aceplacikin, ya que su consumn 2 ha asoclado conla
reduccita de riesgo de enfermedades cromicas. En o pre-
gente trabajo se estudio la Influenda de la incarporacin
de extracios de vegetales (brdcnll, lomate ¥ espinaca) #zla
acitvidad anithipertensiva in witre de microencapsuladios
de lulo ¥ maltodextriza, con miras 2l desarrallo de pra-
ducins alimenticios coa valor agragada. Estox vegetales
s selercionaron con base en o reportado em la Meratura
respacto a su actividad antthipertenshra (Bose v Agrawal,
2007, Yang ef ai., 200d; Lee of al, 2008).

Materiales y metodos

& prepararon 10 muesiras de micoencapsulidos de ludo
iSolanm guioense Lam ), uno como referencla y nueve
a pariir de un disefin facorizl (3x3), con Lres vegelales,

(i
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tomate {Lycopersicum esculenfum], bronll | Brrsion olers-
ceal) ¥ espinaca baby (Spinacts oleracea L) em tres propor-
«chones dtferentes, 21, 5:1, M1, p'p lubovegetal. El proceso
de microencapsulacion s= realizd en un spray-drier Lah-
plant 5106 (Huddersfidd, UK), uthzandn como agente
encapsulante maltodexiriea, en una propordos frotaf
vegetalmaliodextrina (21} sigutendo lax condickones re-
portadas por Forero o af. (20151 Los solidos obtenidns sz
caracterizaron fisiooquimicamente, midiesdn su Aw con
un lactor poctatl] de actvidad de agua HygroPalm AW
(Rotrontc Instruments, Huntingion, MY} a 20 *C y los
parimetros de oolor (1°.5° ¥ ¥ en un espectmofoldmeton
Mmtican EX (Husterlab'). La morfologia de los salidos
recublerios con oo, se realizg por SEM en un equipo FEI
QUANTA 200 (30 VL

La distrbucltn de tamafio de particola se delerming
midiendo & diametre de 300 pariiodas localtzadas s un
ircadeterminada. A todaslas muestras sz les determind el
moairnido defenales tnkales pord méodo Polin-Clocltens
expresamdo bos resultades como mg de equivalestes de
acido gilico (GAE) por gramo de stlido. El costenido de
carobenoldas totales se determind por espectrofobometria
U'¥owis en un espectrafoltmetm [enway 7305 U'ivisible
155 {lemway, Saffordshine, UK}, a4 = 450 nm y expresando
lns resultadng pg de f-carotema’y demusstra. La medida da
l2 acitvidad inbibiinria de b enzima SCE-1 in vitro, se reall-
ot siguiendo el procedimisnto publicado por Hernandez e
al. {2003 Se uttlizd como sustrato hipurl-histdil-lesdea
[HHL). La acitvidad fue expresada como porcentaje de in-
hibiciin 4= la enztma. Todos bos resultadios son o promedio
de tres determimaciones. S realizd un analiss de varlanz
& noer, a un oivel dd 55% de comflanza (P<o05)

Rezultados y dizcusion

Los valores de Aw en todas lax muestras estuvieron entre
0,27 v 0,37 (Tak 1) ko cual tndiica que se ohtuvizron salidos
microbdoldgicamente astables ya que & deteriorn cusado
por microorganismns se inhibe 2 niveles de actividad die
g por dehajo de 0,6 Se determinaron kos pardmetros de
olorimetria irestimulo de todos bos salidos, ya que eshe 2
uma de los atribatos de calidad sensortal mas mportantes
para la atracchin del consemider. En s mezdas de Julo y
tomale, los valores de las coordemadas de color 2y 0¥ s
lnclizaros em o primer cuadrante (+2°, +h*), concordantes
com oolares rofizos ¥ amarillemos (Pig. 1k para las meeclas
de lulo con brocoll y esptnaca, los datos se encuentram en &
primer y segundo cuadrante (-a®, +5*) de acuerdo oon o in-
remenin deIns tonos verdes por b presenda delbes vegetales.
En cuantoa b luminnsidad (17, este parametno disminwyd
oa la presencla de mayor proporckin de Ins vegetales, a
excepoitn del brdool, donde s valores de lominosidad son
s altos que en b moestra de bolo de referemcia.

En todos Ins solides g2 evidencit [a oemackin de micmoap-
sulax de formia esférica y sin aglomerackin lo cwal indica peo-
pledades de flsjo satisfaciorias. En bs micrngrafias nbientdas
por SEM idains no mosiradns], s= cheervan algunas cipsudas
achatadax da paredas muy delgadax, v mecinicamente migy
Flexibias. A5l mlsmo, esta morfologia se asocla a los mecanis-
mos de semado por aspersion oon alre calienie Las capsuls
presentaron uma estructura bastante bomogenea y en su
mayoria tamafios entre 1y 10 pm (Fig 21

El contenldo de femoles totales fue mayor en & microen-
capsulado que sodo contenia de lulo. En las meaclas, &
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cooienido aumentd al aumentar la propordin de lelo.
Sin temer en coenta & microen@psolado de referencla
{solo lulo), & mayor contemddo de polifzncles se ohserva
en la mexcla que contenla lulo-espinaca, segulda por las
mexclas con bracoll ylasde tomate. Exte resulado estd de
acuerdo con o reportado por Zapata o ail (2004), quie-
nes determinaron la capacidad atrapadora de radicales

omigeno (AL ¥ fenoles tolales de frutas y hortalizas
de Colombila, encontrando que [a esplmac tenla un alto
copienido de compuestos Sepdlioos. La composicien de
females y la acttvidad astioxidante del lulo ha sido repor-
tada en varios astudios, e han ldentificadn acldes cafectl
quinioss ¥ o 1-O.gnapoll .0D-glucosido (Forero e al.,
iléa), entre obros.
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PIGURA 2. Mcografites de los mcaoncapsetados oo o obionscas por SEM y grdbcas de disibucdn de parscuta. LU lelo, LT o-tomoe, LS:
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El comlentdo de caralencides intales fisz mis alio e las
mezclas que contentam mayor proparcion de los vegeiales,
resuliadoimportante porgque la presenclade arotenoldes
incrementa b actividad antioxidanie Las muesiras que
coeienian espinaca presenlarcn los valones mas altos de
carotemaldes, tenbendio o cuenta gue este vegetal & una
fwenie iImportante de carobenobdes como f-crotenn, lu-
ieina y zeaxanting, 28 como de clorofilas que absorben e
lamisma kongitud de ceda. En cuanto 2 la actividad inka-
biltoria de la enzima ACE-1, se evidencld que la presendla
de tomate y espinzca disminuia significaibvamenie esta
actividad, 2 tasto que & brocall la auments ligeramente,
compardndola oo la muestra de lulo de referencla. Sl
embargn, | reto es controlar las sustandas del aroma
del brtcnll (compuestos arufradnsh que deteriorn esta
caracieristica sensocial

Goncliziones

La Inclusiin de vegelales durante la obtemcidn de mi-
croemcapsulados a partir de lulo, contribayd al Imcre-
mento de carotenoldes en todos bos casos v a la actividad
antihipertessiva solo en & caso de bracoll. Sedehe saguir
trabajanda coa & ohjeto de mejomr d arema de los pro-
ductos oblentdos,
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A. Anexo:

Formato de prueba de

aceptacion

Frente a usted se presentan tres muestras de una bebida de Lulo. Por favor marque con
sobre la escala, segun su aceptacion.

Fecha

INSTRUCCIONES

una (x)

Codigo de la muestra
Me gusta mucho
Me gusta ligeramente

Me disgusta ligeramente
Me disgusta mucho

Me gusta extremadamente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta extremadamente

Cadigo de la muestra

Me gusta extremadamente
Me gusta mucho

Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta ligeramente

Me disgusta mucho

Me disgusta extremadamente

Cadigo de la muestra

Me gusta extremadamente

Me gusta mucho
Me gusta ligeramente

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta ligeramente
Me disgusta mucho

Me disgusta extremadamente

¢,Cual producto le gusté mas?

Comentarios

Gracias por su colaboracion













B. Anexo: Micrografias de
microencapsulados de lulo
vegetales por SEM vy graficos
distribucidon de particula.
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C. Anexo: Resultados de analisis
sensorial

REPORTE DE RESULTADOS PRUEBAS DISCRIMINATIVAS

Tabla 1. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS PRUEBAS DISCRIMINATIVAS
HIPOTESIS PRUEBA ORDENACION

HIPOTESIS NULA: No existe diferencia HIPOTESIS ALTERNATIVA:
significativa p<0.05 entre las sumas de rangos | Existe diferencia significativa

de las muestras en atributo olor a lulo natural | p<0.05 entre las sumas de rangos
de las muestras en olor a

Tabla 2. SUMA DE RANGOS ORDENACION OLOR A LULO NATURAL PRUEBA
ORDENAMIENTO OLOR A LULO

CODIGO 466 649 241 723 511
LE10:1 | LB 5:1 L LB 2:1 LB 10:1

Sumatoria R1=34 | R2=15 R3=37 R4=19 R5=30

Convencion | A B C D E

* Numero interno del juez en el Laboratorio.

Calculo valor Friedman
Ftest=12/jp (ptl) [R12+ R22 +R32 +R42+Rs2] — 3 (p + 1)
Donde:

J (Numero de jueces) =9

P (Numero de muestras) =5
R172=1156

R272=225

R372=1369

R472=361

R572=900

a (nivel de significancia) =0.05
F tabla 4 =9,22

F test =16,27
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Si Ftest>F, de la Tabla 4. Valores criticos (F) para prueba lapruebade Friedman NTC
3930 primera actualizacién; Ho es rechazado, por tanto Si existen diferencias consistentes
entre los érdenes de los rangos de los productos.

En la prueba Friedman se concluy6 que existen diferencias consistentes entre los érdenes
de rangos de acuerdo con un criterio especifico, para determinar qué productos son
significativamente diferentes se calcula la diferencia minima significativa (DMS)

DMS =z ./j.p(p+1)/6

Donde:

a: (nivel de significancia) =0.05

z=1,96

j =9 jueces

p = Numero de muestras (5)

DMS =13.14

Si el valor absoluto de la diferencia observada entre las sumas de rangos de dos productos
es igual o mayor a la DMS, se concluye gque a los dos productos se les ha dado rangos
significativamente diferentes.

Con un riesgo del 0,05 las diferencias entre A—- B, A-D,B-C,B-E,yC-E, son
significativas p<0.05 en olor a lulo y las diferencias entre las sumas de sus rangos estan
descritas en la Tabla 3.

Tabla 3. DIFERENCIAS ENTRE LAS SUMAS DE RANGOS OLOR LULO

DIFERENCIA ENTRE LAS SUMAS DE RANGOS | DIFERENCIA
A-B 34-15 19 19 Sl
A-C 34-37 -3 3 NO
A-D 34-19 15 15 Sl
A-E 34-30 4 4 NO
B-C 15-37 -22 22 Sl
B-D 15-19 -4 4 NO
B-E 15-30 -15 15 Sl
C-D 37-19 18 18 Sl
C-E 37-30 7 7 NO
D-E 19-30 -11 11 NO
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Tabla 4. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS PRUEBAS DISCRIMINATIVAS

HIPOTESIS NULA: No existe diferencia HIPOTESIS ALTERNATIVA:

significativa p<0.05 entre las sumas de rangos | Existe diferencia significativa

de las muestras en atributo sabor a lulo p<0.05 entre las sumas de

natural rangos de las muestras en
sabor a lulo natural

Tabla 5. SUMA DE RANGOS ORDENACION SABOR A LULO NATURAL

PRUEBA ORDENAMIENTO SABOR A LULO
CODIGO 466 649 241 723 511
LE10:1 [ LB 5:1 L LB 2:1 LB 10:1
Sumatoria R1=34 | R2=21 R3=41 R4=13 R5=26
Convenciéon | A B C D E

* NUmero interno del juez en el Laboratorio.

Célculo valor Friedman

Ftest=12/)p (ptl) [R12 + R22 +R32 +R42+Rs2] — 3 (p + 1)

Donde:

J (Numero de jueces) =9

P (Numero de muestras) =5

R172=1156

R2/2=441

R372=1681

R472=169

R5"2=676

a (nivel de significancia) =0.05

F tabla 4=9,22

F test =21,24

Si F test > F, de la Tabla 4. Valores criticos (F) para prueba la prueba de Friedman
NTC 3930 primera actualizacion; Ho es rechazado, por tanto Sl existen diferencias
consistentes entre los 6rdenes de los rangos de los productos.

En la prueba Friedman se concluyé que existen diferencias consistentes entre los
ordenes de rangos de acuerdo con un criterio especifico, para determinar qué
productos son significativamente diferentes se calcula la diferencia minima significativa
(DMS)

DMS =z ./j.p(p+1)/6
Donde:
a: (nivel de significancia) =0.05
z=1,96

j =9 jueces

p = Numero de muestras (5)

DMS = 13.14

Si el valor absoluto de la diferencia observada entre las sumas de rangos de dos
productos es igual o mayor a la DMS, entonces se concluye que a los dos productos
se les ha dado rangos significativamente diferentes.



76 Disefo de un producto biofuncional a partir de lulo (Solanum quitoense
Lam.) con aplicacion en alimentos

Con un riesgo del 0,05 las diferencias entre A—- D, B-C, C-D,y C - E, son

significativas p<0.05 en sabor a lulo y las diferencias entre las sumas de sus rangos

estan descritas en la tabla 6.

Tabla 6. DIFERENCIAS ENTRE LAS SUMAS DE RANGOS SABOR LULO

DIFERENCIA ENTRE LAS SUMAS DE RANGOS | DIFERENCIA
A-B 34-21 13 13 NO
A-C 34-41 -7 7 NO
A-D 34-13 21 21 Sl
A-E 34-26 8 8 NO
B-C 21-41 -20 20 Sl
B-D 21-13 8 8 NO
B-E 21-26 -5 5 NO
C-D 41-13 28 28 Sl
C-E 41-26 15 15 Sl
D-E 13-26 -13 13 NO




