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Resumen

Actualmente existe un gran interés por el aprovechamiento de residuos
agroindustriales para la obtencion de compuestos bioactivos tales como los compuestos
fendlicos y su incorporacion en alimentos y bebidas, sin embargo, estos se ven afectados
durante el procesamiento para la obtencion del producto final; es por esta razén que se ha
hecho recurrente el uso de métodos de proteccion como es la microencapsulacion de
compuestos fendlicos para garantizar su conservacion al ser agregados en una matriz
alimentaria. En esta investigacion se evalud el efecto de la temperatura de pasteurizacion
sobre la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales de un néctar de lulo con
adicién de extracto microencapsulado obtenido de la vaina de arveja. El extracto se obtuvo
mediante la técnica de extraccidn asistida por ultrasonido y presento una actividad
antioxidante de 0,023 £ 0,001 mM ET/g.b.s. y un contenido de fenoles totales de 6,050 +
0,227 mg EAG/g.b.s.; posteriormente el extracto fue microencapsulado por la metodologia de
coacervacion compleja obteniendo una eficiencia de encapsulacion del 81,2%, fenoles totales
de 5,282 + 0,233 mg EAG/g.b.s. y actividad antioxidante de 0,022 + 0,001 mM ET/g.b.s. El
extracto encapsulado se incorporé a un néctar de lulo el cual se pasteurizé a 85°C por 30 s
(pasteurizacion suave) y 65°C por 204 s (Pasteurizacion severa), obteniendo como resultado
un aumento del 20% en fenoles totales para el néctar con microcapsulas pasteurizado a 85°C
por 30 s. La actividad antioxidante medida por DPPH no se vio afectada por la pasteurizacion.
Se encontro una correlacion la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales en el
néctar.

Palabras claves: compuestos bioactivos, nectar, extractos vegetales, extraccion

asistida, ultrasonidos, pasteurizacion, actividad antioxidante.



Abstract

Currently there is great interest in the use of agro-industrial waste to obtain bioactive
compounds such as phenolic compounds and their incorporation into food and beverages,
however, these are affected during processing to obtain the final product; It is for this reason
that the use of protection methods such as the microencapsulation of phenolic compounds has
become recurrent to guarantee their conservation when they are added in a food matrix. In this
research, the effect of pasteurization temperature on antioxidant activity and total phenol
content of lulo nectar was evaluated with the addition of microencapsulated extract obtained
from pea pods. The extract was obtained by means of the ultrasound-assisted extraction
technique and has an antioxidant activity of 23.330 £ 0.889 uM TE / g.b.s. and a total phenol
content of 6.050 £ 0.227 mg EAG / g.b.s.; Subsequently, the extract was microencapsulated
by the complex coacervation methodology, obtaining an encapsulation efficiency of 81.2%,
total phenols of 5.282 + 0.233 mg EAG / g.b.s. and antioxidant activity of 22,780 £ 0.909 uM
ET / g.b.s. The encapsulated extract was incorporated into a lulo nectar which was pasteurized
at 85 ° C for 30 s (soft pasteurization) and 65 ° C for 204 s (severe pasteurization), obtaining
as a result a 20% increase in total phenols for the nectar with microcapsules pasteurized at 85
¢ C for 30 s. The antioxidant activity measured by DPPH was not affected by pasteurization.
A correlation was found between the antioxidant activity and the content of total phenols in
the nectar..

Keywords: bioactive compounds, nectar, plant extracts, assisted extraction,

ultrasound, pasteurization, antioxidant activity.
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Introduccion

El uso de residuos agroindustriales ha demostrado ser una solucién alternativa a la
hora de obtener compuestos bioactivos, ya que la mayoria todavia contiene moléculas
interesantes que pueden extraerse y utilizarse en diferentes areas de aplicacion (Palomino,
Biasetto, Araujo, & Del Bianchi, 2015). Narifio actualmente es el mayor productor de arveja a
nivel nacional, un sector que en el proceso de su comercializacién genera grandes cantidades
de residuos representados primordialmente por la vaina, la cual al ser desechada puede
generar efectos negativos sobre el medio ambiente (Navarrete, 2017).

En la actualidad, muchas empresas buscan procesos que les permita disminuir el
desecho de subproductos y obtener compuestos bioactivos para aplicarlos como posibles
aditivos en alimentos y bebidas para asi ofrecerle al consumidor productos con mas nutrientes.
No obstante, los compuestos bioactivos pueden ser afectados por factores como el oxigeno, la
luz, pH, temperatura y enzimas. Por estos inconvenientes, se ha recurrido a procesos de
microencapsulacion para brindar a los componentes bioactivos extraidos de los residuos
agroindustriales proteccion contra dichos factores, prolongar su vida til y facilitar su
aplicacion en otros productos (Gonzéles, 2016).

Por otro lado, 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 efectos positivos en la salud al mejorar el funcionamiento del cuerpo, prevenir
enfermedades y que sean més naturales (Mufioz, 2016). Los consumidores son cada vez mas
conscientes de los problemas de salud relacionados con la dieta, lo que ha promovido el

desarrollo de "alimentos funcionales”, o sea aquellos cuyo consumo favorece al aporte de
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beneficios sobre la salud, por encima del aporte estrictamente nutricional, es decir, que
contengan compuestos que han sido identificados como fisiol6gicamente activos y con efectos
positivos para mantener y potenciar la salud, asi como prevenir la aparicion de determinadas
enfermedades (Gonzales, 2013).

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la pasteurizacion
sobre una matriz adicionada con compuestos fendlicos microencapsulados. En primer lugar, se
extrajo los compuestos bioactivos presentes en la vaina de arveja y posteriormente se
microencapsularon por el método coacervacioén compleja, se evalu6 al final de cada proceso la
actividad antioxidante y contenido de fenoles totales del extracto obtenido; por ultimo, se
evaluo el efecto de dos tratamientos térmicos en una bebida con adicion de los compuestos
bioactivos microencapsulados. Los datos obtenidos del disefio experimental fueron analizados

mediante el programa Statgraphics © Plus Centurion.
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1. Planteamiento del problema, pregunta de investigacion y justificacion en términos de
necesidad y pertinencia
1.1 Descripcion de la informacion

El cultivo de arveja en el departamento de Narifio ocupa uno de los renglones agricolas
mas significativo de la economia (Valencia et al., 2013). Para el afio 2019 el &rea sembrada en
el departamento fue de 14.692 hectareas con una produccion de 64.621 toneladas y
rendimientos de 4,40 t/ha, presentado una participacion del 49,1% de la produccion nacional
ubicandose como el primer productor de arveja en Colombia (FENALCE, 2019).

Su cultivo, presenta una tasa de crecimiento anual del 10,4 % desde el afio 2011
logrando posicionarse en mas de 30 mercados mayoristas a nivel nacional (Pantoja et al.,
2016). De esta manera, el cultivo de arveja representa un ingreso econémico importante para
pequefios y medianos agricultores en la zona andina del pais ya que su produccién genera mas
de 960.000 empleos directos, cuyo valor de la produccidn sobrepasa los 150.000 millones de
pesos al afo. (Osorio et al., 2016).

Sin embargo, en el proceso de comercializacion de la arveja se generan grandes
cantidades de residuos, dado a que el aprovechamiento de la semilla de arveja es en un
pequefio porcentaje; en el proceso de desgrane de la arveja, el rendimiento en grano fresco
esta entre 50% y 60% (Cardenas, 2010), por lo cual el porcentaje restante es desechado al
exterior provocando de esta manera un impacto ambiental negativo, debido a que estos
residuos contienen compuestos como lignina, hemicelulosa, celulosa y azucares que en su
degradacion generan altas demandas bioquimicas y quimicas de oxigeno (Pinchao, 2018).

Por ello, se hace evidente la necesidad de buscar alternativas para el aprovechamiento

de este subproducto. Estudios realizados por (Pinchao et al., 2019; Troszynska et al., 2002)
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evidencian que la vaina de arveja contiene compuestos bioactivos importantes que pueden ser
reutilizados en la industria alimentaria.

Por otro lado, los antioxidantes presentes en alimentos y bebidas vienen generando
gran interés. En efecto, los alimentos suelen ser enriquecidos con cantidades adicionales de
antioxidantes, ya sean naturales o sintéticos (Diaz et al., 2017). Sin embargo, en el
procesamiento de estos productos se pierde una cantidad considerable de compuestos
bioactivos, Valero, et al., (2012) consideran que el tratamiento térmico es una de las
principales causas del cambio en el contenido de antioxidantes naturales en los alimentos, por
esta razon, una alternativa viable es la microencapsulacion de los compuestos de interés, de tal
forma que al ser adicionados a una matriz permita mantener la estabilidad de compuestos
bioactivos durante su procesamiento y almacenamiento.

De esta forma, la presente investigacion pretende dar un valor agregado a dicho
residuo, extrayendo y agregando compuestos fendlicos encapsulados a una bebida para
conservar su actividad antioxidante después de la pasteurizacion.

Por tal razén, se planted la siguiente pregunta de investigacion

¢Cudl es el cambio de la actividad antioxidante y contenido de compuestos fenolicos
de un néctar de lulo adicionado con compuestos fendlicos microencapsulados al someterlo a

una pasteurizacion?
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2. Marco tedrico
2.1 Importancia econémica de la arveja

En Colombia, la arveja (Pisum sativum L.) después del frijol (Phaseolus vulgaris L.),
es la leguminosa méas importante. Esta ha sido un componente estabilizador de la economia de
los pequefios agricultores de las zonas andinas, y ha contribuido a su seguridad alimentaria. Se
calcula que de este cultivo dependen mas de 26.000 productores fomentando alrededor de 2,3
millones de jornales (Pantoja et al., 2014). Se cultiva en catorce departamentos y su
produccion se concentra en Narifio con 65621 toneladas (49,1% de la produccién nacional),
seguido de Cundinamarca (22,8%) y Boyaca (19,5%) (FENALCE, 2019).

Para los pequefios y medianos productores, la arveja es considerada como uno de los
productos basicos de la economia campesina. Este cultivo, se destaca en varias regiones del
territorio nacional (se produce en 11 de sus 32 departamentos), concretamente en el clima frio
y medio, ubicados en el altiplano cundiboyacense y en los departamentos de Narifio y Tolima,
entre los 2200 y 3000 msnm (ya que facilita su crecimiento, produccién y control de plagas),
su produccién es muy sencilla y ademéas muy provechosa (tan solo con 1 kilo de semilla
sembrada se puede recoger 125 kilos de arveja fresca en vaina) (Pefiaranda & Gelves, 2013).
2.1.1 Subproducto de la arveja

En la comercializacion de la arveja, se generan importantes volimenes de residuos
representados en la vaina, los cuales podrian ser gran fuente de compuestos bioactivos;
durante el raleo, actividad de desgrane de arveja que se lleva a cabo en las plazas de mercado

de las principales ciudades del pais, se obtiene 40% de vaina (Pinchao, 2018).
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2.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias quimicas que se identifican por retrasar o impedir la
oxidacion de varias sustancias, cuyas reacciones se producen tanto en los alimentos como en
el organismo humano, en el cual pueden provocar alteraciones fisioldgicas importantes que
provocan diversas patologias. Los antioxidantes poseen propiedades que no solo abarcan las
interacciones quimico-bioldgicas, sino que también evitan el deterioro oxidativo que afecta a
los alimentos, en la industria alimentaria se emplean agregandolos a las grasas y otros
productos con el fin de retardar el proceso de oxidacion, a la vez que previenen el inicio de la
rancidez oxidativa (Diaz & Pilozo, 2017).

La industria quimica se encargd de estudiar los antioxidantes, un grupo de compuestos
que se caracterizaba por su capacidad de oxidarse en lugar de otras sustancias presentes en el
medio de reaccion. Su uso se transformo, pasando de aditivos en la vulcanizacion del caucho
hasta conservantes de alimentos. No obstante, fue solo a partir de los afios 60 cuando algunas
investigaciones revelaron la importancia de los antioxidantes en la salud, con publicaciones
acerca del efecto de los flavonoides, el &cido ascérbico y el estrés oxidativo en el cancer
(Matute & Noblecilla, 2019). El crecimiento en la investigacion de los antioxidantes se
apreciaria en las décadas subsiguientes, en donde varios investigadores se ocuparian en
estudiar el efecto protector de los antioxidantes en diferentes enfermedades, intentando
entender sus mecanismos y blancos moleculares (Gonzales, 2013).

2.3 Compuestos fendlicos

El término “compuestos fendlicos” engloba a todas aquellas sustancias que poseen

varias funciones fenol unidas a estructuras aromaticas o alifaticas, los cuales actian como

fitoalexinas (las plantas heridas secretan fenoles para defenderse de posibles ataques fungicos
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0 bacterianos) ayudando a la pigmentacién de muchas partes de la planta. Los compuestos
fendlicos constituyen uno de los grupos de sustancias mas numerosas y ampliamente
distribuidas en el reino vegetal, con més de 8000 estructuras ampliamente conocidas en al
menos 10 clases diferentes de su estructura basica (Cadena & Herrera, 2008).

Los compuestos fendlicos presentes en alimentos y productos nutracéuticos, se
suscitan a partir de una de las principales clases de metabolitos secundarios en plantas
derivados de fenilalanina y en menor medida en algunas plantas también de tirosina.
Quimicamente, se podria decir que los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un
anillo aromatico que tiene uno 0 méas grupos hidroxilo, incluyendo sus derivados funcionales.
Debido a que poseen efectos que promueven la salud como son reduccion de presion arterial y
disminucion en la incidencia de enfermedades cardiovasculares y cancer, las frutas y vegetales
son excelentes fuentes de compuestos fenolicos (Esquivel et al., 2015)

La actividad antioxidante de los polifenoles se centra en la accién de los grupos
fendlicos, los cuales poseen la capacidad de ejercer como donadores de electrones, reductores
y formadores de puentes de hidrégeno; los compuestos fenolicos pueden actuar como
antioxidantes primarios con caracteristicas antirradicales o como sustancias reductoras,
agentes sinérgicos o como antagonista de metales de transicion. Al mencionar la propiedad
quelante, se debe resaltar que secuestran el hierro y cobre, los cuales son catalizadores de la
formacion de radicales libres (Franco & Suarez, 2014).

Los flavonoides constituyen la fuente mas importante de polifenoles de las plantas
(pigmentos naturales), caracterizados debido a su actividad antioxidante atribuida a la
presencia de grupos hidroxilo en los compuestos fenolicos (Franco & Suarez, 2014). Por

tanto, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fendmenos de dafio
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oxidativo, y posee efectos terapéuticos en un gran nimero de patologias, incluyendo la
cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer (Martinez et al., 2002).

La arveja es una fuente considerable de polifenoles y compuestos fendlicos, que puede
aportar antioxidantes a la dieta; autores como (Xu et al., 2007) analizaron el contenido de
fenoles totales en arveja verde variedad Crusier y en arveja amarilla variedad Capri y reportan
valores de 1,53 y 1,67 GAE/ g muestra respectivamente, por otro lado (Troszynska et al.,
2002) evaluaron el contenido de fenoles totales en la testa de arveja y encontraron un
contenido de 460 mg equivalente de catequina/ g m.

2.4 Extraccion de compuestos polifenolicos asistida por ultrasonido

Recientemente, el desarrollo de tecnologias limpias de extraccion de gran eficiencia ha
ganado un gran impulso ya que permiten el aislamiento efectivo de componentes
biol6gicamente activos, sin que se genere pérdida de la actividad bioldgica, con un buen
rendimiento y una elevada pureza; dentro de estos se encuentra la extraccion asistida por
ultrasonido; su aplicacion es apropiada cuando la estabilidad de la materia prima o del
componente activo a extraer es susceptible a las elevadas temperaturas de los procesos
convencionales. Compuestos tales como, compuestos aromaticos, azucares, isoflavonoides,
polifenoles, aceites esenciales, saponinas, y pigmentos han sido aislados eficientemente dado
el efecto beneficioso del ultrasonido sobre la cinética y el rendimiento de la extraccion
(Rodriguez et al., 2014).

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza ondas de sonido de baja frecuencia para
separar el compuesto de interés de la matriz vegetal. Las ondas sonoras se dispersan en el
disolvente y generan la alternancia de la presion en altos y bajos, lo que produce burbujas de

cavitacion. La energia generada a partir de colapso de las burbujas de cavitacion proporciona
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una mayor penetracion del disolvente en el material celular y mejora la transferencia de masa
hacia y desde las interfaces (Barrera et al., 2014).

El ultrasonido por concepto, es un tipo especial de vibracion de onda de sonido con
frecuencia mas alla de la audicion humana (20000 Hz), y de acuerdo con el centro de
sonoquimica de la Universidad de Coventry en el Reino Unido el ultrasonido puede ser
dividido en dos tipos: ultrasonido de sefial y de potencia (Tobon, 2015).

Ultrasonido de sefial: en el ultrasonido de sefial el rango de frecuencia de las ondas se
sitla entre 100 KHz hasta 1 MHz, denominado también como ultrasonido de baja frecuencia;
esta sefial se ve afectada por los elementos que entran en contacto con ella, permitiendo de
esta manera obtener informacién acerca del producto, principalmente en el estudio de sus
propiedades reoldgicas (Tobdn, 2015).

Ultrasonido de potencia: en el ultrasonido de potencia conocido también como
ultrasonido de alta frecuencia se utiliza rangos de frecuencia de Ondas desde 18 KHz hasta
100 KHz; al encontrarse una frecuencia mas baja y una potencia mas alta se logran producir
cambios fisicoquimicos en el medio a través de la generacion de burbujas de cavitacion y
subsiguiente colapso de estas mismas (fenémeno donde las ondas de sonido que pasan a través
de un medio (solvente) generan procesos de compresion y de expansién), lo cual significa que
la produccion, el crecimiento y el colapso de burbujas es debido a una gran cantidad de
energia que se puede generar a partir de la conversion de energia cinética de movimiento, esto
ocurre de forma asimétrica en las interfaces y golpes sobre la superficie solida. Para obtener el
efecto antes mencionado se requiere de un medio liquido (agua, u otro), un generador de
energia y un transductor, el cual convierte la energia eléctrica, magnética o cinética en energia

acustica (Tobon, 2015).
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2.5 Microencapsulacién de compuestos bioactivos

La microencapsulacion (ME) es un método que incrementa o mantiene la viabilidad de
varias sustancias bioactivas. Actualmente, esta técnica se emplea para conservar una amplia
diversidad de probidticos, antioxidantes, vitaminas, sabores, entre otros (Flores & Jiménez,
2013). La microencapsulacion se fundamenta en el aislamiento del compuesto activo (en
estado liquido, sélido o gaseoso) para lograr productos con tamafio micrométrico y forma
esférica, en el cual el material activo es preservado por una membrana, facilitando su manejo
y permitiendo su liberacion cuando se requieran cantidades muy pequefias. En este sentido
dichas cépsulas pueden liberar su contenido a velocidades controladas bajo condiciones
especificas (Luna et al., 2016).

La técnica de ME puede ser utilizada para aumentar la resistencia de los materiales
alimenticios aplicadas a las condiciones de procesamiento y empacado, mejorando el aroma,
sabor, estabilidad, valor nutritivo y apariencia de sus productos, y de esa manera preserva
sustancias sensibles al ambiente; las propiedades de liberacién de los microencapsulados
pueden depender del contenido de las particulas, la solubilizacion, el rompimiento, el
calentamiento, el pH, o la accion enzimética (Luna et al., 2016).

Por su parte, la seleccion del material o materiales del recubrimiento est4 determinada
generalmente por los requerimientos del sistema en cuestion y su aplicacion final (Nava et al.,
2015). En la industria de alimentos se emplean diversos materiales que funcionan como
recubrimiento, mejor conocidos como materiales encapsulantes, los cuales pueden ser de
origen natural o sintético; algunos biopolimeros biodegradables que se han recomendado en
diversas investigaciones son colageno, gelatina, albumina, quitosano y alginato, entre otros

(Flores & Jiménez, 2013).
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Como se ha evidenciado por diversos autores, los compuestos antioxidantes son
sustancias de gran interés, que pueden ser extraidos de los alimentos; debido a su alta
reactividad e inestabilidad deben ser protegidos y estabilizados para diversas aplicaciones
como por ejemplo formulaciones nutracéuticas. La microencapsulacion permite la
conservacion de este tipo de compuestos bioactivos, considerados como el material activo
(nucleo) el cual esta incrustado en una matriz de polimero (material de encapsulacion) para
actuar como una barrera protectora contra factores externos o ambientales como la
temperatura, luz, humedad, radiaciones, entre otros (Herrera, 2013).

Sin embargo, Guerra (2017) indica que tras el proceso de microencapsulacion existe
una péerdida de estos frente a los niveles encontrados en el extracto fresco, la pérdida se debe
en gran parte a la temperatura de microencapsulacion, ya que algunos compuestos fenélicos
son termo sensibles; otro factor que define la pérdida de los compuestos es el agente
encapsulante utilizado.

Los procesos de microencapsulacién se pueden dividir en dos: procesos quimicos y
procesos mecanicos; los procesos quimicos se dividen en las técnicas de coacervacion, co-
cristalizacion, polimerizacion interfacial, gelificacion ionica, incompatibilidad polimérica,
atrapamiento por liposomas e inclusién molecular, dentro de los procesos mecénicos estan las
técnicas de secado por aspersion, secado por congelamiento/enfriamiento y extrusion (Parra,
2010).

2.5.1 Microencapsulacion por coacervacion compleja

El término coacervacion proviene del latin coacervare, que significa juntar. Este

método es considerado como el método original de encapsulacion y consiste en la separacion

de un sistema coloidal en dos fases y dependiendo de la cantidad de polimeros que
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intervienen, se puede clasificar en coacervacion simple o compleja. El soluto polimérico se
separa y se obtiene el coacervado, que se caracteriza por tener forma de pequefias gotas
liquidas. Este coacervado se distribuye sobre las particulas a encapsular y se forman las
microcépsulas. La solubilidad de las microcapsulas en agua es baja, este comportamiento es el
esperado bajo el método de coacervacion. Lo anterior tiene un efecto positivo ya que ratifican
su estabilidad y control sobre su liberaciéon (Guerra, 2017).

Con esta técnica se pueden obtener microcépsulas esféricas muy pequefias, de hasta 4
MM y con una carga de material a encapsular de alrededor del 90%. Ademas, proporcionan
una buena proteccion contra las perdidas por volatilizacién y contra la oxidacion (Martin et
al., 2009).

El proceso de coacervacion compleja mas utilizado es a base de goma arébiga y
gelatina que presentan carga negativa y que al reducir el punto isoeléctrico de la gelatina
modifica su carga a positiva mientras que la goma arabiga se mantiene negativa; la atraccion
eléctrica entre ambas soluciones genera la formacion del coacervado. Esta técnica permite la
encapsulacién de diversos compuestos activos en estado liquido y sélido como antioxidantes,
minerales, aceites vitaminas, y grasas, fragancias, colorantes, saborizantes y probidticos en
capsulas esféricas de baja viscosidad (Lara, 2016).

2.6 Cuantificacion de polifenoles totales

Uno de los métodos que se utilizan ampliamente para la determinacion de polifenoles
totales presentes en extractos de plantas es el método de Folin-Ciocalteu, debido a que es una
reaccion colorimétrica determinada en el espectrofotometro UV / VIS, lo cual es rapido, facil

y no muy costoso. En este método es necesaria la utilizacion de una sustancia de referencia
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(estandar), para poder medir el total de concentracion de los grupos hidroxilos fendlicos
presentes en los extractos (Hernandez, 2015).

El método de Folin-Ciocalteu se fundamenta en la capacidad que tiene los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y
tungstato sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotingstico. La transferencia de electrones a pH bésico reduce los
complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en 6xidos, cromogenos de color azul intenso, de
tungsteno (W8023) y molibdeno (M08023), siendo directamente proporcional este color al
namero de grupos hidroxilo de la molécula (Gutiérrez et al., 2008).

2.7 Determinacion de antioxidantes

La actividad antioxidante no puede ser medida directamente, pero puede determinarse
por los efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacién controlado, pueden
usarse intermediarios o productos finales para valorar dicha actividad; en la préactica se
realizan muchos modelos de prueba in vitro para evaluar la actividad antioxidante de la
muestra de interés; sin embargo, es importante considerar que los modelos presentan
diferentes variaciones, lo que puede dificultar un poco la comparacion de los resultados entre
un método y otro (Tovar, 2013).

Con base a las reacciones quimicas, generalmente los ensayos para determinar de
capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos categorias: Ensayos basados en la
reaccion por transferencia de electrones (ET) y Ensayos basados en la reaccion por

transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) (Tovar, 2013).
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2.7.1 DPPH

Una de las metodologias més usadas para determinar la capacidad antioxidante de una
especie o sustancia, se basa en la estabilidad del radical 1,1- difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) la
cual se atribuye a la deslocalizacion del electron desapareado, otorgandole asi una coloracién
violeta caracterizada por una banda de absorcion, en solucién etandlica, centrada alrededor de
una longitud de onda de 520 nm. Cuando una disolucion de DPPH entra en contacto con un
compuesto que puede donar un atomo de hidrogeno o con otra especie radical (R.) se produce
la forma reducida DPPH-H o DPPH-R con la consecuente pérdida del color y por lo tanto la
pérdida de la absorbancia El parametro IC50, que es la concentracion necesaria para obtener
un 50% de efecto, es generalmente usado para la interpretacion de este método (Gutiérrez et
al., 2008).
2.8 Pasteurizacion

En la conservacion de alimentos, los tratamientos térmicos son los mas utilizados
debido a que brindan un producto seguro para el consumo humano y una mayor efectividad en
la destruccion de microorganismos causantes del deterioro de los alimentos (Rodriguez et al.,
2020); la pasteurizacion es de los tratamientos térmicos mas utilizados para el procesamiento
de bebidas y néctares de frutas. Sumodo de accidn se basa en la reduccién de cinco unidades
logaritmicas (5-log) de la poblacién de microorganismos mas resistentes de importancia para
la salud publica que afecten a dicho producto (Burbano, 2015).

En la pasteurizacion los alimentos se someten a temperaturas entre 70-100°C durante
el tiempo necesario para destruir microorganismos y enzimas especificos (Hernandez, 2014)
con el fin de aumentar la vida util del alimento, Sin embargo, cuando un alimento es calentado

con el proposito de destruir microorganismos, también se producen varios tipos de reacciones
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quimicas y fisicoquimicas (Robles, 2016), que pueden dafiar las propiedades organolépticas
del alimento asi como reducir la biodisponibilidad y contenido en ciertos compuestos
bioactivos, especialmente si se aplica bajo condiciones severas (Hernandez, 2014).
Actualmente, los consumidores buscan alimentos que, ademas de tener una larga vida util,
retengan al maximo la calidad nutricional de la materia prima original. Para evitar ciertos
efectos indeseables en productos como el néctar, es importante controlar la temperatura y el
tiempo de pasteurizacion (Burgos, 2016). Por tal razon es importante establecer los
parametros de la pasteurizacion para conseguir la maxima retencién en valor nutritivo y las
caracteristicas organolépticas, para ello deben utilizarse tratamientos a elevadas temperaturas
durante tiempos cortos (HTST), la (HTST) es un tratamiento térmico que utiliza temperaturas
inferiores a 100°C y tiene por objetivo disminuir significativamente la carga microbiana del
producto (Hernandez, 2014). Es uno de los métodos més aplicados en la industria por lo
general es el mas conveniente ya que se expone el alimento a altas temperaturas durante un
breve tiempo en el que se eliminan o inactivan microorganismos (Robles, 2016).

Por otro lado, EIl proceso de pasteurizacion con una combinacion de temperatura
inferior a 80°C y duracion mayor de 30 seg conocida como (MTLT) temperatura suave
durante largo tiempo, es también un tratamiento térmico usado en la industria alimentaria
debido a que mejora productos alimenticios minimamente procesados otorgandole una vida
util mas larga (Aggam, et al., 2018).

Petruzzi, et al., (2017) mencionan, que la MTLT puede proporcionar el aumento del
contenido fendlico total en jugos como el de jamun negro y una alta retencion de &cido

ascorbico y otros compuestos fenolicos en el jugo de pifia; asi como puede garantizar la
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reduccién del recuento aerdbico en placa en el jugo de granada y la inactivacion completa del
recuento total en placa en el jugo de maoberry.
2.9 Alimentos enriquecidos

El concepto de nutricidn ha evolucionado notablemente gracias a la investigacion
constante y al aumento de la informacidn disponible. La prevencion de patologias crénicas no
transmisibles se ha convertido en el foco de interés tanto desde la Salud Publica como desde la
investigacion y la tecnologia (Olagnero et al., 2007).

La fortificacion de alimentos con diversos tipos de compuestos bioactivos (CB) ha
ganado interés debido a la creciente tendencia del consumidor hacia los alimentos funcionales
(Restrepo, 2016). Segun Santacruz et al., (2013) los alimentos funcionales se refieren a
aquellos productos procesados que contienen ingredientes que desempefian una accion
especifica en las funciones fisiologicas del organismo humano, més all& de su contenido
nutrimental. Son similares en apariencia a los alimentos comunes, son consumidos en una
dieta usual y se ha demostrado que presentan beneficios fisioldgicos a la salud humana. La
concentracion de los nutrimentos se puede incrementar por encima de los niveles contenidos
en forma natural en el alimento, resultando un producto enriquecido. Un alimento funcional
es un alimento al que se le ha afiadido, eliminado o modificado un componente por medios
biotecnoldgicos, un alimento en el que se ha modificado la biodisponibilidad de uno o mas de
sus componentes 0 una combinacion de cualquiera de estas posibilidades (Ferrer & Dalmau,
2001)

Segun Busso (2016); el concepto de alimentos funcionales nacio en Japon, en los afios
80s. posterior al fin de la segunda guerra mundial y como resultado del notable crecimiento en

las condiciones econdmicas del pais, mejorando la expectativa de vida de la poblacion y como
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consecuencia a un aumento en la poblacion de mayor edad. El incremento en el gasto en salud
motivé al gobierno a investigar en conjunto con la academia y la industria de alimentos el
desarrollo de un nuevo tipo de alimento que verdaderamente tuviesen un efecto positivo en la
salud de la poblacion a consecuencia de su consumo. Asi se originaron los “alimentos para
usos especificos de salud”, identificados como FOSHU, Food for Specified Health Uses;
tratdndose de una nueva categorizacion de algunos alimentos que cientificamente
comprobados a nivel clinico y epidemioldgico garantizan un efecto positivo en la prevencion
de algunas enfermedades especificas. Estos productos deben pasar por una estricta selecciéon y
son sometidos constantemente a una evaluacion de sus efectos. Los productos que obtienen
esta categoria llevan un logo caracteristico en sus envases que es ampliamente reconocido y
valorado por el consumidor (Busso, 2016).

En la actualidad, se evidencia una clara preocupacién en nuestra sociedad por la
posible relacion entre el estado de salud personal y la alimentacion que se recibe. Incluso se
acepta sin reclamacién alguna que la salud es un bien preferentemente controlable a través de
la alimentacion, por lo que se detecta en la demanda alimentaria una marcada preferencia por
aquellos alimentos que se anuncian como beneficioso para la salud (Alvidrez et al., 2002). Por
lo cual los consumidores han empezado a ver la dieta como parte primordial para la
prevencion de las enfermedades crénicas como el cancer, las enfermedades cardiovasculares,
la osteoporosis entre otras; de esta manera es que se presenta un fenémeno denominado de
autocuidado (self-care) que es el factor principal que motiva a decidir comprar alimentos
saludables; este factor es el que ha regido el crecimiento de la industria de los alimentos

funcionales (Alvidrez et al., 2002).
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Los antioxidantes naturales pueden ayudar a prevenir el desarrollo temprano de
enfermedades en las que el estrés oxidativo es un componente importante o derivado de la
patologia, como las enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer, enfermedades
neuroldgicas, etc., que permiten a las personas una mejor salud y calidad de vida,
principalmente durante la senescencia. Los alimentos de alto consumo, como los productos
lacteos, el pan, los jugos y las bebidas, las carnes, los vegetales procesados, etc., pueden
transformarse en alimentos més saludables mediante la adicion de antioxidantes naturales. Los
antioxidantes naturales se pueden definir como "preservadores naturales de la calidad y la
salud del alimento” (Valenzuela et al., 2003). La Figura 1, resume el concepto de alimentos
funcionales que contienen antioxidantes naturales y los beneficios para la salud.

Figura 1.

Antioxidantes naturales, alimentos funcionales y beneficios para la salud
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Fuente: (Valenzuela et al., 2003).

2.10 Antecedentes del tema

En la indagacién cientifica se encontro solo un estudio sobre fenoles en vaina de arveja
extraidas por ultrasonido, Pinchao et al., (2019) estudiaron el efecto que ejerce la temperatura,
el tiempo, la relacion solido-liquido y la concentracion de etanol sobre la extraccion de fenoles
totales asistida por ultrasonido para vaina de arveja, obteniendo como resultado que la
temperatura no tiene efecto significativo sobre la extraccion de fenoles, en cambio, el tiempo,
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la relacion solido-liquido y la concentracién de etanol si ejercieron efecto sobre la extraccion;
la mayor concentracion de fenoles totales para cada factor se alcanzé a los 20 min, con una
relacion solido-liquido 1:40 y etanol al 50%.

Se encontraron varios estudios sobre bebidas adicionadas con compuestos bioactivos
microencapsulados, entre ellos; Mufioz (2016) reporta el disefio de un producto bifuncional a
base de lulo donde desarrollo microcapsulas a partir de pulpa de lulo y extractos vegetales
(brocoli, tomate y espinaca) por el método spray-drying, a las cuales les evaluo su capacidad
antioxidante y contenido de fenoles totales y posteriormente formulo una bebida bifuncional,
como resultados obtuvo que los microencapsulados con mayor contenido de fenoles totales
fueron las que solo contenian lulo y en las mezclas el contenido aumentd al aumentar la
proporcion de lulo. EI mayor contenido de polifenoles se observd en la mezcla que contenia
lulo-espinaca, seguida por las mezclas con brocoli y las de tomate.

La actividad antioxidante fue mayor en el microencapsulado de lulo (1,3 mmol
Trolox/100 g) lo cual lo relaciona con el contenido de fenoles que también fue mayor en este
solido, con respecto a las mezclas, El contenido de carotenoides totales fue mayor en los
microencapsulados de lulo que contenian espinaca y la presencia de brécoli incrementd
ligeramente la actividad antihipertensiva. Sin embargo, las propiedades sensoriales se
deterioraron por la presencia de “off-flavors”. Asi que la autora mencionada anteriormente
escogio el microencapsulado de lulo para incorporarlo en una bebida lactea en tres
concentraciones diferentes (3, 5y 7%) obteniendo mayor nivel de agrado y aceptacion por
parte de un panel de consumidores la muestra con mayor proporcion de microencapsulados
(63%) En cuanto a la actividad antioxidante y contenido de fenoles totales de la bebida con

diferentes inclusiones de microencapsulados se observé que tanto la actividad antioxidante
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como el contenido de fenoles totales aumento proporcionalmente con el incremento de la
concentracion.

Lee et al., (2013) mencionan que, la liberacion de resveratrol en una leche
suplementada con microcapsulas de brote de cacahuate durante el almacenamiento a4 ° C
durante 16 dias aumenta proporcionalmente con la concentracion y el almacenamiento, por lo
cual concluyeron que las concentraciones bajas (0,5 y 1,0%) de leche suplementada con las
microcapsulas minimizan la tasa de liberacion de resveratrol y no afectan la calidad de la
leche suplementada.

Arrazola et al., (2014) obtuvieron extractos de antocianinas a partir de berenjena
encapsuladas por el método secado por aspersion y evaluaron la estabilidad del pigmento en
polvo en bebidas isotdnicas y bebidas a base de aloe vera, concluyendo que las mejores
condiciones de secado por aspersion fueron, temperatura de entrada de aire de 180 °C y
concentracion de solidos en la alimentacion del 30 %; a las muestras se analizaron los cambios
en color y contenido de antocianinas durante los dias de almacenamiento del producto a
temperaturas de 4 °C y 25 °C. La temperatura de almacenamiento influyd en la estabilidad de
antocianinas y también en los pardmetros de color, siendo la temperatura de 25 °C la que
produce mayor velocidad de degradacion en ambas bebidas. La bebida isotdnica y la bebida a
base de aloe vera con maltodextrina y almacenada a 4 °C presentaron mayor retencion de
antocianinas (54 y 77.5 % respectivamente).

Castilla & Mufioz (2017), evaluaron el efecto de un zumo de vegetales encapsulado
como fuente de calcio y fibra; y la adicion de cascara de pifia pulverizada sobre las
caracteristicas fisicas y sensoriales en un yogurt cuchareable, desarrollaron un disefio

experimental que consistio en mantener constante la adicion de zumo encapsulado en alginato
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de sodio y variar la cantidad de cascara de pifia pulverizada en concentraciones de 5, 7y 9%
(T1, T2 y T3). Como resultados obtuvieron que el tratamiento T2 fue el que mejor respondid
con respecto al porcentaje de sinéresis con un valor de 18,34% ademés que evidenciaron que
las capsulas absorben agua y también ayudan al control de este pardmetro. Con respecto a la
viscosidad obtuvieron que el patron tuvo mejor respuesta (3812,3 cP), sin embargo, T1y T2,
también cumplieron con el estdndar de yogur cuchareable, y el tratamiento que presento
mayor fuente de calcio y fibra fue el tratamiento T2 por lo cual fue elegido como muestra para
el desarrollo de analisis sensorial. Las capsulas tuvieron buena aceptacion por parte de los
panelistas, sin embargo, la cascara de pifia pulverizada otorgd una sensacion arenosa en el
yogurt. Los autores mencionados concluyeron que la adicion de cascara de pifia pulverizada y
el zumo de vegetales encapsulados podrian ser empleados en la formulacién de un yogurt
cuchareable enriquecido ya que se logré incrementar el contenido de calcio en un 75% con
respecto a un yogurt cuchareable normal.

En otro estudio, se evalu6 la capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales en
un yogurt con adicidn de microcapsulas de jugo de zapote negro obtenidas mediante secado
por aspersion empleando almidones de arroz modificado (fosfatadas y succinatadas). Los
resultados obtenidos en las microcépsulas, indicaron que las microcapsulas de arroz fosfatadas
mantuvieron una mayor proteccion a los compuestos fenolicos (valores maximos de
693+27.85 y minimos de 401+27.85 mg EAG/100g (B.S)), y una conservacion superior de
actividad antioxidante (974 a 250 uM ETrolox / 100 g B.S), por lo cual las microcapsulas de
arroz fosfatadas fueron adicionadas en el yogurt y realizaron la medicion de compuestos

fendlicos retenidos a los dias 7, 14 y 21 obteniendo valores respectivos de 302+3.47, 247+1.1,
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191+2.07 mg EAG/100 g de yogur. La actividad antioxidante que present6 el yogur fue de
4.49y 4.19 % de inhibicion (Del Juncal, 2016).

Martinez (2017), estudio el efecto de la microencapsulacion sobre la bioaccesibilidad
géstrica in vitro de compuestos bioactivos de taxo (Passiflora mollisima), mora (Rubus
glaucus Benth) y mortifio (Vaccinium floribundum Kunth), evaluando la cantidad de
polifenoles totales y capacidad antioxidante en cada una de las fases de la digestion.
Obteniendo como resultado que las microcapsulas con maltodextrina-goma arabiga (MD-GA)
presentd mayor proteccion ya que permitié una mejor liberacion en la fase intestinal y final,
obteniendo: 60 % y 80 % de contenido de polifenoles totales para taxo, mora y mortifio,
respectivamente. La capacidad antioxidante fue superior a la muestra control; la autora
mencionada preparo una bebida con el microencapsulado de taxo y realizo un analisis
sensorial para evaluar la calidad organoléptica de la bebida; y un analisis de aceptabilidad. Los
panelistas no percibieron ninguna diferencia en todos los atributos de las muestras preparadas
con microencapsulados y la muestra control. El 91 % de los encuestados manifestaron su
disponibilidad para consumir la bebida preparada con microencapsulados.

Asi mismo, otro estudio realizado por (Gonzaéles, 2016) se evalu6 la bioaccesibilidad
gastrica in vitro de antioxidantes de un jugo comercial y un jugo comercial enriquecido con
microcépsulas de pulpa agotada de naranja antes, durante y después de la digestion
gastrointestinal; se demostro que la actividad antioxidante del jugo comercial aumento al
afiadir las microcapsulas con el subproducto de naranja. En la fase inicial del jugo comercial
obtuvo 27,6 umol Eq Trolox/mL, y al afiadir el subproducto encapsulado su actividad
antioxidante se incremento en un 74 % con concentracion de 48,6 pmol Eq Trolox/mL; los

resultados de la capacidad antioxidante en sus distintas fases mostraron que la actividad
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antioxidante del jugo comercial aumentaba al afiadir un subproducto de naranja. La capacidad
antioxidante fue evaluada mediante los métodos de DPPH, ABTS y FRAP, en los cuales
obtuvieron incremento de concentraciones de 76 %, 81 % y 110 % de jugo comercial
enriquecida con subproducto microencapsulado en relacion con la muestra de jugo comercial.
Se present6 mayor estabilidad de antioxidantes en la muestra de jugo comercial enriquecido
con subproducto con 110 % y 38 % para los métodos ABTS y DPPH respectivamente, aunque
para el método FRAP la estabilidad fue menor, su concentracion de capacidad antioxidante de
16 umol Eq. Trolox/mL fue mayor al contenido de antioxidantes de jugo comercial con 8
umol Eq. Trolox/mL.

Con respecto al efecto que ejerce los tratamientos térmicos sobre los compuestos
bioactivos se encontr6 que el efecto de la temperatura de pasteurizacion y proporcion de
mezclas binarias de pulpa de carambola y mango afecta significativamente sobre la capacidad
antioxidante lipofilica, obteniendo mayor capacidad antioxidante con una proporcion de 51:49
y una temperatura de 91°C (Encina et al., 2013).

Asi mismo, Reyes, (2013), analiz6 los cambios fisicos y de capacidad antioxidante en
jugo de acai producidos por el efecto de pasteurizacion y almacenamiento, evaluaron
tratamientos de pre y post pasteurizacién, obteniendo que la pasteurizacién genero
polimerizacion de antocianinas pero conservo el color, el almacenamiento afecto el contenido
de fenoles y capacidad antioxidante Ilegando a la conclusién que la temperatura de
almacenamiento menor a 30°C evita perdidas importante de los compuestos de interés y
deterioro de capacidad antioxidante.

Por otro lado, Rodriguez, (2011) elaboro una bebida de fruto falso de marafién con

adicion de betalainas, probando el efecto de 4 clarificantes para disminuir su astringencia y

39



determino también condiciones de pasteurizacién a 85, 87 y 91°C durante 60, 90 y 120 s;
reportando como resultados que el tratamiento clarificante que mantuvo las propiedades
fisicoquimicas en el jugo de marafion en mayor porcentaje fue el quitosano, el maximo de
polifenoles se observo a 89°C por 60 seg teniendo una disminucién del 18% y concluyendo
que los polifenoles si se ven influenciados por el tiempo y la temperatura de pasteurizacion.
Con respecto a la actividad antioxidante se observé un mayor valor a 89°C para un tiempo de
120 seg teniendo una pérdida del 15% en relacion al jugo sin tratamiento, en las betaninas se
obtuvo la mayor concentracion a 87°C por 90 seg teniendo una disminucion del 13.6%.

Diaz & Pérez, (2018), evaluaron la influencia del tratamiento térmico de
pasteurizacion sobre el contenido de antocianinas y fenoles totales en jugo de uva, utilizando
tiempos de 17 a 39 min a temperaturas de 75 a 99°C para encontrar el rango 6ptimo de
pasteurizacién, obteniendo como resultado que la mayor concentracion de compuestos
fendlicos (259.46 mg AGE/L - 289.067 mg AGE/L), asi como en antocianinas (106.074 mg/L
- 110.834 mg/L) se encuentra un rango de temperatura de (75 °C — 77°C) y tiempo de (17 min

— 20 min) de optimizacion.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la pasteurizacion sobre una matriz adicionada con compuestos
fendlicos microencapsulados obtenidos de la vaina de arveja (pisum sativum 1.)
3.2 Objetivos especificos
° Determinar la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales del
extracto y los microencapsulados obtenidos a partir de la vaina de arveja.
° Evaluar el efecto de la pasteurizacidn sobre la actividad antioxidante y el
contenido de fenoles totales de un néctar de lulo adicionado con extractos de vaina de

arveja microencapsulados.
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4. Metodologia
En la figura 2 se describe la secuencia del trabajo de investigacion para entender los
procesos metodoldgicos realizados.
Figura 2.

Secuencia de trabajo de investigacion

=
C
C

Fuente: Esta investigacion.
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4.1 Lugar de la investigacion y operaciones preliminares
4.1.1 Localizacion

La investigacion se llevd a cabo a nivel experimental en el Laboratorio de
Investigacion en Conservacion y Calidad de Alimentos de la Universidad de Narifio, Sede
Torobajo ubicada en Pasto (Narifio). A una altura de 2.527 msnm, con una temperatura media
de 18°C y humedad relativa del 70%.
4.2 Determinacion de la actividad antioxidante y contenido de fenoles totales del extracto
y microencapsulados obtenidos a partir de la vaina de arveja
4.2.1 Obtencidn de las muestras

Se utiliz6 vainas de arveja (Pisium sativium, L) sin grano, que se recolectaron en un
centro de acopio de la ciudad de San Juan de Pasto (Mercado de Potrerillo).
4.2.2 Preparacion de las muestras

Las cascaras de arvejas se lavaron y desinfectaron con una solucién de agua-
hipoclorito de sodio a 50 ppm, se dejé escurrir el agua a temperatura ambiente y
posteriormente se congelaron durante 12 horas y se secaron por liofilizacion. Luego se
trituraron en un molino (IKA Al1l), se tamizaron con una malla 80 y se empacaron en frascos
de vidrio ambar cubiertos con papel aluminio y se almacenaron en refrigeracién (Pinchao et

al., 2019).
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Figura 3.

Preparacion de la vaina de arveja

Fuente: Esta investigacion.

4.2.3 Proceso de extraccion de fenoles para la cascara de arveja deshidratada

La extraccion se realiz6 acorde a la metodologia ya optimizada por (Pinchao, 2018). El
polvo liofilizado de la cascara de arveja se sometid a extraccion asistida por ultrasonido en el
equipo FB 11205 Fisherbrand. Se pesaron 0,25 g de muestra y se adiciono 12,50 mL de etanol
al 58%, en seguida se mezclé con ayuda de un orbital shaker Orbit 1900 a 250 rpm durante 3
min y de inmediato se someti6 a sonicacion por 18 min. Finalmente, las muestras se
centrifugaron a 2500 rpm por 15 minutos en una centrifuga Dynamic Velocity 18R v el
sobrenadante se concentrd en un rotavapor al vacio por 2 horas. El extracto obtenido se

guardo en vidrios color &mbar, cubiertos con papel aluminio y se almacené en refrigeracion.
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Figura 4.

Extraccion de compuestos bioactivos.

Fuente: Esta investigacion.

4.2.4 Contenido de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales se hizo por el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999) con ligeras modificaciones (Ballard et al., 2009); (Fernandez, 2018).
En tubos de ensayo cubiertos con papel aluminio se adicionaron 500 uL. de muestra y se
mezcld con 500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y 7500 pL de agua destilada, se dejo
reposar por 10 min y posteriormente se agregaron 1500 pL de carbonato de sodio Na2CO3 al
20%, se agito y se dejo en reposo por 2 horas. Finalmente se midio la absorbancia en un
espectrofotometro Genesys 10UV -Vis Scanning Thermo Fisher scientific a 765 nm. Los
resultados se expresaran como mg de equivalentes de acido galico (GAE)/g de peso seco a
partir de una curva patrén construida con soluciones estandar de acido galico a

concentraciones de 0.0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mg/mL (Anexo A)
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Figura 5.

Curva de calibracion Cuantificacion de fenoles

Fuente: Esta investigacion.

4.2.5 Actividad antioxidante por DPPH

La actividad antioxidante por el método DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazy) para el
extracto de cascara de arveja se determind acorde a la metodologia reportada por (Jimenez,
2013) con ligeras modificaciones (Pérez & Saura, 2007). Se tom6 0,1 mL del extracto y se
mezclé con 3,9 mL de DPPH al 0.1 mM en etanol. La mezcla se dejo6 en reposo por 30 min en
la oscuridad. Finalmente se midié la absorbancia en un espectrofotometro Genesys 10UV -Vis
Scanning Thermo Fisher scientific a una longitud de onda de 517 nm. Se realizé una curva de
calibracion y los resultados se expresaron en actividad antioxidante equivalente Trolox ET

(Anexo B).
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Figura 6.

Curva de calibracion y determinacion de antioxidantes por DPPH.

Fuente: Esta investigacion.

4.2.6 Obtencidn de las microcapsulas por coacervacién compleja

La coacervacion compleja de los compuestos fenolicos se realizo con base a la
metodologia optimizada por (Pinchao, 2018). Se prepard una emulsién primaria utilizando 0,7
g de lecitina liquida, 7,5 mL aceite de soya y 12 mL de extractos fendlicos acuosos, la mezcla
se homogeneizo6 a 12000 rpm durante 3 min en un Ultraturrax (OLAB D-500). Se mezcl6 la
emulsion primaria con solucion de gelatina al 2,5 % (p/v) preparada a 45 °C en el Ultraturrax a
10.000 rpm durante 3 min. En seguida se adiciond la goma arabiga gota a gota a la doble
emulsion con ayuda de una bureta, con agitacion magnética continua en plancha de
calentamiento, se ajusto el pH a 3,74 con acido acético al 10 %, la temperatura se mantuvo en
45 °C, una vez ajustado el pH se enfrié con ayuda de un bafio con hielo, finalmente se
centrifug6 a 4500 rpm durante 6 min, se elimind la fase pobre en coacervados y el precipitado

0 sobrenadante se llevd a secado en cajas Petri durante 24h a 30 °C en un horno de
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conveccion (GEMMY-CO IN-106). Después del secado se redujo el tamafio de particula de
las muestras y se almacenaron en frascos &mbar en refrigeracion hasta los analisis.

Figura 7.

Microencapsulacién del extracto por coacervacion compleja.

Fuente: Esta investigacion.

4.2.7 Analisis de la actividad antioxidante (DPPH) y anlisis de fenoles totales.

Se pesd 100 mg de microcépsulas y se adicioné 5 mL de etanol al 50 %, la mezcla se
agitd en vortex durante 1 min, se sometio a ultrasonido por 20 min, se centrifugd a 4500 rpm
durante 5 min, se filtr6 el sobrenadante y se realizé la cuantificacion de fenoles totales por el
método de Follin y la actividad antioxidante por el método DPPH descritos previamente

(Pinchao, 2018).
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4.3 Evaluacion del efecto de la pasteurizacion sobre la actividad antioxidante y el
contenido de fenoles totales de un néctar de lulo adicionada con extractos de vaina de
arveja microencapsulados.

Para evaluar el contenido de compuestos fendlicos en el néctar de lulo con la adicion
de las microcépsulas, se realiz6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2*3 con
dos replicas obteniendo un total de 18 tratamientos; se emplearon 2 variables independientes,
tratamiento térmico (sin pasteurizar, pasteurizacion a 65°C * 204 s y pasteurizacion a 85°C *
30 s) y tipo de néctar (N= néctar y Nm= néctar con microcapsulas). Las variables de respuesta
del disefio fueron la cuantificacion de fenoles totales y actividad antioxidante equivalente a
Trolox (ET). Con los resultados obtenidos se realiz6 un analisis de varianza ANOVA con 95%
de confianza, empleando el programa estadistico STARTGRAPHICS CENTURION XV.
4.3.1 Proceso de elaboracién del néctar

La preparacion del néctar se realizé teniendo en cuenta la norma técnica colombiana
para zumos (jugos), néctares, purés (pulpas) y concentrados de frutas (NTC 5468). En el

Anexo D se muestra el diagrama de flujo para la elaboracion del néctar.
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Figura 8.

Elaboracion del néctar de lulo

Fuente: Esta investigacion.

Posteriormente se le adiciono las microcapsulas al néctar de lulo en una concentracion
de 4% (Gonzéles, 2016; Martinez, 2017) y se realizd una pasteurizacion a temperaturas que
garantizan la destruccion microbiana, 85°C por 30 segundos y a 65°C por 204 segundos
(Petruzzi et al., 2017; Deshaware et al., 2019; Wibowo et al., 2019). Finalmente se midid la
actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales antes y después de la pasteurizacion.

4.3.1.1 Pruebas preliminares para establecer el tiempo y la temperatura en el
pasteurizador .

En primer lugar, se construy6 un pasteurizador de laboratorio (ver figura 8), utilizando
dos bombas peristalticas SPP-N6 para impulsar el néctar hacia dos serpentines de vidrio que
se encuentran en el interior de bafios termostaticos, se usé uno bafio termostatico EYELA N
1001S — WD 115V con precision de +0.1 para precalentamiento y otro bafio termostatico

PolyScience WB20A11B con precision de +0.1 para el calentamiento del néctar,
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posteriormente el néctar pasteurizado es enviado a un serpentin de enfriamiento conectado a
un chiller EYELA CCA-115V con precision £2°C. con el fin de someterlas a un choque
térmico brusco, para finalmente ser envasados en recipientes de vidrio previamente
esterilizados. Se registraron las temperaturas con un datalogger a la salida de cada una de las
zonas del pasteurizador.

Figura 9.

lustracion del proceso de pasteurizacion.
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Fuente: Esta investigacion.

Luego, se realizaron pruebas preliminares para calcular el tiempo de retencidn en los
serpentines (ver formula en Anexo C) y asi asegurar que el tiempo de pasteurizacion sea el
correcto. Se control6 la temperatura al final del precalentamiento, calentamiento y
enfriamiento con termocuplas conectadas al datalogger con el fin de garantizar las
temperaturas de salida en cada zona.

Tratamiento de pasteurizacion 1

Para la zona de precalentamiento se establecio la temperatura de 80°C en el bafio

termostato para asi obtener una temperatura del néctar a la salida de 45°C. Para la zona de
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calentamiento se establecié una temperatura de 95°C en el bafio con un tiempo de retencion de
30 segundos para obtener una temperatura de salida del néctar de 85°C.

Tratamiento de pasteurizacion 2

Para la zona de precalentamiento se fijo una temperatura de 50°C en el bafio
termostéatico para lograr una temperatura de salida del néctar de 45°C. Para la zona de
calentamiento se fijé una temperatura de 75°C en el bafio con un tiempo de retencion de 204
segundos, obteniendo una temperatura de salida de 65°C en el néctar. Para ambos tratamientos
de pasteurizacién la temperatura del bafio de enfriamiento se fijo en 5°C para obtener una
temperatura de salida del néctar entre 20 -25°C.
Figura 10.

Pasteurizacion del néctar de lulo

Fuente: Esta investigacion.
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5. Resultados y discusion

5.1 Determinacion de la actividad antioxidante del extracto y los microencapsulados
obtenidos a partir de la vaina de arveja
5.1.1 Cuantificacion de fenoles totales y actividad antioxidante del extracto de vaina de
arveja

En la Tabla 1, se consignan los resultados obtenidos de la cuantificacion de fenoles
totales y actividad antioxidante del extracto de vaina de arveja. Se observa que el valor
promedio de fenoles totales presentes en el extracto de vaina de arveja fue de 6,050 = 0,227
mg EAG/ g.b.s. lo cual concuerda con los valores reportados por Pinchao et al., (2019)
quienes determinaron los compuestos fendlicos en vaina liofilizada de arveja en condiciones
similares de proceso obteniendo valores entre 5,40 £ 0,01y 5,75 £ 0,11 (mg EAG/g muestra
liofilizada); sin embargo, en el estudio realizado por Babbar et al., (2012) obtuvieron un valor
mayor al encontrado en esta investigacion (13.6 mg GAE / g-peso seco), esta variacion se
puede atribuir al uso de metanol como solvente de extraccién debido a su polaridad y afinidad
por estos componentes (Tobdn, 2015). Ghorbani, (2016) al igual que Avilés & Cruz, (2020)
también reportaron valores superiores a los de esta investigacion, 12,12 + 0,19 mg GAE/g y
19 mg GAE/g respectivamente para extractos etanolico de vaina de arveja. Estas variaciones
en los resultados pueden ser debidas a varios factores como el método de extraccion, genotipo
de la muestra, condiciones en las que se desarrollé el cultivo y operaciones de manejo durante

los analisis (Stanisavljevic et al., 2015; Moncayo, 2016).
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Tabla 1

Cuantificacién de fenoles totales y actividad antioxidante en extracto de vaina de arveja

Muestra Fenoles totales (mg Actividad
EAG/g muestra base seca) antioxidante (mM ET/g

muestra base seca)

Extracto 6,050 + 0,227 0,023 + 0,001

Nota: se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion estandar con un coeficiente de variacién de
3.76% y 3.81% respectivamente.

La tabla 2 indica referencias de fenoles totales presentes en diferentes residuos
agroindustriales, se puede observar que los valores obtenidos de la vaina de arveja son
similares a los de la cascara de papa y cascarilla de café, y superiores a valores reportados de
residuos como la cascara de tomate de arbol, cascara de platano, cascara de lulo entre otras;
sin embargo, son inferiores a los reportados para cascara de naranja y pulpa de café; si bien el
valor de fenoles totales presentes en la vaina de arveja no es relativamente alto si es aceptable

al compararlo con otros residuos.
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Tabla 2
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Fenoles totales presentes en diferentes residuos agroindustriales

Residuo Agroindustrial mg EAG/ g.b.s. Referencia
Cascara de papa 7,63 +£0,09 Chaves et al., (2016).
Borra de café 2,23 +1,23 Cortez et al., (2017).
Pulpa de cafée 10,54 + 1,32 Cortez et al., (2017).
Cascarilla de cacao 4,55 +0,43 Franco. & Suarez, (2014).
Cascarilla de café 6,63 + 0,80 Franco. & Suarez, (2014).
Cascara de naranja 27.8 £ 0,64 Franco. & Suarez, (2014).
Céscara de Rojas et al., (2019).

3,40+0,51

guanabana

Céscara de maracuya 0,86+0,07 Rojas et al., (2019).
Céscara de platano 1,54+0,08 Rojas et al., (2019).
Céscara de pifa 2,78+0,42 Rojas et al., (2019).
Céscara de lulo 2,68+0,11 Rojas et al., (2019).
Estopa de coco 1,10+0,06 Rojas et al., (2019).
Céscara de tomate de arbol 1,26+0,37 Rojas et al., (2019).

Fuente: Esta investigacion.

La comparacion de los resultados en cuanto a la actividad antioxidante con otras

investigaciones es dificil debido a las unidades en las que éstas se expresaron y los métodos

que se utilizaron, no obstante, los resultados son comparables a los obtenido en semillas de

arveja reportados por Agboola et al., (2010) donde obtuvieron un valor de 10,9 £ 0.81 (mM

Trolox/100 g peso seco), este valor es mas alto que el que se obtuvo en la presente

investigacion. Stanisavljevic et al., (2015) obtuvieron una actividad antioxidante entre 0.72
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mM ET/g y 2.55 mM ET/g en extractos de cubierta de semillas de diferentes genotipos de
guisantes. Estas diferencias se pueden atribuir a las variedades y genotipos existentes de
arveja, como se evidenci6 claramente en el estudio del autor antes mencionado, donde la
actividad antioxidante vario de un genotipo a otro. La cantidad de fenoles totales y la
actividad antioxidante de un producto, depende de varios factores como son: el cultivo, la
variedad, las practicas agricolas, estado fenolégico, grado de madurez, la zona agroecoldgica,
entre otros (Jofré, 2020).

5.1.2. Cuantificacion de fenoles totales y actividad antioxidante en microencapsulado de
extracto de vaina de arveja

Tabla 3

Cuantificacién de fenoles totales, actividad antioxidante y porcentaje de eficiencia de

encapsulacion del microencapsulado de extracto de vaina de arveja

Fenoles totales Actividad
Muestra (mg EAG/g antioxidante (mM  Eficiencia de
muestra base ET/g muestra encapsulacion
seca) base seca
Microencapsulado 5,282 + 0,233 0,022 + 0,001 81,2%

Nota: se muestran los promedios de tres repeticiones + desviacion estandar con un coeficiente
de variacion de 4,42%, 3,99% y 3,40% respectivamente.

La coacervacion compleja, se fundamenta en la union de dos biopolimeros de cargas
opuestas que forman una pared que encapsula un material de interés. Las microcapsulas
obtenidas por este método poseen excelentes caracteristicas de liberacion controlada y

resistencia al calor (Hernandez & Jiménez, 2018). No se encontraron reportes en la literatura
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sobre microencapsulados de compuestos fendlicos de vaina de arveja, sin embargo, se
encontrd el estudio realizado por Rojas, (2016) donde microencapsularon por el método de
coacervacion un extracto de mora, usando como material de pared caseina — pectina y caseina
— goma arébica, obteniendo fenoles totales de 2,9 y 3,2 mg AG/g respectivamente. En el
estudio de Rojas (2016) se notd una disminucion en el contenido de fenoles de estos
microencapsulados del 46,3% y 40,7% al compararlos con el extracto puro que fue de 5.4 mg
AG/g. Esta diferencia puede atribuirse a las condiciones térmicas utilizadas en el proceso de
microencapsulacion que uso el autor antes mencionado, donde sometio los sistemas de
encapsulacion con el extracto a una temperatura de 90°C por 5 minutos; ya que algunos
compuestos fendlicos son termolabiles y pueden verse afectados al ser sometidos a altas
temperaturas (Trindade & Zapata, 2015).

La actividad antioxidante tiene un comportamiento similar a la de los compuestos
fendlicos, las condiciones térmicas y el material de pared utilizado para el proceso de
encapsulacién del extracto de vaina de arveja, en la presente investigacion, causaron una
disminucion minima de su actividad antioxidante y fenoles totales, comparada al extracto
inicial.

Es preciso anotar que, uno de los indicadores para evaluar la calidad del proceso de
microencapsulacion es la eficiencia de encapsulacion (Hernandez & Jiménez, 2018). Segln
Guerra, (2017) para la encapsulacion por coacervacién compleja se esperaria obtener una
eficiencia del 78 — 91%, este valor esté en funcion de la concentracion del material
encapsulado y los materiales encapsulantes. En la tabla 3 se puede observar que la eficiencia
de encapsulacion obtenida en este estudio (81,2%) concuerda con lo reportado en literatura.

Un valor similar obtuvo Queiroz et al., (2020), quienes encapsularon aceite de cafe verde
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usando como material pared gelatina y goma de anacardo, reportando una eficiencia del 85%.
Nuestra eficiencia fue superior a la reportada por Gomez, et al., (2016), los cuales
encapsularon astaxantina presentando una eficiencia del 59%, atribuyendo su baja eficiencia a
la pared delgada de las capsulas formadas. Lo mismo sucedié en el estudio de Rojas (2016),
quien obtuvo una eficiencia del 63,4% para la encapsulacion de extracto de mora usando un
sistema de proteccion caseina — goma arabiga.
5.2 Evaluacion del efecto de la pasteurizacion sobre la actividad antioxidante y el
contenido de fenoles totales de un néctar adicionado con extracto de vaina de arveja
microencapsulado
5.2.1 Analisis estadistico para cuantificacion de fenoles

En la Tabla 4 se observa que los factores: pasteurizacion, tipo de néctar y la
interaccion entre ambos presentan un valor-P menor a 0.05, indicando que causan un efecto
significativo sobre esta variable con un nivel de significancia del 95.0%. Para determinar
cuales medias fueron significativamente diferentes de otras, se realiz6 la Prueba de Rangos

Muiltiples de Tukey para cada factor.
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Tabla 4

Analisis de varianza para el contenido de fenoles totales

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
EFECTOS
PRINCIPALES
A: pasteurizacion 225,733 2 112,867 14,87 0,0006
B: tipo de néctar 93,8633 1 93,8633 12,36 0,0043

INTERACCIONES

AB 60,4392 2 30,2196 3,98 0,0472
RESIDUOS 91,0974 12 7,59145
TOTAL (CORREGIDO) 471,133 17

Fuente: Esta investigacion.

En la prueba de rangos multiples (Tabla 5) se observa que existen dos grupos
homogéneos para fenoles totales con respecto a la pasteurizacion, mostrando claramente que
el valor mas bajo de fenoles totales se presento en los néctares sin pasteurizar (52,5218 mg
EAG/100 g.b.f.), indicando un efecto positivo para los dos tipos de pasteurizacion ya que se

nota un aumento de compuestos fenélicos comparado con los néctares crudos.
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Tabla b

Prueba de rangos multiples para fenoles totales por pasteurizacion (Tukey HSD)

pasteurizacion Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
sin pasteurizar 6 52,5218 1,12483 A

85°C x 30s 6 58,4788 1,12483 B

65°C x 204 s 6 60,961 1,12483 B

Nota: medias con letra comdn no son significativamente diferentes (p<0.05)
Fuente: Esta investigacion.

La Grafica 1 indica las medias para cada tratamiento de pasteurizacién, se observa que
los dos tipos de pasteurizacion son semejantes, mientras que hay significante con respecto a
los néctares sin pasteurizar, corroborando que los dos tratamientos térmicos aumentaron la
cantidad de compuestos fendlicos presentes en el néctar. Resultados similares fueron
reportados por Romero et al. (2014), quienes pasteurizaron espinaca a 75°C por 15 min
obteniendo un aumento de los compuestos fendlicos, atribuyendo este aumento al
debilitamiento o ruptura de las paredes celulares vegetales que favorece la disponibilidad de
estos compuestos. Igualmente, Casa & Castillo (2017) evidencian un aumento de compuestos
fenolicos en una bebida funcional sometida a pasteurizacién a 80°C, 85°C y 90°C por 5 min,
observando que a medida que aumenta la temperatura hay un incremento de contenido de
compuestos fenolicos, argumentando que este aumento se debe a la liberacion de acidos

fenolicos unidos a los constituyentes celulares, reafirmando lo dicho anteriormente.

60



61

Grafica 1l

Medias para fenoles totales segun el tratamiento de pasteurizacion

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Fuente: Esta investigacion.

No obstante, existen estudios en los cuales los tratamientos de pasteurizacion
disminuyeron significativamente el contenido de fenoles totales en néctares, tal como lo
afirma Valencia & Guevara (2013), en un estudio en el cual notaron una disminucion de
compuestos fendlicos presentes en el néctar de zarzamora después del proceso de
pasteurizacién. Cortez (2019) argumenta, que el aumento o disminucién de compuestos
bioactivos se debe posiblemente a la naturaleza de los polifenoles presentes en la fruta, los
cuales puede que posean una estructura que les permita cierta estabilidad térmica o exista un

efecto sinérgico entre ellos.
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Tabla 6

Prueba de rangos multiples para fenoles totales por tipo de néctar (Tukey HSD)

62

tipo de Nectar Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
N 9 55,037 0,91842 A
Nm 9 59,604 0,91842 B

Nota: medias con letra comdn no son significativamente diferentes (p<0.05)
Fuente: Esta investigacion.

En la Tabla 6, mediante el método (HDS) de Tukey, se identifica que existe diferencia
significativa entre el contenido de fenoles totales en el néctar solo y el néctar con adicién de
microcapsulas, obteniendo la mayor cantidad de fenoles totales en el néctar con adicién del
extracto rico en fenoles microencapsulados. Algo similar describe Hamid et al., (2020) al
agregarle compuestos fendlicos encapsulados a una bebida de frutas, registrando un aumento
de fenoles (164.27 EAG/100 mL) comparados con la muestra control (17.43 EAG/100 mL),
asi mismo Cam et al., (2014) mencionan un aumento en compuestos fenélicos para un helado
enriquecido con fenoles de cascara de granada microencapsulados.

Grafica 2

Medias para fenoles totales por tipo de néctar

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Fuente: Esta investigacion.
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Es evidente que la adicion de fenoles microencapsulados en matrices alimentarias
resulta beneficioso, ya que aumenta las propiedades funcionales del producto final, resultando
asi mas atractivo y saludable para el consumidor. Martinez (2017) considera que el uso de
microencapsulados en bebidas ejerce un efecto positivo en la conservacion y mejora de la
bioaccebilidad de compuestos bioactivos.

Tabla 7
Prueba de comparacion maltiple Tukey para la interaccion de pasteurizacion vs Tipo de

néctar para fenoles totales

Pasteurizacion Tipo de Néctar Medias LS Grupos Homogéneos
65°C * 204 s N 59.273 Ab

65°C * 204 s Nm 62.649 Bc

85°C*30s N 53.713 A

85°C*30s Nm 63.244 Bc

Sin pasteurizar N 52.124 A

Sin pasteurizar Nm 52.919 A

Nota: medias con letra comun no son significativamente diferentes (p<0.05)
Fuente: Esta investigacion.

Para la interaccidn que existe entre la pasteurizacion y el tipo de néctar, se realiz6 la
prueba de comparacién multiple de tukey. La Tabla 7 nos indica que la pasteurizacion gener6
un aumento de fenoles tanto para el néctar solo como en el néctar con la adicion de
microcapsulas, sin embargo se observa que el contenido de fenoles en el néctar con
microencapsulados fue superior en los dos tipos de pasteurizacion, debido a la liberacion

activada térmicamente de las microcépsulas, en donde las fluctuaciones de temperatura
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aumentan la velocidad de liberacion por cambios en el estado fisico de las particulas a través
del colapso y la fusion del material de revestimiento (Mojtaba & Mohammad, 2020). Con
respecto a esto Kaderides et al., (2019) afirman que la encapsulacion aumenta la resistencia de
los compuestos fendlicos agregados a matrices alimentarias sometidas a procesos térmicos,
después de observar una menor degradacion de estos mismos en galletas con incorporacion de
compuestos fendlicos microencapsulados horneadas a 210°C por 10 min.

et al., (2020), expresan que la morfologia de las microcapsulas incorporadas en un
jugo de tamarindo permanecié similares a las microcapsulas poco después de la coacervacion
compleja, indicando que no hubo un cambio significativo en la microestructura cuando se
aplica a la bebida una pasteurizacion de 85°C por 30 s. Esto nos conduce a deducir que el
método de microencapsulacion y los materiales de revestimiento usadas en la presente
investigacion contribuyeron a preservar el contenido de fenoles totales en el néctar después de
ser sometido a una pasteurizacion, ya que se nota un aumento del 18% al 20 % de compuestos
fendlicos en los néctares comparados con los néctares crudos y de un 5% y 17% con respecto
a los néctares sin microcapsulas pasteurizados, demostrando que solo un porcentaje minimo
de microcépsulas fueron liberadas después del tratamiento térmico. Caso contrario menciona
Cam et al., (2014) al observar una disminucion en el contenido de compuestos fendlicos en
helado con incorporacién extracto de granada microencapsulados después de una
pasteurizacion de 80°C por 10 minutos.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la importancia de la
encapsulacion de compuestos fendlicos para su preservacion durante tratamientos térmicos, la
pared de las microcapsulas formada por la interaccion de la gelatina y goma ardbiga actta

como barrera protectora de los compuestos bioactivos dando buenos resultados en los néctares
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pasteurizados. La presencia de proteina en el material pared (gelatina) permite la formacion de
una red fuerte durante la desnaturalizacion como resultado de las altas temperaturas y previene
la degradacion de polifenoles (Saponjac, et al., 2016).
5.2.2 Analisis estadistico para actividad antioxidante por DPPH

La tabla 8 muestra que el valor-P de la razon-F es mayor a 0.05 indicando que no
existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias con un valor de confianza del
95.0%.
Tabla 8

Analisis de varianza para actividad Antioxidante por DPPH

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES
A pasteurizacion 0,0102921 2 0,00514606 3,23 0,0753
B: tipo de néctar 0,00196356 1  0,00196356 1,23 0,2884

INTERACCIONES

AB 0,00548144 2 0,00274072 1,72 0,2200
RESIDUOS 0,019096 12 0,00159133
TOTAL (CORREGIDO)  0,0368331 17

Fuente: Esta investigacion.

Resultados similares obtuvieron Deshaware et al., (2019) al no observar un cambio
significativo en la actividad antioxidante de un jugo de calabaza sometido a diferentes
temperaturas de pasteurizacion en comparacion con el jugo crudo. En diferentes estudios se
demuestra la correlacion positiva que existe entre los compuestos fenoélicos y la actividad
antioxidante, tal es el caso De la Riva (2010) donde encontrd una alta correlacion entre ambos

presentando una relacion directa entre ellos ya que la actividad antioxidante se ve
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directamente influenciada por el contenido de fenoles totales. En el presente estudio a pesar de
que se no encontrd un cambio significativo en la actividad antioxidante para los néctares
después de los tratamientos, si existe una alta correlacion (R?=0,99) entre esta y los fenoles
totales, como se puede observar en la gréfica 3a y 3b tanto para el néctar solo como para el
néctar con microcapsulas se evidencia un minimo aumento de la actividad antioxidante para
ambas pasteurizaciones.

Grafica 3a.

Actividad antioxidante y contenido de fenoles totales en el néctar de lulo respecto a los

tratamientos de pasteurizacion
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Fuente: Esta investigacion.
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Grafica 3b.
ctividades antioxidantes y fenoles totales presentes en el néctar de lulo con microcapsulas

respecto a los tratamientos de pasteurizacion
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Fuente: Esta investigacion.

La diferencia no significativa en la actividad antioxidante puede darse por que los
fenoles que se liberaron en las pasteurizaciones contenian una actividad antioxidante baja.
Zielinski y Kozlowska (2000) sefialan que no todos los compuestos fenolicos tienen la misma
actividad antioxidante, algunos son mas potentes y otros mas débiles, ademas pueden
desarrollar antagonismos o sinergismo consigo mismos 0 con otros componentes presentes en
el alimento.

Los valores bajos de DPPH también se pueden atribuir a la lentitud de la reaccion
entre este y las moléculas del sustrato, (Calderdon & Moran, 2017). Por esto es importante el

implementar diferentes métodos para la determinacion de la actividad antioxidante.
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5.2.3 Cambios en el contenido de fenoles y actividad antioxidante del néctar con
compuestos fenolicos microencapsulados durante almacenamiento

Se realiz6 un seguimiento del contenido de compuestos fendlicos y de la actividad
antioxidante del néctar de lulo y néctar de lulo con microcépsulas pasteurizados a 85°C por 30
s durante almacenamiento, ya que este fue el tratamiento de pasteurizacién con el cual se
obtuvo un valor mas alto en fenoles totales.

En la gréfica 4a y 4b se observa que el contenido de compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante tanto en el néctar de lulo como en el néctar de lulo con adicion de
microcédpsulas se mantuvieron estables en los 14 dias de almacenamiento. Lo anterior se
podria atribuir a la inactivacion de la peroxidasa a causa del tratamiento térmico usado en esta
investigacion; Wibowo et al., (2019) mencionan, que el uso de la pasteurizacion a 85°C por 30
s desactiva completamente esta enzima; por ende, la inactivacion de esta evita la degradacion
de compuestos fendlicos durante el tiempo de almacenamiento (Rabie, et al., 2014). También
se puede apreciar que el néctar de lulo con adicion de microcapsulas contiene valores mas
altos de compuestos fendlicos y actividad antioxidante durante los 14 dias de almacenamiento;
Kaderides et al., (2019) afirman que esto se debe al efecto protector de la encapsulacion del
extracto fendlico. Asi mismo se observa una evolucion de dichos compuestos similar a los del
néctar sin microcapsulas en el almacenamiento, lo que nos conlleva a deducir que los
materiales de revestimiento que se usaron para microencapsular el extracto de vaina de arveja
evito la fuga de estos en los 14 dias que fueron almacenados; estas observaciones son
consistentes con los hallazgos realizados por Queiroz et al., (2020) en donde las microcéapsulas
de cafestol incorporadas a un jugo de tamarindo permanecieron estables durante los 30 dias de

almacenamiento al no detectar la presencia de cafestol en el jugo, indicando que la pared de
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gelatina y goma de anacardo fueron efectivas para promover su estabilidad. Asi mismo Cam et
al., (2014) enfatizan que los microencapsulados de cascara de granada se mantuvieron estables
en los dias de almacenamiento evitando la oxidacion debido a que el material de

recubrimiento actla como barrera protectora para los fenoles.

Saponjac, et al., (2016) mencionan, que el tipo de agente encapsulante y la relacion
nucleo — pared son variables importantes para la encapsulacién de compuestos fenolicos y que
el contenido de proteina presente en el material encapsulante garantiza la proteccién de los
bioactivos durante el almacenamiento.

Finalmente se podria deducir que las microcapsulas permitieron conservar el contenido
de compuestos fendlicos presentes en el néctar de lulo.

Grafica 4a.
Contenido de fenoles totales durante almacenamiento para néctar de lulo y néctar de lulo

con microcapsulas
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Fuente: Esta investigacion.
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Grafica 4b.

Actividad Antioxidante durante almacenamiento para néctar de lulo y néctar de lulo con

microcapsulas
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Conclusiones
El método de encapsulacion por coacervacion compleja permitié mantener el
contenido de fenoles totales y actividad antioxidante similares a los del extracto puro,
obteniendo una eficiencia de encapsulacion del 81.2%. El uso de una metodologia
optimizada para el proceso de encapsulacion proporcionoé las condiciones adecuadas
para garantizar una estabilidad prolongada del material del ndcleo.
La incorporacion de compuestos fenolicos microencapsulados extraidos de vaina de
arveja aumento el contenido de fenoles totales del néctar de lulo en un 18% y 20% que
se evidencio después de ser sometido a pasteurizaciones de 65°C por 204 s y 85°C por
30 s respectivamente, esto debido a que le tratamiento térmico pudo romper algunas de
las microcapsulas y liberar los compuestos fendlicos encapsulados.
Realizando la prueba de rangos maltiples se encontrd que no hubo diferencias en el
contenido de fenoles totales en las muestras pasteurizadas; sin embargo, dicho
contenido fue significativamente mas alto en comparacion con las muestras sin
pasteurizar; siendo la pasteurizacion a 85°C por 30 s la que obtuvo numéricamente un
mayor contenido de fenoles totales en el néctar con adicion de microcapsulas.
No se encontr6 diferencia significativa en la actividad antioxidante para los
tratamientos de pasteurizacion ni para los dos tipos de néctar.
El proceso de encapsulacion por coacervacion compleja y el uso de goma arébiga y
gelatina como material protector evito la perdida de compuestos bioactivos al ser
adicionados en una matriz sometida a tratamientos térmicos y estos permanecieron

estables durante almacenamiento.
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Recomendaciones
Debido a los valores bajos obtenidos en la actividad antioxidante por el método DPPH,
se recomienda aplicar otros métodos para lograr tener una mejor caracterizacion de
dicha actividad en los extractos de cascara de arveja.
Realizar una caracterizacion morfoldgica de las microcapsulas adicionadas al néctar
después del proceso de pasteurizacion para observar como afecta las diferentes
temperaturas a la estructura de las mismas.
Realizar un anélisis de composicién del néctar de lulo con y sin microcapsulas para
detectar cuales son los compuestos liberados después de los tratamientos de
pasteurizacion.
Realizar pruebas sensoriales y de aceptabilidad del néctar adicionado con compuestos
fendlicos microcapsulados.
Evaluar la bioaccesibilidad in vitro del néctar adicionado con extracto de vaina de

arveja microencapsulado.
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Anexo A: Cuantificacion de contenido de fenoles totales

ANEXOS

» Concentracion de solucion madre de acido galico: 1 mg/mL

Tabla Estandares de acido galico

estandares | alicuota | aforo concentracion Absorbancias
(mL) (mL) (mg/mL)
El 0,1 10 0,01 0,005
E2 0,3 10 0,03 0,014
E3 0,5 10 0,05 0,022
E4 0,7 10 0,07 0,034
ES 0,9 10 0,09 0,048
E6 1 10 0,1 0,055
E7 1,3 10 0,13 0,077
E8 1,5 10 0,15 0,092
E9 1,7 10 0,17 0,103
E10 19 10 0,19 0,114

Fuente: Esta investigacion.
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» Curva de calibracién

Figura Curva de calibracion de fenoles totales
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» Cuantificacion del contenido fendlico de extracto

De acuerdo con la ecuacion de la recta se calcula la concentracién del contenido fendlico en

los extractos, como ejemplo se tomo el primer valor de la tabla 2.

y=mx+b

Donde:

y= absorbancia

m= pendiente

X= concentracion

b= interseccion

se despejo la formula

0,071+ 0,0055
~0,6295mL/mg

X = 0,122

89



la extraccion se llevd a cabo con un volumen de 12,5 mL de solvente

X 12,5 mL de solvente
X=1.519 mg EAG
los resultados se expresaron en mg EAG/g de base seca
1,55mgEAG..........ocevials 0,25 g de muestra
X 1lg
x=6,076 mg EAG/g.b.s. s

» Cuantificacion de fenoles para extracto

muestra# | peso (Q) absorbancia | (y+b)/ mg mg EAG/ | promedio
muestra m EAG/1g g.bs. mg/g.b.s.
(12.5ml)
1 0,25 0,071 0,122 1,525 6,076
2 0,25 0,067 0,115 1,439 5,759 6,050
3 0,25 0,074 0,126 1,578 6,315

Fuente: Esta investigacion.
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» Cuantificacion de fenoles para microcapsulas

muestra# | peso (9) absorbancia | (y+b) mg mg EAG/ | promedio
muestra /m EAG/1g g.bs. mg/g.b.s.
(5mL)
1 0,1 0,064 0,110 0,552 5,520
2 0,1 0,062 0,107 0,536 5,361 5,282
3 0,1 0,057 0,099 0,496 4,964

Fuente: Esta investigacion.
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» Cuantificacién de fenoles para néctar de lulo dia 0

92

Tipo de Tipo | Replica | Concentracién | ABS | (y+b)/m | Mg | mg Promedio
pasteurizacién | de néctar (g/ml) AG/ | EAG/ | mg EAG/
néctar g.b.f. | 100 100 g.b.f.
g.b.f.
1 0,267 0,085 | 0,244 | 0,539 | 53,912
N 2 0,267 0,076 | 0,129 | 0,486 | 48550 | 5105
3 0,267 0,085 | 0,144 | 0,539 | 53,912
sin N 1 0,267 0,077 | 0,131 | 0,491 | 49,146
pasteurizar m 2 0,267
0,084 | 0142 |0533|53316 | 55919
3 0,267 0,089 | 0,150 | 0,563 | 56,295
. 1 0,267 0,085 | 0,144 | 0,539 | 53,912
2 0,267
0,080 | 0,136 | 0,509 | 50,933 | 53713
3 0,267 0,089 | 0,150 | 0,563 | 56,295
Tratamiento 1 1 0,267 0,105 | 0,176 | 0,658 | 65,826
o *
85°C*30s N1m 2 0,267 0,100 | 0,168 | 0,628 | 62,847 63.244
3 0,267 0,097 | 0,163 | 0,611 | 61,060
o 1 0,267 0,094 | 0,158 | 0,593 | 59,273
2 0,267 0,098 | 0,164 | 0,617 | 61,656 | 59973
3 0,267 0,090 | 0,152 | 0,569 | 56,890
Tratamiento 2 1 0,267 0,096 | 0,161 | 0,605 | 60,465
o~ * N2m
65°C * 204 s 2 0,267 0,100 | 0,168 | 0,628 | 62,847 | g2 gag
3 0,267 0,103 | 0,172 | 0,646 | 64,635

Fuente: Esta investigacion.
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» Cuantificacién de fenoles totales para néctar de lulo 7 dias

93

Tipo de Tipo | Replica | Concentracion | ABS | (y+b) | Mg | mg Promedio
pasteurizacion |  de néctar (g/ml) /m AG/ | EAG/ mg EAG/
néctar g.b.f. | 100g.b.f. | 100 g.b.f.
1 0,267 0,085 | 0,144 | 0,539 | 53,912
N 2 0,267 0,076 | 0,129 | 0,486 | 48,550 51,132
3 0,267 0,080 | 0,136 | 0,509 | 50,933
Sin_ N 1 0,267 0,077 | 0,131 | 0,491 | 49,146
pasteurizar m 2 0,267
0,084 | 0,142 | 0,533 | 53,316 50,933
3 0,267 0,079 | 0,134 | 0,503 | 50,338
" 1 0,267 0,080 | 0,136 | 0,509 | 50,933
2 0,267
0,084 0,142 | 0533 | 53316 | 50536
3 0,267 0,074 | 0,126 | 0,474 | 47,359
Tratamiento 1 1 0,267 0,092 | 0,155 | 0,581 | 58,082
85°C * 30 N1
S m 2 0,267 0,100 | 0,168 | 0,628 | 62,847 59 273
3 0,267 0,090 | 0,152 | 0,569 | 56,890

Fuente: Esta investigacion.
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» Cuantificacion de fenoles totales para néctar de lulo 14 dias

94

Tipo de Tipo | Replica | Concentracién | ABS | (ytb)Y/m | Mg | mg Promedio
pasteurizacion de néctar (g/ml) AG/ | EAG/ | mg EAG/
néctar g.b.f. | 100 100 g.b.f.
g.b.f.
\ 1 0,267 0,087 | 0,247 | 0,551 | 55,103
2 0,267 0,079 | 0,134 | 0,503 | 50,338 | 5373
3 0,267 0,081 | 0,137 | 0,515 | 51,529
Sin \ 1 0,267 0,085 | 0,144 | 0539 | 53,912
pasteurizar m 2 0,267
0,082 | 0139 | 0521 | 52,125 | 51330
3 0,267 0,075 | 0,128 | 0,480 | 47,955
1 0,267 0,082 | 0,139 | 0521 |52,125
N1 2 0,267
’ 0,076 | 0,129 | 0,486 | 48,550 51,529
3 0,267 0,085 | 0,144 | 0,539 | 53,912
Tratamiento 1 1 0,267 0,095 | 0,160 | 0,599 | 59,869
o *
85°C *30's Nim 2 0,267 0,090 | 0,152 | 0,569 | 56,890 | g 266
3 0,267 0,102 | 0,171 | 0,640 | 64,039

Fuente: Esta investigacion.
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» Concentracion de solucion madre de Trolox: 495 pM/L

Tabla Estandares de Trolox para DPPH

Anexo B. Actividad antioxidante por el método DPPH

estandares | alicuota | aforo concentracion Absorbancias
(mL) (mL) (HM/L)
El 1.01 10 50 0,850
E2 2.02 10 100 0,735
E3 4.04 10 200 0,650
E4 6.06 10 300 0,539
ES 8.07 10 400 0,451
E6 10.09 10 500 0,325
E7 12.11 10 600 0,225
ES8 14.13 10 700 0,175
E9 16.15 10 800 0,090

Fuente: Esta investigacion.
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» Curva de calibracion para DPPH
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Figura Curva de calibracion para DPPH
» Cuantificacion del contenido actividad antioxidante de extracto
De acuerdo con la ecuacion de la recta se calcula la concentracidn del contenido fendlico en
los extractos, como ejemplo se tomo el primer valor de la tabla 2.
y=mx+b
donde:
y= absorbancia
m= pendiente
X= concentracion
b= interseccion
se despejo la formula

_ 0,410 —-0,8516
~ —0,001L/uM

= 441,600 pM/L
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la extraccion se llevé a cabo con un volumen de 12.5 mL de solvente

441600 M E. T/L ..coviiieinne 1000 L

X 12,5 mL de solvente
X=5.52 uM/ g.b.s.
los resultados se expresaron en mg EAG/g de base seca
552uM/g.bs. ..o 0,25 g de muestra
X 19
x= 22,080 uM/ g.b.s.

Cuantificacién de actividad antioxidante para extracto

97

muestra | peso (g) | absorbancia | (y+b) uM uM E. T/ | promedio | promedio
# muestra /m E.T/1g g.b.s. mMET/ | mME.T/
(12.5ml) g.bs. g.b.s.
1 0,25 0,410 441,6 5,52 22,080 0,022
2 0,25 0,370 481,6 6,02 24,080 0,024 0,023
3 0,25 0,375 476,6 5,95 23,830 0,023

Fuente: Esta investigacion.
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» Cuantificacion de actividad antioxidante para microcdpsulas

98

muestra | peso (g) | absorbancia | (y+b)/m uM UM E.T | mM E.T | promedio
# muestra E.-T/lg | /g.bs. /g.b.s. mM E.T
(5ml) /g9.b.s.
1 0,1 0,420 4316 | 2,158 | 21,580 0,021
2 0,1 0,376 4756 | 2,378 | 23,780 0,023 0,022
3 0,1 0,392 459,6 | 2,298 | 22,980 0,022
Fuente: Esta investigacion.
» Cuantificacion de actividad antioxidante para néctar de lulo dia 0
Tipo de Tipo | Replica | Concentracion | ABS | (y+b)/m | uM Promedio
pasteurizacion de nectar (g/ml) ET uM E. T
néctar /g.b.f. /g.b.f.
1 0.267 0,198 | 653,600 | 2,451
N 2 0.267 0,193 | 658,600 | 2,470 2 442
3 0.267 0,210 | 641,600 | 2,406
Sin 1 0.267 0,200 | 651,600 | 2,444
pasteurizar Nm 2 0.267 0,204 | 647,600 | 2,429 2,414
3 0.267 0,220 | 631,600 | 2,369
1 0.267 0,212 | 639,600 | 2,399
N1 2 0.267 0,189 | 662,600 | 2,485 | 2445
3 0.267 0,198 | 653,600 | 2,451
Tratamiento 1 1 0.267 0,198 | 662,600 | 2,485
85°C *30's Nim | 2 0.267 0,175 | 676,600 | 2,537 | 2494
3 0.267 0,196 | 655,600 | 2,459
1 0.267 0,190 | 661,600 | 2,481
N2 2 0.267 0,186 | 665,600 | 2,496 | 2464
3 0.267 0,208 | 643,600 | 2,414
Tratamiento 2 | 1 0.267 0,195 | 656,600 | 2,462
65°C * 204 5 m 2 0.267 0,180 | 671,600 | 2519 | 2506
3 0.267 0,175 | 676,600 | 2,537

Fuente: Esta investigacion.

98



» Cuantificacion de actividad antioxidante para néctar de lulo 7 dias

99

Tipo de Tipo | Replica | Concentracion | ABS | (y+b)/m | uM Promedio
pasteurizacion de néectar (g/ml) ET uM E. T
néctar lg.b.f. | /g.bf.
1 0.267 0,253 | 598,600 | 2,245
N 2 0.267 0,269 | 582,600 | 2,185 2237
3 0.267 0,243 | 608,600 | 2,282
sin 1 0.267 0,231 | 620,600 | 2,327
pasteurizar | M 2 0.267 0,251 | 600,600 | 2,252 2297
3 0.267 0,235 | 616,600 | 2,312
1 0.267 0,258 | 593,600 | 2,226
N1 2 0.267 0,237 | 614,600 | 2,305 | 2265
3 0.267 0,248 | 603,600 | 2,264
Tratamiento 1 1 0.267 0,23 | 621,600 | 2,331
85°C *30's Nim 2 0.267 0,25 | 601,600 | 2,256 2295
3 0.267 0,239 | 612,600 | 2,297
Fuente: Esta investigacion.
» Cuantificacion de actividad antioxidante para néctar de lulo 14 dias
Tipo de Tipo | Replica | Concentracion | ABS | (y+b)/m | uM Promedio
pasteurizacion de néectar (g/ml) ET uM E. T
néctar /g.b.f. /g.b.f.
1 0.267 0,264 | 587,600 | 2,204
N 2 0.267 0,252 | 599,600 | 2,249 2207
3 0.267 0,273 | 578,600 | 2,170
Sin 1 0.267 0,264 | 587,600 | 2,204
pasteurizar Nm 2 0.267 0,275 | 576,600 | 2,162 2,175
3 0.267 0,276 | 575,600 | 2,159
1 0.267 0,230 | 621,600 | 2,331
N1 2 0.267 0,233 | 618,600 | 2320 | 2307
3 0.267 0,246 | 605,600 | 2,271
Tratamiento 1 1 0.267 0,22 | 631,600 | 2,369
gseC*30s | NIm |2 0.267 0,235 | 616,600 | 2,312 | 39
3 0.267 0,237 | 614,600 | 2,305

Fuente: Esta investigacion.
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Anexo C. Calculo de tiempo de retencién
> Determinacion del caudal o flujo en el equipo

Tabla Férmulas para Determinar el Tiempo de Retencion

DETERMINACION DEL CAUDAL

Ensayos llenar probeta Bomba positiva rpm= Bomba positiva rpm=
100 ml tiempo en segundos tiempo en segundos
1
2
3
4
5
Q=VI/t
Donde:
Q = caudal

V = Volumen en cm3

t = tiempo en segundos

Q=A*V
Donde:

Q = caudal

V = Velocidad en cm / segundo

A = 4area trasversal

100

100



A=1* 12

, donde r = Radio del tubo.

V = x/t

Donde:

V= Velocidad

x = Distancia en cm

t = Tiempo en segundos
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Anexo D. Diagrama de flujo elaboracion de néctar de lulo con adicion de microcapsulas.

Recepcion de materia prima

I

Seleccion y clasificacion

I

Limpieza y desinfeccion

I

Despulpado y tamizado

I

Formulacion

I

Adicion de microcapsulas

U

Pasteurizacion

I

Envasado

Almacenamiento

Fuente: Esta investigacion.
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