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PROLOGO

Las especies de Vaccinium shei Reade, Vitis vinifera e Hibiscus sabdariffa demostraron
ser fuentes de compuestos bioactivos en la elaboracion de la bebida, la cual fue disefiada
en formulacion de 7.5 g/100 ml de Arandano Azul, 5.0 g/100ml de Uva Roja y usando
como base acuosa una infusion de Flor de Jamaica de 2.0 g/100 ml, todas de origen
ecuatoriano, siendo estas proporciones correspondientes a la formulacion F3, la cual
presento las mejores caracteristicas tanto sensoriales y junto con la F1 sin diferencia
significativa entre estas dos formulaciones evaluadas (p>0.05) para el pardmetro
actividad antioxidante, escogiendo a F3 debido a su también aceptacion sensorial. Se
logré determinar la presencia de varios componentes bioactivos presentes en la bebida
como Compuestos Fenolicos (555.78 mg/L), Taninos (2475.15 mg/L), Flavonoides
(64.26 mg/L) y Saponinas (0.4 %), ademés mediante screnning Cromatografico (GC-MS)
se pudo encontrar la presencia de otros componentes de interés como Acido Ascorbico
(Vitamina C), Digitoxina y Tumerona. Se comprobd que la bebida cumple con los
requisitos que se encuentran en la normativa NTE INEN 2337:2008, a su vez todas las
formulaciones presentaron actividad antioxidante in vitro mediante inhibicion de
2,2difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) siendo el valor de la formulacion escogida F3, IC50.
1997.86 mg/ml con respecto a Acido Gélico.



Introduccion

Existe un creciente interés por la elaboracion de alimentos con nuevos valores afiadidos
y bebidas con propiedades promotoras de la salud como jugos y bebidas no alcohdlicas
fortificadas con frutas, como fuente de nutrientes y bioactivos compuestos, de esta manera

las bebidas son una importante apuesta del mercado funcional (Gironés-Vilaplana, 2014).

La elaboracion de bebidas de frutas que contengan compuestos bioactivos y
biodisponibles, puede ser la base de nuevos alimentos funcionales capaces de prevenir
diferentes tipos de enfermedades relacionadas a un estado fisioldgico de estrés oxidativo

(Gironés-Vilaplana, 2014).

Hoy en dia el consumidor tiene mayor preocupacion por su salud, y establece
directamente su manera de alimentarse con su estado de salud. Entre los principales
problemas destaca el alto consumo de bebidas con alto contenido de azucar, como varios
tipos de gaseosas y refrescos lo cual esta relacionado un mayor riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, diabetes e hipertension (Salar, Fernandez, &

GarciaViguera, 2020).

El nuevo estilo de vida en el mundo ha reemplazado la ingesta de frutas y verduras por
un alto consumo de comidas rapidas, gaseosas, golosinas, otras lo que se traduce en una
alimentacion cada vez mas carente de vitaminas, macro y micronutrientes de mucho
interés biologico. Existe evidencia de que varios tipos de frutas y verduras contienen
propiedades nutricionales que previenen e incluso combaten varios tipos enfermedades,
y que actualmente son muy poco utilizados en la industria alimentaria (Curo &

Montenegro, 2018).

Existen en Ecuador diferentes tipos de nuevos cultivos de especies vegetales que podrian
ser aprovechadas debido a su contenido de compuestos bioactivos para la elaboracion de
alimentos funcionales con propiedades fisicoquimicas y terapéuticas. Existen estudios
que aseguran las propiedades antioxidantes del Vaccinium shei Reade (arandano azul),
Vitis vinifera (uva roja) e Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica), sin embargo, alin no han
sido utilizados como potenciales materias primas en la elaboracion de alimentos

funcionales como una bebida con poder antioxidante.



Este trabajo de investigacion ha caracterizado las propiedades fisicas, fisicoquimicas y
antioxidantes de un alimento funcional a base de Arandano azul, Uva roja y Flor de
Jamaica mediante la formulacion de una bebida con propiedades antioxidantes y
aceptacion de los consumidores mediante ensayos sensoriales y cumpliendo la normativa

nacional correspondiente.

1.1 Planteamiento del problema

Nuevas tendencias en alimentacion indican un interés de los consumidores por alimentos,
que ademas del valor nutritivo aporten beneficios a su salud, esto ha producido un interés
especial en las ciencias de los alimentos correspondiente al estudio de “alimentos
funcionales”. Este concepto no es del todo nuevo, ya que Hipdcrates propuso hace casi
2500 afios la frase "deja que la alimentacion sea tu medicina y que la medicina sea tu

alimentacion" (Astiasaran & Martinez, 2000).

Entre las principales 10 causas de muerte en el mundo seglin reporte de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en 2019 se encuentran la cardiopatia isquémica, accidente
cerebrovascular, canceres de traquea y bronquios, enfermedad de Alzheimer y Diabetes
Mellitus. Todas relacionadas con el estrés oxidativo y los radicales libres que se producen

en el cuerpo humano por diversos factores, entre ellos, una mala alimentacion.

Hoy en dia es comun encontrar enfermedades relacionadas con problemas hepaticos,
cardiacos, cancer, enfermedades degenerativas, otras; teniendo relacion directa con los
radicales libres. Los compuestos antioxidantes son principalmente compuestos
encontrados en alimentos de origen vegetal y su principal funcion es prevenir el dafio a

las moléculas bioldgicas en el organismo debido al estrés oxidativo.

En Ecuador la incidencia de desarrollar cancer antes de los 75 afios es de un 20%
aproximadamente, segun los Registros de Cancer de Base Poblacional (RCBP). Debido
al estilo vida, la alimentacion inadecuada, el mayor sometimiento de estrés, entre otros
factores, los radicales libres se hacen presente en mayor proporcion en las poblaciones.
Se evidencia que en Ecuador el 29,2% de la poblacion presenta un consumo excesivo de
carbohidratos, mientras que menos del 3% de la poblacion presenta un adecuado consumo
de fibra, por otro lado, el consumo promedio de frutas y verduras a nivel nacional es de
183 g/dia, que corresponde a menos de la mitad de las recomendaciones de la OMS de

400g (Ministerio de Salud Publica, 2017).



Esta problematica conllevo a la elaboracion de una bebida rica en antioxidantes a base del
extracto de la Arandanos azules, Uva roja y Flor de Jamaica que contribuya de manera
eficaz con el control y disminucion de los efectos de estas enfermedades que amenazan
con la salud de la poblacion; contribuyendo a promover una cultura de alimentacion sana

y preventiva para un mejor vivir.

1.1.1 Formulacion del problema

. Se lograra conservar el potencial antioxidante de las materias primas de una bebida a
base de Vaccinium shei Reade, Vitis vinifera e Hibiscus sabdariffa, luego del proceso de

pasteurizacion del producto terminado?
1.1.2 Hipotesis general

La bebida elaborada a base de Vaccinium shei Reade (Arandano azul), Vitis vinifera (Uva
roja) e Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica), todos de origen ecuatoriano tendra actividad

antioxidante y sera aceptada sensorialmente.

1.2 Justificacion del proyecto

El consumo de bebidas no alcoholicas se ha ampliado y tiene cada vez mas aceptacion
por parte de los consumidores, esto debido a que buscan mads alld de una experiencia de
caracter sensorial, algin tipo de beneficio para su salud y que les ayuden a prevenir
enfermedades. Hemos visto como el consumo de bebidas como infusiones de caféy varias
hierbas aromaticas han llegado al mercado y se han posicionado con facilidad. Hoy en
dia existe alta demanda de productos naturales con aporte nutricional y compuestos

bioactivos que permitan lograr un mejor estilo de vida.

Una infusiéon de café contiene componentes secundarios con efectos sobre la salud que
compiten directamente con los de la cafeina, estos son los compuestos fenolicos, del grano
crudo y otros generados en sus procesos de produccion, destacando el acido clorogénico
y otros que le otorgan una alta capacidad antioxidante y también son responsables directos
del sabor de esta infusion (King, 2021). Alimentos como el café, frutas, gramineas y las
verduras son alimentos con capacidad antioxidante, su consumo frecuente minimiza el

estrés oxidativo (Loizzo et al., 2019).

Las frutas o jugos frescos y los ingredientes bioactivos extraidos de las cascaras o semillas

de frutas se han utilizado como medicina desde hace mucho tiempo debido al contenido
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de antioxidantes (polifenoles, antocianinas, licopeno, resveratrol, betacaroteno,
quercetina, naringina, nobiletina, acido cafeico, acido galico, etc.) que confieren
beneficios para la salud y el bienestar sobre el consumidor. Las frutas brindan beneficios
para la salud debido a su contenido de compuestos bioactivos, vitaminas, minerales y

fibra (Jaglan et al., 2022).

Los Arandanos son ampliamente cultivados y consumidos, ya que existe una demanda de
mercado para alimentos ricos en metabolitos secundarios que ayudan en la prevencion de
enfermedades cronicas, sus metabolitos secundarios incluyen flavonoles (quercetina),
acidos fenolicos (cafeico, p-cumaérico, ferulico y clorogénico) y antocianinas, que se
consideran nutracéuticos capaces de prevenir enfermedades como la diabetes, cancer,
enfermedades cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas (Bernal-Gallardo et

al., 2022).

Los compuestos fenolicos son una familia compleja y muy diversa de elementos
bioactivos de las plantas, siendo uno de los mas abundantes en las Uvas, estos son
importantes para los rasgos de calidad de la fruta y vinificacion, ya que contribuyen a una
diversidad de caracteristicas sensoriales, tales como color, sabor, aroma, textura,
astringencia. Los compuestos fendlicos estan presentes en la piel, semillas y pulpa, son
ricas en fibra, contienen vitamina C, capacidad depurativa, antiinflamatoria y

desintoxicante (Luzio et al., 2021).

La Flor de Jamaica es una especie vegetal originaria de Africa tropical, ha sido estudiada
por contenido de compuestos antioxidantes, fenolicos, acidos polifendlicos, flavonoides
y antocianinas. Esto le confiere propiedades con efectos anticancerigenos,
antiinflamatorios, antimicrobianos y diuréticos, otorgando accidén protectora contra el

dafio celular y el estrés oxidativo (Cornejo & Pérraga, 2021).

La elaboracion de una bebida a base de Vaccinium shei Reade (arandano azul), Vitis
vinifera (uva roja) e Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica), todos de origen ecuatoriano,
sera una oportunidad para aprovechar la biodiversidad de nuevos cultivos en el Ecuador,
y que no solamente sean consumidos como materias primas, sino que al aplicar tecnologia
alimentaria se puedan aprovechar y con ellas elaborar productos terminados novedosos
que en este caso contengan actividad antioxidante y que con su consumo se obtengan

beneficios para la salud.
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1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General:

Desarrollar bebida con actividad antioxidante a base de Vaccinium shei Reade (arandano

azul), Vitis vinifera (Uva roja) e Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica), todos de origen

ecuatoriano.

1.3.2 Objetivos Especificos:

Disenar bebida con actividad antioxidante a base de Vaccinium shei Reade (arandano
azul), Vitis vinifera (uva roja) e Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica), todos de origen
ecuatoriano.

Caracterizar fitoquimicamente mediante screnning Cromatografico (GC-MS) la bebida a
base de Vaccinium shei Reade (arandano azul), Vitis vinifera (uva roja) e Hibiscus
sabdariffa (Flor de Jamaica).

Evaluar la calidad del producto de acuerdo con la Normativa NTE INEN 2337:2008.
Determinar la actividad antioxidante in vifro mediante inhibicion de radical 2,2difenil1-
picrilhidrazilo (DPPH) de una bebida a base de Vaccinium shei Reade (arandano azul),
Vitis vinifera (uva roja) e Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica), todos de origen

ecuatoriano.
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Marco teorico

2.1 Importancia funcional de compuestos bioactivos de alimentos con beneficios

potenciales para la salud.

Los alimentos funcionales son aquellos que contienen compuestos bioactivos y
fisiol6gicamente activos, que brindan beneficios para la salud mas all4 de sus propiedades
nutricionales elementales. Los constituyentes de dichos alimentos que son responsables
de su funcionalidad se han denominado generalmente "compuestos bioactivos". Los
compuestos bioactivos (BAC) se derivan de especies vegetales, animales u otras fuentes,
teniendo la capacidad de interactuar con el organismo proporcionando beneficios en la
salud humana y siendo de gran interés debido a sus diversas actividades biologicas y
funcionales, tales como sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas,
anticancerigenas, antivirales y antitumorales, protegiendo asi al cuerpo humano de altos

niveles de radicales libres (Banwo et al., 2021)

Los datos epidemioldgicos muestran una relacion positiva entre el bienestar humano y la
ingesta de alimentos ricos en compuestos activos antioxidantes, como compuestos
fenolicos que incluyen flavonoides, estilbenos, lignanos, taninos, carotenoides, etc., que
pueden disminuir el riesgo de diversas enfermedades, entre ellas enfermedad de
Alzheimer, cancer, enfermedades cardiovasculares, cataratas, Diabetes y trastornos

relacionados con la edad (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).
2.1.1 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos son los compuestos vegetales mas extendidos derivados de los
alimentos, se pueden clasificar en diferentes subgrupos segin sus estructuras quimicas,
pero los grupos principales son los acidos fenolicos, flavonoides, taninos, carotenoides,
estilbenos y lignanos con estructuras que van desde una molécula fendlica simple hasta

un polimero complejo de alta masa molecular (Diblan & Ozkan, 2021; Mark et al., 2019).

Segun su forma de aparicion, los compuestos fendlicos se encuentran principalmente en
las plantas como formas solubles o unidas; la mayoria de las formas solubles se producen
en el reticulo endoplasmico intracelular de las plantas y se acumulan en las hojas, frutos,
tallos y raices, mientras que las unidas se forman cuando los compuestos fendlicos

solubles se transportan a la pared celular y se conjugan con macromoléculas de la pared
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celular como celulosa y proteina a través de enlaces éster y glucosidicos (Shahidi &

Ambigaipalan, 2015).
2.1.2 Acidos Fenélicos

Los 4cidos fenodlicos existen como formas de acidos libres solubles, conjugados
esterificados solubles y unidos insolubles, con un acido carboxilico funcional, que esta
unido covalentemente a los componentes estructurales de la pared celular. Las formas
unidas de acidos fenolicos forman enlaces éster con carbohidratos estructurales y enlaces
éter con lignina. Los acidos fendlicos naturales tienen dos marcos de carbono distintos,
que existen nicamente como acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico, que se presentan

en forma conjugada o libre (Lima et al., 2019).

La forma de ocurrencia mas comun de compuestos de acido hidroxicindmico incluye
ésteres de hidroxicarboxilico o glucosa, mientras que el acido hidroxibenzoico se
encuentra como glucosidos. Entre los 4cidos hidroxibenzoicos se encuentran los acidos
gélicos, vanilico, protocatequiico, p-hidroxibenzoico y salicilico, que son los mas
difundidos, mientras que los acidos hidroxicindmicos son los acidos p-cumarico, fertlico,
sindpico y cafeico, que son los mas comunes. Los acidos fenolicos libres y ligados se
encuentran en los cereales, donde representan un porcentaje de hasta el 90% del total de

compuestos fenolicos (Martin-Gomez et al., 2021).
2.1.3 Flavonoides

Los flavonoides son la clase de polifenoles vegetales mas popular y grande derivada de
la dieta diaria basada en plantas. Los investigadores han prestado mucha atencion a las
implicaciones para la salud de los flavonoides derivados de los alimentos debido a la
creciente evidencia de estudios epidemioldgicos sobre sus abundantes beneficios para la

salud. Existen seis subclases principales de flavonoides alimentarios, que incluyen:

1. Antocianidinas (cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina, petunidina y
pelargoni-dina).

Flavanonas (hesperidina, eriodictiol y naringenina).

Flavonas (luteolina y apigenina).

Isoflavonas (daidzeina, genisteina y gliciteina).

Flavan-3-oles (epigalocatequina, epicatequina, catequina, galocatequina,
epicatequina3-galato, teaflavina 3’-galato, thearubigins, theaflavin 3-3'-
digallate y theaflavin) y Flavonoles (quercetina, kaempferol, miricetina e
isorhamnetina).

nbk W
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Las principales fuentes alimenticias de flavonoides de los seres humanos son las frutas,

las verduras, el té y el vino. No obstante, las investigaciones estan creciendo con un

enfoque en el efecto de los flavonoides en la salud humana, ya que un gran nimero posee

la capacidad de eliminacion de radicales libres, la capacidad antioxidante, la capacidad

de prevenir algunas enfermedades potencialmente mortales como el cancer y la actividad

potencial contra algunas infecciones virales (Nahas, 2012). Las clases, fuentes y

estructuras de flavonoides en varios grupos de alimentos se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1.

Clases, estructuras basicas y fuentes de flavonoides presentes en varios grupos de

alimentos

Flavonoides

Antocianidinas

Flavononas

Flavonas

Flavon-3-oles

Isoflavonas

Flavonoles

Fuente: (Nahas, 2012)
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Fuentes de alimentos
Frejoles (negro y rojo), frutos rojos, uvas,
cerezas, pacano, nueces, maiz morado
peruano, col morada, vino rojo, cebollas y
sorgo.

Frutas citricas y sus jugos.

Enebro, radicchio, sorgo, pimientos, menta,
perejil seco, orégano, cerraja, alcachofa,
apio, espinaca china.

Té¢, cacao y sus subproductos, uvas, vino
rojo, manzanas y frutos rojos.

Soya, alimentos a base de soya, y
legumbres.

Frutos rojos, rabanos, brocoli, quimbombd,
cebollas, pimientos, eneldo, jengibre, col,
perejil, semillas de chia, algunos frijoles y
trigo sarraceno.



2.1.4 Taninos

Los taninos son compuestos fenolicos solubles en agua con un peso molecular

relativamente alto que pueden formar enlaces fuertes con proteinas y carbohidratos.

Contribuyen a la astringencia en los alimentos, que se observa en la cebada, el mijo
africano y el sorgo con capa de testa pigmentada. Los dos grandes grupos en los que se
pueden clasificar los taninos son los taninos hidrolizables y las proantocianidinas (taninos
condensados). Sin embargo, la florotanina es otro grupo, que se encuentra en las algas
pardas, que los humanos no consumen. Las proantocianidinas producen Antocianidinas
durante la escision oxidativa. Las nueces contenian los contenidos mas abundantes de
proantocianidinas. Las proantocianidinas constituyen uno de los grupos ubicuos de todos
los fenoles vegetales. Los taninos hidrolizables incluyen elagitaninos y galotaninos,
mientras que los mondmeros, dimeros, oligdmeros y polimeros de flavan-3-oles
pertenecen al grupo de los taninos condensados. Los taninos presentes en los chocolates
amargos, los arandanos y el vino tinto contribuyen a la leve astringencia de estos

alimentos y bebidas (Albuquerque, Silva, Oliveira, & Costa, 2018).
2.1.5 Carotenoides

Los carotenoides son fitoquimicos solubles en lipidos, abundantes en estructuras
vegetales, microorganismos y algas. Hay alrededor de 700 carotenoides conocidos hasta
la fecha, pero tan solo cinco son la composicion de la dieta humana. Los ejemplos de
carotenoides son el a-caroteno, la B-criptoxantina y el B-caroteno, que funcionan como
una provitamina Ay sirven como precursores de la vitamina A en el sistema humano. Los
carotenoides no provitamina A, particularmente la zeaxantina y la luteina, son abundantes
en el maiz en comparacién con los carotenoides provitamina A. Estos compuestos se
encuentran en granos de cereales, frutas y verduras. El perfil y la estructura de los
carotenoides difieren en funcidn de ciertos factores, como el origen, el genotipo y la etapa

de madurez de los granos de cereal (de Abreu et al., 2013)

2.1.6 Actividades Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias con la capacidad de inhibir o retrasar el dafio oxidativo
de los acidos nucleicos, lipidos y proteinas. La descomposicion de la oxidacion de
productos, como los radicales libres, se ha relacionado con algunas enfermedades

crénicas, como resultado de lo cual se ha despertado un interés sustancial en los
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antioxidantes (Ozkan, Guldiken, & Capanoglu, 2019). La reactividad de las fracciones

fenodlicas hace que los fenoles se comporten como antioxidantes.

Muchos investigadores han demostrado que los antioxidantes naturales mas esenciales
son los compuestos fenodlicos, por ejemplo, se descubri6é que el acido fendlico, el acido
4hidroxi-3-metoxicin-namico, muestra una alta actividad eliminadora de radicales contra
los radicales libres como el radical hidroxilo, el pero6xido de hidrégeno y el superoxido,
eliminando hasta el 92,5 % de los radicales hidroxilos en concentracion 250 mg/L(Li et

al., 2014).

Diversos componentes fendlicos con actividades antioxidantes también estan presentes
en los cereales. La lista incluye acidos fenolicos, saponinas, fitoestrégenos y flavonoides,
solo por mencionar algunos. Algunos estdn presentes en cantidades significativas,

mientras que otros son muy pequefios (Brenna, 2014).

Los citricos son fuentes vitales de BAC, que incluyen antioxidantes como el acido
ascorbico y compuestos fendlicos relevantes para la salud humana. Se observd que
especies de citricos como Citrus reticulata, C. sinesis y C. paradisi poseen fuentes

excepcionales de potenciales antioxidantes.

El consumo de estas frutas indica una cantidad notable de antioxidantes fendlicos en la
dieta. Se investigo el contenido de fenoles y antioxidantes en la piel, la pulpa, la semilla
y la cana de diferentes cultivares de uva como Agh, Ghara, Ghara Shani, Hosseini, Muscat
y Shira, del oeste de Azerbaiyan, Iran (Busto, Cavia-Saiz, Ortega, & Muiiiz, 2014). La
piel de Ghara Shani poseia altos compuestos fenolicos identificados como resveratrol,
acido galico, catequina y epicatequina, mientras que la cafia de Ghara Shani tenia
quercetina. La piel y la cafia de Ghara). La piel de Ghara Shani poseian rutina y acido
cafeico respectivamente. En todos los cultivares, los extractos de piel poseian los

compuestos fenolicos y actividades antioxidantes mas altos (Alenazi et al., 2019).

Este estudio indic6 que los cultivares de uva son antioxidantes naturales y fuentes
importantes de compuestos fenodlicos. La frambuesa negra (Rubus occidentalis) y la
morera (Morus spp.) son frutas con una excelente fuente de antocianinas, flavonoides y
compuestos fenolicos. La frambuesa negra, cuando se recolectd en estado prematuro
después de 28 dias después del cuajado, poseia compuestos fenolicos ricos, vitamina C y
flavonoides, por lo que tenia un notable potencial antioxidante (Yuan & Baduge, 2018).

Estos pueden usarse como colorantes naturales y productos alimenticios funcionales. Se

17



sabe que las frutas de morera (Morus spp.) son frutas de importancia funcional donde las
hojas, la corteza de la raiz y las frutas se han utilizado para medicinas populares (Garcia

& Blesso, 2021).

Los extractos de frutos de morera se han establecido como una buena fuente de BAC,
como antioxidantes, compuestos fenolicos, especialmente antocianinas. Se emplearon
dos variedades de morera (Morus alba y M. bombycis) para enriquecer la miel cremosa
(Yan, Zhong, Duan, Chen, & Li, 2020). Las hojas de morera potenciaron la miel 50 veces
introduciendo en ella varios 4acidos fenolicos y glucésidos flavonoides. Se reveld que los
isomeros de rutina y acido clorogénico son los principales compuestos antioxidantes. Esto
es indicativo de que la adicion de extractos de hojas de morera puede mejorar los
compuestos polifendlicos y el potencial antioxidante de la miel y mejorar aun mas sus

propiedades para la salud.

2.2 Arandanos Azules

El arandano pertenece al género Vaccinium y al subgénero Cyanococcus. En general, los
arandanos de arbusto alto (HB, V. corymbosum L.) y los arandanos de ojo de conejo (RB,
V. ashei Reade) se consideran tipos de arandanos comercialmente importantes. Los
arandanos de arbusto alto incluyen tres tipos: arandanos de arbusto alto del norte (NHB),
arandanos de arbusto alto medio (HHB) y arandanos de arbusto alto del sur (SHB). Los
arandanos son ricos en compuestos bioactivos, principalmente flavonas y otros
compuestos polifendlicos, que confieren fuertes propiedades antioxidantes que brindan
beneficios para la salud y le otorgan al arandano el titulo de alimento funcional (Yang et

al., 2022).

Las antocianinas, la mayor parte de los compuestos fenolicos totales y la subclase mas
importante de flavonoides, se encuentran en todas partes en las frutas y verduras del
mundo. Ademads, en comparacién con otros nutrientes de la fruta, el contenido de
antocianinas de los arandanos es alto, lo que indica que la calidad nutricional de la fruta

como alimento funcional también es alta.

Las antocianinas se derivan de los flavonoides y son una gran clase de pigmentos
vegetales solubles en agua que muestran una amplia gama de diversidad de colores. Los
colores pueden cambiar segun el valor de pH del suelo, y aunque suelen acumularse en

flores y frutos, se pueden encontrar en todo tipo de plantas y tejidos vasculares.
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En las altimas décadas, un numero creciente de estudios han investigado los efectos de
proteccion y promocion de las antocianinas en varias frutas y verduras en la salud

humana.

Al centrarse en los arandanos que son particularmente ricos en antocianina, se investigod

la actividad antioxidante y se determin6 que era fuerte (Bernal-Gallardo et al., 2022).

Ademas, los ardndanos en la dieta supuestamente mejoran la vision y la funcion cerebral,
al desempefiar un papel antiinflamatorio para atenuar las enfermedades cronicas
proyectadas (como la obesidad y la diabetes), simplemente a través de un papel prebidtico

que regula favorablemente la poblacién microbiana intestinal.

La industria alimentaria también investigd el potencial de las antocianinas como
colorantes naturales, ya que ha aumentado la preocupacion por los posibles efectos
adversos de los colorantes sintéticos. La estabilidad de las antocianinas en alimentos y
bebidas se puede mejorar mediante el uso de un protocolo de derivatizacion que
polimeriza las antocianinas y crea subproductos coloreados estables. Alternativamente, la
aplicacion de antocianinas de arandanos como colorantes naturales en otros tipos de
alimentos (pasteles, yogures, etc.) es limitada porque su resistencia a las condiciones de

procesamiento, formulacion y almacenamiento es relativamente pobre (Martin-Gomez et

al., 2021).
2.2.1 Actividad bioldgica

Numerosos estudios han demostrado que las antocianinas de los ardndanos pueden
mantener la salud humana y frenar los factores de riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Las antocianinas de ardndano no solo son bien conocidas como potentes
antioxidantes naturales, sino que también reducen la inflamacion, particularmente en el
intestino, y protegen contra el desarrollo de enfermedades cardiovasculares al atenuar la
microinflamacion sistémica. Ademads, estos compuestos reducen el riesgo de desarrollar
diabetes y obesidad. Ademas, estos compuestos confieren neuroproteccion
indirectamente y pueden ser buenos adyuvantes en el contexto de la inhibicion de algunos

tipos de cancer (Yang et al., 2022).
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2.2.2 Actividad antioxidante

Las antocianinas de arandanos son potentes antioxidantes y pueden extinguir eficazmente
las especies reactivas de oxigeno en el cuerpo. La capacidad se ha estudiado ampliamente
tanto in vitro como in vivo. Los estudios in vitro revelaron que los extractos de frutos de
diferentes cultivares de arandanos demuestran una actividad antioxidante diferente. Entre
las 10 variedades de arandanos estudiadas, los extractos de antocianina de Polaris tenian
la mayor capacidad antioxidante (Eichholz, Huyskens-Keil, & Rohn, 2015; Jaglan et al.,
2022; Martin-Gomez et al., 2021; Yang et al., 2022).

Ademas, la capacidad antioxidante de los extractos ricos en glucosidos de cianidina
preparados a partir de chokeberry y satco es superior a la de los extractos de arandano o
mirtilo con perfiles complejos de antocianina. In vivo, 250 mg/kg de peso corporal de
extracto rico en antocianinas de arandanos administrado a ratones durante 14 dias, mejord
el nivel de glutation (GSH) y las actividades de sus enzimas relacionadas después de la
induccion de acrilamida (AA- inducido) al estrés oxidativo. Ademads, un extracto de
antocianina de arandano alivi6 la toxicidad general inducida por AA, la genotoxicidad y
la toxicidad reproductiva. La enfermedad cardiovascular (ECV) es una clase de
enfermedad que involucra el corazon o los vasos sanguineos. Los mecanismos
subyacentes varian dependiendo de la enfermedad. Muchos estudios indican que el
consumo de arandanos puede ser cardioprotector. La asociacion entre los compuestos
fenolicos del ardndano y la enfermedad cardiovascular se ha atribuido en parte a la

presencia de antocianinas en el ardndano (Jaglan et al., 2022).

Las antocianinas son mas conocidas por sus propiedades colorantes, pero existe un interés
creciente en las antocianinas porque pueden ser buenas para la salud como antioxidantes
dietéticos y para ayudar a prevenir el cancer, la diabetes, la inflamacién y las
enfermedades neuroldgicas o cardiovasculares. La capacidad antioxidante de las
antocianinas las convierte en candidatas adecuadas para su uso en la resistencia a la

aterosclerosis (Martin-Gomez et al., 2021).

Por lo tanto, los alimentos ricos en antocianinas pueden ayudar a mejorar la salud general
y, si se derivan de un alimento natural, se proporcionan en un paquete que incluye una
gama de otros nutrientes. De acuerdo con la observacion y el experimento humanos, la
antocianina de arandano tiene efectos antioxidantes y antiinflamatorios significativos. Por

lo tanto, la antocianina de ardndano puede considerarse un alimento funcional y puede
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dar resultados mas positivos en el contexto de futuras investigaciones (Eichholz et al.,

2015).

Desde la perspectiva de la seguridad, tomando 50 mg de antocianina de ardndano todos
los dias pueden reducir el riesgo de las principales enfermedades y condiciones
socioecondmicas en el mundo occidental. Las bayas y las antocianinas de las bayas
pueden desempeiiar un papel en la regulacion de la glucosa en sangre postprandial en el
intestino. Si las bayas se comen habitualmente con las comidas, como lo sugieren estudios
en animales y humanos, se espera que normalice la suma de la curva de glucosa
postprandial en el cuerpo, es decir, mejore el indice glucémico de las comidas. La
incorporacion de extractos de bayas simples o mixtos en nuevos productos alimenticios
o bebidas, como bebidas de frutas sin azicar agregada, barras de cereales, galletas de trigo
integral, pan y pasta, brinda un enfoque potencial para el desarrollo de alimentos

funcionales (Bernal-Gallardo et al., 2022).

2.3 Uva de mesa Roja — Red Globe

La uva de mesa (Vitis vinifera L.) es una de las mas cultivadas y frutas consumidas
(frescas y pasas) a nivel mundial. De acuerdo con las estadisticas anuales publicadas por
la Organizacion Internacional de Vid y vino (OIV), la produccién destinada al consumo
fresco directo de uvas de mesa ha aumentado durante los ultimos cinco afios. Las
variedades de uva son conocidas y han sido clasificadas usando genética y métodos
ampelograficos (Luzio, Bernardo, Correia, Moutinho-Pereira, & Dinis, 2021), sin

embargo, no todas las variedades poseen la misma importancia comercial.

Las variedades 'Red Globe’ y ‘Crimson Seedless' se encuentra entre los mas cultivados,
importantes y mas estudiados, como lo demuestran los numerosos estudios cientificos

que se han realizado sobre estas variedades (De Freitas Laiber Pascoal et al., 2022).

Estudios recientes sobre estas variedades han considerado varios aspectos que influyen
en la calidad de la baya, como las practicas culturales, caracteristicas de color, pardmetros
quimicos, composicion fendlica y actividades antioxidantes, contenido proteico y
enzimatico actividades, condiciones de almacenamiento postcosecha, y atmosfera y
materiales del empaque. Sin embargo, la informacidn sobre la textura instrumental, las
propiedades de las bayas 'Red Globe' y 'Crimson Seedless' permanecen desconocido para
el consumo en fresco. Las propiedades mecanicas de las bayas se consideran los factores

mas importantes que afectan la alimentacion-calidad.(Rockenbach et al., 2011).
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Tal como lo define la norma ISO 5492:2009, que establece que “toda mecénica, atributos
geométricos, superficiales y corporales de un producto perceptibles por medio de
receptores de cinestesis y somestesis, y (donde apropiado) receptores visuales y auditivos
desde el primer bocado hasta deglucion final”, las propiedades texturales de las uvas de
mesa son importantes atributos para la aceptacion del consumidor.

Histoéricamente, los investigadores han usado muchos términos, como carnoso, firme,
crujiente, duro, tierno, fundente y suave, para describir la consistencia de la baya/pulpa;
estos las descripciones fueron resumidas por Sato et al. (1997). la segunda edicion de la
lista de descriptores de la OIV para variedades de uva y especies de Vitis con el Codigo
OIV no. 235 — ‘Baya:

Firmeza de la carne’ clasifica cultivares de uva de mesa en los siguientes tres grupos en

comparacion con cultivares de referencia: blanda, poco firme y muy firme.

Descriptores sensoriales adicionales, como friabilidad de la piel, grosor de la piel y la
firmeza de la pulpa, se han propuesto para caracterizar cultivares de uva de mesa.
Alternativamente, instrumental, las variables de textura, como la firmeza de la baya, se

consideran una medida de frescura.

Mas recientemente, la textura andlisis de perfil (TPA) ha proporcionado parametros
instrumentales que han sido propuestos como marcadores fisicos para caracterizar y
comparar variedades de uva de mesa y como variables utiles para monitorear su vida util

postcosecha durante el almacenamiento.

Aunque a menudo se prefieren las mediciones instrumentales a las evaluaciones
sensoriales en la industria alimentaria porque el instrumento las mediciones son mas
objetivas y se pueden usar mas facilmente para comparar datos de diferentes fuentes,
contribuciones cientificas sobre relaciones directas entre las propiedades sensoriales y

mecanicas para las uvas de mesa y de vinificacion siguen siendo escasas.
2.3.1 Actividad Antioxidante

Estudias han demostrado que 'Crimson' y 'Red Globe' tienen el contenido fendlico total
mas alto en la cosecha (47.76 y 48.06 mg GAE /100g, respectivamente), mientras que los
niveles de estos componentes en la variedad 'Black Pearl' son similares a las de las
variedades blancas 'Superior seedless®' y 'Vittoria'. El menor contenido de fenoles totales

se encuentra en la variedad 'Italia. En general, el contenido fendlico total de las uvas rojas
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es significativamente mayor que el de las uvas blancas debido a la falta de antocianinas

en la piel de las uvas blancas(Jayaprakasha, Singh, & Sakariah, 2001).

Sin embargo, otros estudios muestran que el contenido fenolico de las diferentes uvas
depende principalmente de las diferencias varietales, no sobre el color de la piel de la
uva(Jayaprakasha et al., 2001). Asi mismo, se correlaciona inversamente proporcional el
tiempo de almacenamiento vs el contenido fenolico, quiere decir que, si tiempo de
almacenamiento aumenta, el contenido fendlico disminuye. Asi, a los 7 dias de
almacenamiento se observan diferencias significativas en el contenido fenélico en las

variedades ‘Vittoria’, ‘Crimson’, ‘Red Globe’ y ‘Black Pearl’(de Nisco et al., 2013).

Sin embargo, al final del almacenamiento, los niveles de actividad antioxidante en todos
los genotipos (entre 1724 y 2862 pumol TE/100 g) no presentan una reduccion excesiva
de la capacidad antioxidante de las uvas (Tkacz, Wojdyto, Nowicka, Turkiewicz, & Golis,
2019). La relacion entre la actividad antioxidante y el contenido fendlico o de vitamina C
depende de varios factores, como la estructura quimica de los componentes individuales

y la sinergia entre los componentes.

Debido a que las variedades blancas son mas ricas en inflavan-3-ols que las variedades
rojas, los altos valores de actividad antioxidante encontrados en estos genotipos pueden

estar relacionados con el contenido de flavan-3-ol (de Freitas Laiber Pascoal et al., 2022).

2.4 Flor de Jamaica

Las flores de Hibiscus sabdariffa (familia: Malvaceae) mas conocida como Flor de
Jamaica, ha sido una de las especies mas estudiadas por su alto contenido de moléculas
antioxidantes como vitamina E y C, compuestos fendlicos, acidos polifendlicos,
flavonoides y antocianinas. Estas propiedades le confieren a esta flor efectos
anticancerigenos, cardioprotectores, diuréticos, antinflamatorios, antimicrobianos
ejerciendo una accion protectora del dafio celular y peroxidacion de lipidos (Mariod,

Saeed Mirghani, & Hussein, 2017).

Los productos a base de Hibiscus Sabdariffa se utilizan en la medicina popular para
obtener un efecto antihipertensivo, asi como para prevenir enfermedades cardiovasculares
y hepaticas. Los pétalos de H. sabdariffa son potencialmente una buena fuente de agentes
antioxidantes como antocianinas y acido ascorbico. Los estudios muestran como las
bebidas a base de H. sabdariffa puede ser eficaz contra la oxidacion de las lipoproteinas

de baja densidad y la hiperlipidemia (Prenesti, Berto, Daniele, & Toso, 2007a).
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2.4.1 Actividad antioxidante de la Flor de Jamaica

Se ha evidenciado la presencia de considerable actividad antioxidante en extractos
obtenidos de la Flor de Jamaica, también se ha determinado valioso contenido nutricional
en los subproductos, como por ejemplo elevado nivel de fibra dietética, bajo contenido
de lipidos, importante contenido de compuestos fenolicos que le proporcionan efecto
antioxidante. Una gran cantidad de alimentos liquidos tales como bebidas a base de frutas
y vegetales son considerados productos innovadores que marcan una nueva tendencia en

el mercado (Prenesti et al., 2007a).

El contenido de polifenoles en la Hibiscus sabdariffa, podria explicar la capacidad
antioxidante de bebidas a base de esta flor, Estas bebidas podrian describirse como
opciones protectoras, proponiendo su consumo regular como una alternativa al vino tinto,
especialmente para aquellas personas que no toleran el etanol o para los nifios. En
particular, durante el verano, se desaconseja fuertemente el consumo de bebidas
alcoholicas, haciendo que las alternativas protectoras sean especialmente apropiadas para
proporcionar al organismo una defensa contra los radicales libres inducidos por la

exposicion solar.

La infusion fria es, ademads, capaz de conservar la vitamina C de Hibiscus sabdariffa, que
es un compafero util de los polifenoles en su actividad angioprotectora (Cornejo &

Pérraga, 2021).

2.5 Efecto del proceso de pasteurizacion en la calidad de jugos a bases de frutas y

flores

El proceso térmico conocido como pasteurizacion tiene como fin la destruccion de la
flora microbiana patdgena y la eliminacion parcial de la flora microbiana no patdgena;
asi como la inactivacién enzimatica. Consiste en someter al alimento a un tratamiento
térmico a temperaturas generalmente menores a 100°C o incluso ligeramente mayores por
tiempos cortos, ocasionando un choque térmico por los cambios bruscos de temperaturas;
con la finalidad de prolongar la vida util (dias, meses o afios; dependiendo del tipo de

tratamiento) de los alimentos manteniendo la inocuidad alimentaria.

Los tipos de calentamiento utilizados pueden ser con vapor, con agua caliente, con calor
seco, o con corrientes eléctricas, y se enfrian inmediatamente después de haber sido

sometidos al tratamiento térmico. Ademas, tiene la ventaja de preservar los componentes
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bioactivos propios de frutas y por ende las pulpas de frutas, tales como vitaminas,
compuestos antioxidantes, fenoles, Polifenoles, 4acido ascérbico, tocoferoles,

carotenoides, flavonoides, entre otros (Zelada & Sanchez, 2013, p. 6).

La pasteurizacion es también usada para evitar las reacciones enzimaticas (oxidacion de
compuestos fenolicos) y reacciones no enzimadticas (Reaccion de Maillard, degradacion
térmica y alcalina y condensacion de azicar) propias del proceso de extraccion de los
jugos, debido a la exposicion al oxigeno provocando pardeamiento enzimatico, es decir,
el oscurecimiento de los jugos debido a la formacion de pigmentos marrones causado por
la actividad de la peroxidasa (POD) y polifenol oxidasa (PPO). Ambos procesos pueden
desnaturalizarse por la exposicion del alimento al calor, mejorando asi la vida util y

apariencia de la bebida (Hooi, 2019).

Para reducir el crecimiento microbiano y extender su vida til, los jugos de frutas
generalmente se procesan por pasteurizacion. Ademas de que este procedimiento térmico
influye en la calidad de los productos, también tiene la desventaja de desnaturalizar los
compuestos bioactivos debido a la ionizacidn, hidrolisis y reacciones de oxidacion.
Teniendo en cuenta la necesidad de los consumidores de jugos de frutas de alta calidad,
sabor y sabor, los productores buscan continuamente alternativas a los métodos térmicos

convencionales (Villareal, Mejia, Osorio, & Ceron, 2012).

Existen estudios que buscan evaluar la preservacion de los atributos sensoriales de las
bebidas una vez sometidas a este tipo de proceso térmico, por lo que ha sido previamente
demostrada su eficacia. Asi mismo, se ha evaluado el efecto sobre la actividad
antioxidante de las bebidas y pulpas de frutas debido a que las altas temperaturas
destruyen compuestos bioactivos termo sensibles como el acido L-ascorbico, por lo que
esta investigacion comprobard la presencia de componentes antioxidantes una vez
realizado el proceso térmico, garantizando la inocuidad del alimento y conservando sus
caracteristicas sensoriales propias de los componentes de la bebida (Kunitake, Ditchfield,
Silva, & Petrus, 2014).

2.6 Criterios de seguridad alimentaria en la elaboracion de bebidas a base de flores
y frutas.

La seguridad alimentaria se ha convertido en un tema crucial en la actualidad, impulsado
por la creciente conciencia sobre la importancia de garantizar que los alimentos que

consumimos sean seguros y saludables. En este contexto, la elaboracion de bebidas a base
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de flores y frutas ha ganado popularidad debido a su atractivo visual, sabores Unicos y
supuestos beneficios para la salud. Sin embargo, para asegurar la inocuidad de estas
bebidas, es esencial establecer y seguir rigurosos criterios de seguridad alimentaria

durante su elaboracion.

La combinacion de flores y frutas en bebidas no solo ofrece una experiencia sensorial
unica, sino que también presenta desafios especificos en términos de manipulacion y
preparacion. Este articulo explorard los criterios fundamentales de seguridad alimentaria
que deben tenerse en cuenta al elaborar estas bebidas, desde la seleccion de ingredientes
hasta las practicas de manipulacion y almacenamiento. La comprension y aplicacion de
estos criterios son esenciales para garantizar que las bebidas a base de flores y frutas no
solo sean deliciosas y estéticamente agradables, sino también seguras para el consumo

humano (Chau & Wu, 2006).

La bebida obtenida de este trabajo de investigacion debe cumplir con los requisitos
establecidos en las Normativas Ecuatorianas vigentes. En el Ecuador el organismo que
regula los requisitos de los productos alimenticios es el Instituto Nacional de
Normalizacion Ecuatoriano, junto con sus Normas Técnicas Ecuatorianas,
correspondiendo en este caso a la Norma (NTE INEN 2337:2008), asegurando que el
producto final, cumpla con los parametros minimos de inocuidad alimentaria para que

pueda ser apto para el consumo humano.

Cabe mencionar que lo anteriormente estipulado se acoge a lo establecido por la
Constitucion politica de 1a Republica del Ecuador en su capitulo II1, articulo 281 sobre la

Soberania Alimentaria que indica lo siguiente:
Soberania Alimentaria

Art. 281.- La soberania alimentaria constituye un objetivo estratégico y una obligacion
del Estado para garantizar que las personas, comunidades, pueblos y nacionalidades
alcancen la autosuficiencia de alimentos sanos y culturalmente apropiado de forma

permanente. Para ello, sera responsabilidad del Estado:
1. “Impulsar la produccion, transformacion agroalimentaria y pesquera de las
pequerias y medianas unidades de produccion, comunitarias y de la economia

social y solidaria.
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10.

11.

12.

13.

14.

Adoptar politicas fiscales, tributarias y arancelarias que protejan al sector
agroalimentario y pesquero nacional, para evitar la dependencia de
importaciones de alimentos.

Fortalecer la diversificacion y la introduccion de tecnologias ecologicas y
organicas en la produccion agropecuaria.

Promover politicas redistributivas que permitan el acceso del campesinado a la
tierra, al agua y otros recursos productivos.

Establecer mecanismos preferenciales de financiamiento para los pequerios y
medianos productores, facilitandoles la adquisicion de medios de produccion.
Promover la preservacion y recuperacion de la agrobiodiversidad y de los
saberes ancestrales vinculados a ella; asi como el uso, la conservacion e
intercambio libre de semillas.

Precautelar que los animales destinados a la alimentacion humana estén sanos
v sean criados en un entorno saludable.

Asegurar el desarrollo de la investigacion cientifica y de la innovacion
tecnologica apropiada para garantizar la soberania alimentaria.

Regular bajo normas de bioseguridad el uso y desarrollo de biotecnologia, ast
como su experimentacion, uso y comercializacion.

Fortalecer el desarrollo de organizaciones y redes de productores y de
consumidores, asi como la de comercializacion y distribucion de alimentos que
promueva la equidad entre espacios rurales y urbanos.

Generar sistemas justos y solidarios de distribucion y comercializacion de
alimentos. Impedir practicas monopdlicas y cualquier tipo de especulacion con
productos alimenticios.

Dotar de alimentos a las poblaciones victimas de desastres naturales o
antropicos que pongan en riesgo el acceso a la alimentacion. Los alimentos
recibidos de ayuda internacional no deberan afectar la salud ni el futuro de la
produccion de alimentos producidos localmente.

Prevenir y proteger a la poblacion del consumo de alimentos contaminados o
que pongan en riesgo su salud o que la ciencia tenga incertidumbre sobre sus

efectos.

Adquirir alimentos y materias primas para programas sociales y alimenticios,

prioritariamente a redes asociativas de pequeiios productores.”
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En la Tabla 2; se indica los requisitos fisicoquimicos que debe cumplir el producto final
elaborado, acorde a la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2337 Jugos, Pulpas,

Concentrados, Néctares, Bebidas de Frutas y Vegetales. Requisitos.
Tabla 2:

Requisitos fisicoquimicos para Jugos, Pulpas, Concentrados, Néctares, Bebidas de
Frutas y Vegetales

Requisito Requisito Método de ensayo
Acidez >1 -
pH <4.5 NTE INEN 389
°Brix >5 NTE INEN 380

Fuente: (INEN, 2008)

En la Tabla 3; se indica los requisitos microbiologicos que debe cumplir el producto final
elaborado, acorde a la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2337 Jugos, Pulpas,

Concentrados, Néctares, Bebidas de Frutas y Vegetales. Requisitos.

Tabla 3:
Requisitos microbiologicos para Jugos, Pulpas, Concentrados, Néctares, Bebidas de

Frutas y Vegetales

Requisito Requisito Método de ensayo
Aerobios totales UFC/g <10 NTE INEN 1 529-5
Coliformes Totales y
Fecales UFC/g <3 NTE INEN 1 529-7
Mohos y Levaduras UFC/g <10 NTE INEN 1 529-10

Fuente: (INEN, 2008)

En la Tabla 4; se indica el contenido maximo de contaminantes que se puede admitir en
el producto final elaborado, acorde a la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2337

Jugos, Pulpas, Concentrados, Néctares, Bebidas de Frutas y Vegetales. Requisitos.
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Tabla 4:

Contenido maximo de contaminantes

Metales mg/Kg
Arsénico, As 0.2
Cobre, Cu 5.0
Zinc, Zn 5.0
Hierro, Fe 15.0
Plomo, Pb 0.05

Fuente: (INEN, 2008)

Metodologia

El presente trabajo de investigacion tuvo lugar en las instalaciones del laboratorio SSV
Consulting que presta servicios de asesoria técnica de ensayos quimicos a estudiantes de
Tesis de varias carreras, especialmente de la Universidad de Guayaquil Facultad de

Ciencias Quimicas y otras universidades.

Los analisis de actividad antioxidante, fisicoquimicos y de control de calidad del producto
final fueron realizados en laboratorios SSV Consulting y Cromanovaeee, con parametros
de calidad acreditados garantizando la exactitud y precision de los resultados reportados

en este trabajo.

3.1 Enfoque de la Investigacion

La investigacion adopta un enfoque experimental que combina investigacion
bibliografica con practica, validando hipotesis a través de la observacion y
experimentacion. Los estudios farmacognosticos, fitoquimicos, fisicoquimicos y de
control de calidad se llevaron a cabo en las instalaciones de SSV Consulting y
Cromanova. Los ensayos se realizaron en triplicado (n=3) para las materias primas, las
cuales se muestrearon de manera aleatoria en los puntos de venta.

Las seis combinaciones fueron sometidas a una evaluacion sensorial, seleccionandose la
combinacion con el mayor grado de aceptabilidad y actividad antioxidante.
Posteriormente, se realizd un andlisis bajo parametros de control de calidad

microbioldgicos y fisicoquimicos, cumpliendo con los requisitos descritos en la norma
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NTE INEN 2337:2008. Todos los parametros se repitieron al menos tres veces (n=3) para
facilitar el analisis estadistico correspondiente de los resultados.

3.2 Modalidad y tipo de investigacion

En este trabajo de investigacion, se han integrado diversos procesos y técnicas de
investigacion cientifica, desarrollados tanto en el &ambito bibliografico como
experimental. Inicialmente, se explord los enfoques y datos recopilados por otros autores
sobre las materias primas, lo que se brindd una vision completa del estado actual del
conocimiento en el 4rea. Posteriormente, se iniciaron los procesos tecnoldgicos
empleados para la obtencién del producto final, permitiendo realizar experimentos
detallados y controlar meticulosamente las variables del proceso de pasteurizacion. El
objetivo fue evaluar si el proceso en mencion impacta significativamente en la capacidad
antioxidante del producto final y determinar la aceptabilidad por parte de los

consumidores.

Este trabajo final constituye una investigacion aplicada, en la cual se utilizaron los
conocimientos y habilidades adquiridos durante el posgrado, junto con la experiencia
previa, para obtener resultados tangibles. La combinacion de investigacion cualitativa y
cuantitativa posibilito el andlisis estadistico de los resultados, evaluando sus

interrelaciones y el impacto del producto final.

Ademas, se caracteriza como una investigacion descriptiva, ya que a través del analisis y
el criterio técnico-cientifico, se logrd verificar el objetivo general: “Desarrollar bebida
con actividad antioxidante a base de Vaccinium shei Reade (arandano azul), Vitis
vinifera (Uva roja) e Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica), todos de origen
ecuatoriano”. Este proceso permitid confirmar o refutar la hipotesis planteada.

Objeto de estudio

Desarrollo de bebida con actividad antioxidante.

Campo de estudio de la investigacion

Frutas: Vaccinium shei Reade (arandano azul), Vitis vinifera (uva roja) y flor de Hibiscus

sabdariffa (Flor de Jamaica)
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Novedad Cientifica

Potenciar el estudio y desarrollo de alimentos funcionales a base Vaccinium shei Reade,

Vitis vinifera e Hibiscus sabdariffa, todos de origen ecuatoriano con propiedades

antioxidantes.

3.3 Operacionalizacion de las variables

En la Tabla 5 se sefialan la descripcion de cada una de las variables, asi como el indicador

con el cual fueron medidas.

Tabla 5:

Operacionalizacion de las variables

Tipo Variable Conceptualizacion Indicador
Dependiente Bebida Bebida obtenida del proceso de Actividad antioxidante por porcentaje
mezcla entre la infusion de flores S
de Jamaica, y los arandanos de inhibicion de DPPH
azules con las uvas rojas Anadlisis sensorial: Sabor general,
color, olor, dulzor, acidez.
Interviniente Dulzor Sabor dulce que tendré la bebida Cantidad de azlcar afiadida por

Independiente  Proporcion de
Aréandanos
Azules y Uvas
en la infusion
de Flor de

Jamaica

en dependencia de la azlcar
afadida.

Combinacion de frutas con la
infusion de Flor de Jamaica con
proporcion definida.

preferencia de cada juez.

° Brix (Min 5.5)

pH (£4.5)

Acidez (>1.0 mg/100cm3)
% Proteinas

% Grasas

% Carbohidratos Totales (Azucares)

Fuente: La investigacion
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3.3.1 Variable Independiente:

Proporcion de Arandanos Azules y Uvas en la infusion de Flor
de Jamaica

3.3.2 Variable Dependiente:

Actividad antioxidante de la bebida

3.4 Poblacion y Muestra

La evaluacion sensorial se llevo a cabo con el fin de determinar el nivel de aceptabilidad
del producto Se seleccion6 como poblacion de referencia a los consumidores de un
supermercado de alimentos ubicado en las calles Rosendo Avilés y Bogota del Barrio
Centenario en la ciudad de Guayaquil, considerandolos como posibles usuarios del
producto. Se procedié a elegir a un total de 50 personas que salian del establecimiento,

quienes constituyeron la poblacion sometida al estudio.

Para disenar la bebida, se tuvieron en cuenta investigaciones cientificas previas a fin de
establecer las concentraciones adecuadas de las materias primas. En el caso de la Flor de
Jamaica, se consulto el trabajo de (Cornejo & Parraga, 2021), donde se prepard una
infusion hirviendo 2.000 g de pétalos a 100 °C durante 3 minutos con 100 ml de agua.
Esta metodologia logr6é la maxima extracciéon de compuestos fendlicos y una elevada
actividad antioxidante. Se consideraron dos concentraciones de Flor de Jamaica, como se

detalla en la Tabla 6.

3.5 Plan de recoleccion de informacion

3.5.1 Secuencia de anadlisis para la caracterizacion farmacogndstica, fitoquimica y
fisicoquimica de Vaccinium shei Reade, Vitis vinifera e Hibiscus sabdariffa.

e Bebida antioxidante

Para el desarrollo de la bebida antioxidante de frutos y flores, se recurrid a la “Consulta a
de Expertos”, a fin de tener una base, considerando los trabajos de cientificos. Para el
caso de la infusion de la Flor de Jamaica, se consultd bibliograficamente a (Cornejo &

Parraga, 2021) para establecer las concentraciones de las materias primas
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(Cornejo & Parraga, 2021) en su investigacion, se prepard una infusion de 2.000 g de
pétalos de Flor de Jamaica, en 100 ml de agua y se sometid a temperatura de 100°C, por
3minutos, obteniendo de esta manera, la mayor extraccion de los compuestos fendlicos y
una elevada actividad antioxidante, en consecuencia, se llegd a considerar dos
concentraciones de Flor de Jamaica, como se refleja en la Tabla 6.

De esta manera se establecio 2 niveles de concentracion con cada uno de los frutos:

Arandanos azules y Uvas rojas, como factor que influencia la formulacion de la bebida.

Tabla 6:

Concentraciones de Flor de Jamaica por cada 100 ml de Infusion

FACTOR A: Concentracion (g) de Flor de Jamaica
Al 2.00¢g

A2 150¢g

Fuente: La investigacion

Seglin la normativa técnica ecuatoriana NTE INEN 2337:2008, en las bebidas a base de

fruta su aporte no podra ser menor al 10%.

La Tabla 7, muestra los porcentajes de uva y arandanos en tres posibilidades de mezclas
Se sefialan los porcentajes a utilizar de arandanos azules y uvas rojas para incluirlo en la

formula a fin de apoyar a la obtencion del producto terminado.

Tabla 7:

Porcentajes de uva y arandanos en tres posibilidades de mezclas

FACTOR B: Porcentaje de frutas (arandano y uva)

Mezcla U (FrutaUva) M (Fruta ardndano)

Bl 7.5 7.5
B2 5.0 7.5
B3 7.5 5.0

Fuente: La investigacion
Usando estos 2 factores, se tuvo 6 combinaciones posibles que fueron las analizadas en

el presente trabajo, las mismas que se muestran a continuacion en la Tabla 8:
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Tabla 8:
Formulaciones de Bebidas Antioxidantes

Tratamientos Descripcion

Flor de
Ne Combinaciones Mezcla fruta % Jamaica

0/100 ml
F1 Al1B1 75A 75U 2.0
F2 Al1B2 50A 75U 2.0
F3 A1B3 75A 50U 2.0
F4 A2B1 75A 75U 15
F5 A2B2 50A 75U 15
F6 A2B3 75A 50U 1.5

Fuente: La investigacion
Para facilitar la explicacion del desarrollo de los ensayos, se recopilo en forma de
diagrama de flujo los distintos analisis a realizar, mismos que se muestran en la Figura 1.

Figura 1
Representacion grdfica de métodos a utilizar en caracterizacion de la materia prima

Caracterizacion de materias primas de Vaccinium shei Reade,

Vitis vinifera e Hibiscus sabdariffa

3 réplicas por ensayo para cada materia
prima [
Ensayos a realizar
Paradmetros Analisis Pardmetros
farmacognostico fitoquimico Fisico-quimicos
Tamizaje )
| Humedad i | Acidez
fitoquimico
Capacidad
|| Cenizas totales || antioxidante por
inhibicion DPPH
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Fuente: La investigacion

3.5.2 Secuencia de andlisis para evaluacion de la calidad de la bebida antioxidante.

Para proporcionar el detalle del desarrollo de los ensayos, se recopildé en forma de
diagrama de flujo los distintos analisis a realizar a las 6 formulaciones resultantes del

disefio experimental, los mismos que se muestran en la Figura 2.

Figura 2

Representacion grafica de métodos a utilizar en la evaluacion de la calidad de la bebida

Evaluacidn de la calidad del producto determinada por la Normativa tecnica aplicable NTE
INEN 2337:2008,

[
Evaluacién sensorial de 6 formulaciones (F1 - F6)

Acidez, dulzor, sabor amargo: —

Selecciéon de la mejor formulacion

Ensayos a realizar a la mejor férmula

Parametros Parametros Parametros
fisicoquimicos farmacogndsticos microbioldgicos
3 réplicas || 3 réplicas | | 3 réplicas | |
por ensayo por ensayo por ensayo
| [Metales pesados: || Grasa | | Recuento estandar en
Arsénico placa
Metales pesados: | | Carbohidratos Colit
|| (azucar) i oliformes
Plomo totales
Capacidad .

L onti F')d : ; < Proteinas | | Mohos'y
antioxigante por Levaduras
inhibicién DPPH

— Cloruro de Sodio

Fuente: La investigacion



3.5.3 Materiales y métodos para los andlisis que expresa la Tabla 9

Los reactivos utilizados para la medicion de cada uno de los parametros

establecidos se describen en la Tabla 9.

Tabla 9:
Reactivos a utilizar

Proteinas Grasas Colesterol
e Acido sulfarico conc. e Alcohol potable e Alcohol potable
e Sulfato de Sodio e N Hexano e N Hexano
e Sulfato de Cobre e Hidroxido de Sodio
e Hidroxido de Sodio e Acetonitrilo
e Rojo de Metilo
Carbohidratos Recuento en Placa Coliformes Totales
e Antrona e Agar Recuento en placa e Placas Petrifilm recuento de
e Glucosa e Agua de Peptona Coliformes
Mohos y Levaduras Metales pesados Capacidad antioxidante por
inhibicion de DPPH
e Agar Sabouraud dextrosa e  Acido nitrico conc. e 22-difenil-1-picrilhidracilo
e Acido clorhidrico conc. e Metanol grado HPLC
Tamizaje fitoquimico
e Metanol e Cloroformo o Reactivo de Dragendorff
e N Hexano e Reactivo de Mayer ¢ Reactivo de Wagner
e Etanol e Ac. Gélico e Quercetina
e Carbonato de Sodio e Acetato de Sodio e Reactivo de Folin

Fuente: La investigacion

Los equipos y aparatos utilizados se describen en la Tabla 10 de acuerdo con los ensayos

a realizados para la medicion de cada uno de los parametros establecidos.

Tabla 10:

Equipos y aparatos utilizados

Equipos:

e Cromatdgrafo Gases Masas (GC-MS) Trace 1310
e Cromatografo Liquido Alta Resolucion Thermo Fisher Scientific Finnigan Thermo

Surveior plus

e Espectrofotdmetro de absorcion atomica. Perkin Elmer 300

e Espectrofotémetro Shen Jia Modelo 721

e Balanza Analitica Ohaus Adventurer Pro

e Deshidratador de Alimentos Ronco EZ-Store 5, Austin, TX
Aparatos:

e Sorbona e Hornilla eléctrica

36



e Cabina laminar e \ortex
e Estufa e Licuadora
o Deshidratador e Centrifuga

Fuente: La investigacion

3.5.3.1 Materias primas

Las flores de Jamaica fueron recolectadas en la Finca Cumand4 de San Francisco de
Milagro. Ecuador, pasando por un proceso de desecado en deshidratador de alimentos
Ronco EZ-Store 5 a 60°C, durante 24 horas, a fin de eliminar la actividad de agua (Aw),
preservando sus compuestos antioxidantes.

Las Uvas rojas, cosechadas en Santa Elena. Ecuador, fueron lavadas con agua a la
temperatura ambiente, secadas con un pafio y almacenadas en envases plasticos a

temperatura de 2 a 8°C, por espacio de 2 dias.

Los Arandanos azules, cultivados en los Andes ecuatorianos. Guayllabamba. Ecuador,
fueron lavados con agua a la temperatura ambiente, secados con un pafio y almacenados

en refrigeracion de 2 a 8°C, por espacio de 2 dias.

3.5.3.2 Preparacion de infusion de Flor de Jamaica deshidratada

Se recolectaron las flores de Jamaica, se despetalaron y se sometieron a secado por
conveccion a fin de preservar las caracteristicas fisicas, sensoriales y funcionales (como
la actividad antioxidante) del producto en mencion. Se utilizd un deshidratador de
ventilador turbo, para deshidratar uniformemente los pétalos de las flores de Jamaica y
conservarlos durante periodos de tiempo prolongados sin necesidad de preservantes ni
aditivos. La temperatura requerida es de 60£1° , por 24 horas, con rotacion de 5 bandejas

apilables cada 4 horas.

Para la preparacion de las frutas, una vez cosechadas las uvas rojas y los arandanos
azules, fueron lavados con agua fria, secados con un pafio y se almacenaron en envases
plésticos con la menor cantidad de aire posible y en condiciones de refrigeracion (2 a

8°C) por un periodo 48 horas.

3.5.3.3 Preparacion de la bebida

Se coloco en un procesador de alimentos, la infusion de Jamaica como base acuosa, se
agregaron las concentraciones de frutas de Arandano azul y Uva roja, se puso en marcha

el procesador de alimentos, hasta completa homogeneidad de las partes, se apagd el
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procesador, se pasé el producto a través de un tamiz y se tom6 muestras para el Control
de la Calidad. Una vez aprobado el producto, se sometio6 al envasado y sellado en envases
de vidrio de 300 ml con tapa de aluminio, para luego realizar el proceso de pasteurizacion,

etiquetado y embalado.
3.5.3.4 Preparacion de Flor de Jamaica deshidratada

Se utiliz6 el secado por conveccidon procurando la conservacion de las propiedades fisicas,

sensoriales y funcionales (actividad antioxidante) del producto final.

Es importante senalar que en este estudio se utilizé un deshidratador de ventilador turbo
que permite circular aire caliente produciendo alimentos deshidratados uniformemente,
conservacion del alimento por mucho mas tiempo sin preservantes, ni aditivos, control de
temperatura ajustable que va desde 35° a 71°C y 5 bandejas que se apilan hacia arriba y

de esta manera se aprovecha espacio, tiempo y consumo de energia.

Las Flores de Jamaica cosechadas se secaron en el deshidratador de alimentos a 60+1°C

durante 24 horas rotando las bandejas en intervalos de 4 horas.
3.5.3.5 Preparacion de las frutas

Una vez cosechadas las uvas rojas y los arandanos azules, ambos fueron lavados con agua
fria, secados con un pafio y se almacenaron en envases plasticos con la menor cantidad
de aire posible y en condiciones de refrigeracion (2 a 8°C) por un periodo no mas alla de

dos dias.

3.5.3.6 Preparacion de la bebida

Se tom6 como referencia las bebidas frutales que existen en el mercado ecuatoriano para
la eleccion de la presentacion final. Se escogio envases de vidrio de 300 ml con tapa de
aluminio debido a que las mismas pueden resistir el proceso de pasteurizacion y ademas
son uno de los envases con mejores caracteristicas técnicas para este tipo de productos.
Usando como base acuosa la infusion de Jamaica y las referencias procesador de
alimentos junto con todos sus otros ingredientes y aditivos. Se envaso, pasteurizo y

finalmente almacend en refrigeracion hasta su consumo final.

3.5.3.7 Extraccion y analisis de actividad antioxidante a materias primas y
producto terminado:
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Se pesaron 10 gramos de muestra fresca de cada especie vegetal correspondiente a las
materias primas, se trituraron en mortero y se les afiadio 100 mL de agua destilada
hirviendo. Se dejo reposar la macerar por 2 horas y se filtré con papel filtro Whatman
No.1 (Silvaetal.,2019). En el caso de las formulaciones de la bebida, se pesé 10 gramos,
tomando la muestra mientras esta se encuentra en agitacion, para de esta manera
garantizar su homogeneidad. Luego de la obtencion de todos los extractos, se procedio al
analisis espectrofotométrico de Actividad Antioxidante por el método de Inhibicion del

radical DPPH.

Meétodo de inhibicion de radicales libres por DPPH

Para el proceso se afiadié a 1 mL de cada extracto con 1mL de DPPH 0.25mg/mL de
etanol. La lectura se realizd a 517nm en diferentes intervalos y proceder a la lectura luego
de 30 minutos de reaccion total, ya que se ha comprobado que a los 15 minutos el estandar
alcanza el estado estable (Tkecs0) de disminucion de concentracion inicial de DPPH en un
50% (ECso). Una vez alcanzado ese tiempo, la reaccion se ha completado evidenciandose
como una decoloracion de la muestra inicial, siendo medida su absorbancia en un

espectrofotometro Shen Jia Modelo 721

La capacidad de inhibicion de los radicales DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) fue
medida de acuerdo con el método descrito por (Concepcion, José, & Fulgencio, 1998).
Los resultados fueron expresados como porcentaje de inhibicion de DPPH basados en la

siguiente formula:

Porcentaje de inhibicion de DPPH = [(Acontrol - Amuestra)/Acontrol] x 100

Donde:

A control =  Absorbancia de la solucion de DPPH sin muestra.
A muestra = Absorbancia de la muestra con solucion de DPPH.

Evaluacion sensorial

Se realizo una evaluacion sensorial afectiva con 50 personas. Las edades aceptadas para
este estudio eran de 18 a 65 afos, sin importar el sexo. Se tomd como referencia a los
consumidores del Supermercado, considerados como posibles consumidores del

producto.
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Se realizd una pequefia induccion a cada evaluador antes de la degustacion de las 6
formulaciones, se le entregd 6 muestras a cada evaluador. Todo el proceso de degustacion,

tuvo una duracién de 5 horas aproximadamente.

Para determinar la poblacion a ser sometidos al andlisis sensorial, se procur6 un nivel de
confianza del 95% y una precision absoluta del 90%. En la Figura 3 se puede observar la
formula usada para calculos de poblacion finita (cuando se conoce el total de unidades de

observacion que la integran).

NZZpq

M=d2(N—-1)+Z2pq
Cdlculos de poblacion infinita Fuente:(Aguilar-
Barojas, 2005)

Donde:

n = tamafio de la muestra
N = tamafio de la poblacion
Z. = valor de Z critico (nivel de confianza)

p = proporcidén aproximada del fendémeno en estudio en la poblacion de referencia

q = proporcion de la poblacion de referencia que no presenta el fendmeno en estudio (1 -p)

d = precision absoluta.

Se entreg6 una ficha de evaluacion estructurada con una escala hedonica de 9 puntos a
los estudiantes (Tabla 11) y 6 muestras previamente codificadas con 3 letras aleatorias
para evitar sesgar a los encuestados. Los digitos utilizados con las formulaciones a las
que corresponden se observan en la Tabla 12.

Tabla 11:

Escala Hedonica de 9 puntos usada en la evaluacion sensorial Puntaje Nivel de agrado
9 Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta un poco

No me gusta ni me disgusta
Me disgusta un poco

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

_N W A 1N @

Me disgusta muchisimo
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Fuente: La investigacion

Tabla 12:

Codificacion de las formulaciones en la evaluacion sensorial

Tratamientos

Descripcion
N.° Codificacién Mezcla fruta % Flor d.e
Jamaica
g/100ml
: ABC 7.5A+7.5U 2.0
2 CBA 5.0A+7.5U 2.0
3 ABA 7.5A+5.0U 2.0
4 ACA 7.5A+7.5U0 1.5
5 CAC 50A+75U 1.5
6 BAC 7.5A+5.0U 1.5

Fuente: La investigacion

Analisis en producto terminado

Los parametros analizados a la mejor formulacion fueron realizados en base a la Norma
Técnica Ecuatoriana Jugos, Pulpas, Concentrados, Néctares, Bebidas de Frutas y
Vegetales NTE INEN 2337:2008., Requisitos. Estos parametros se realizaron en las
instalaciones de SSV Consulting y Cromanova S.A., siguiendo métodos validados, la
mayoria descritos en Official Methods of Analysis of AOAC International, que se

describen brevemente en los apartados anteriores.

Analisis de Proteina

Se adaptd la metodologia descrita en AOAC 984.13 Ed.21, 2019 para su uso en la
determinacion de la bebida, cada muestra y sus réplicas fueron destiladas por una sola
ocasion. Se incluyo también en cada corrida de analisis el uso de un blanco de reactivos
el mismo que siguid todo el proceso de la muestra, desde la digestion hasta la destilacion,
asi como un material de referencia. Las muestras y sus réplicas, el blanco y el material de

referencia siguieron el procedimiento descrito a continuacion:
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En tubos de digestion rotulados de 75ml se pesé de 1.8 a 1.9g de Sulfato de sodio y 0.5 a
0.6g de Sulfato cuprico penta-hidratado y luego por triplicado 5.00 £ 0.01g de muestra

previamente homogenizada (en agitacion constante).

Se agregd por las paredes del tubo 5ml del Acido sulfurico concentrado, luego en el

bloque digestor con el programa de temperatura detallado en la Tabla 13.

Tabla 13: Rampa de temperatura del bloque digestor en Determinacion Proteinas

_Min_
30 110
30 250
15 310
90 450

Fuente: La investigacion

Temperatura

Transcurridas las 2 horas y 45 minutos apagar el digestor, se saco los tubos y dejo enfriar,
se agrego 25ml de agua destilada, agitd en vortex hasta que se haya disuelto todo el so6lido
precipitado de (NH4)2 SO4 presente y llevo a volumen de 75 ml con agua destilada y se

agito por inversion para su completa homogenizacion.

Luego se pipeteo volumétricamente 25 ml del digestado y se colocd en tubos de

destilacion limpios y previamente rotulados.

Se coloco en el extremo de la manguera de salida del destilador, una fiola de 250mL
conteniendo 25mL volumétrico de Acido Boérico al 3% pre-valorado y 10 gotas del

indicador de Tashiro.

Una vez obtenido el destilado este fue transferirlo cuantitativamente a una fiola de 500

ml, se titulé con HC1 0.01N hasta el primer cambio de color de verde a violeta.

Analisis de Grasas Totales

Se adapt6 la metodologia descrita por Folch 1957, para la determinacion de esta bebida,

se peso en tubos de 50 mL 5.0+ 0.1 g de muestra por triplicado, se taro balones de fondo
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plano, previamente lavados, secados, libres de grasa y rotulados para recibir el extracto

lipidico obtenido de las muestras

Luego se adicionaron 10 mL de n-Hexano, tapo, agito manualmente por 2 minutos y se

dej6 en bafio de agua a 45 °C por 10 minutos.

Se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos, se retir6 la tapa del tubo y se traspasoé al balén

previamente tarado, el extracto de n-Hexano con ayuda de micropipeta de 100 a 1000uL.

Se repitio este proceso dos veces mas al residuo de bebida que queda en el tubo,

obteniendo aproximadamente 30 ml al acumular los lavados de n-Hexano.

Finalmente, se rotaecvapor6 el solvente a una temperatura de 40 °C y 110 rpm, se pesé y

se tomo el primer peso estable en aproximadamente 5 segundos.
Grasas (%) = (M2-M1) x 100 / m

Donde:

M2 = masa en gramos del balon mas el extracto seco.
M1 = masa en gramos del balon vacio.

m = masa en gramos de la muestra

Analisis de colesterol

Se adaptd la metodologia descrita por Lopez-Cervantes et al. 2005 para la determinacion
de esta muestra, se utiliz6 como estandar Colesterol Sigma Aldrich y una curva funcional
preparada en fase movil a concentraciones que pueden ir desde 1 ppm hasta 400 ppm

segun tipo de matriz analizada.

Se utilizo los lipidos extraidos anteriormente, los mismos se pasaron a tubo de vidrio tapa
rosca de 30 mL de capacidad con ayuda del solvente extractor y se adiciono 25 mg de

BHT (para proteccion de la grasa durante el proceso)

Se evaporada la totalidad del solvente y luego adiciono 5 mL de solucién de hidroxido de
sodio 0.5N en metanol, se agito los tubos y sumergieron en bafio de agua precalentado a

80 °C. Agitandolos cada 5 min por 15 min.

Se retir6 luego los tubos de bafio caliente y puso en bafio de hielo inmediatamente, luego
se adicionaron 5 mL de agua y 5 mL de n-hexano y trasvaso cuantitativamente a tubo

Eppendorff de 50 mL.
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Luego se centrifugo durante 2 minutos a 5000 rpm, se recuper? la fase organica (superior)
y repitio el lavado con 30 mL de agua. Se pasoé a tubos de ensayo de 15 mL y evaporo el
n-Hexano y se reconstituyo6 el residuo en vial con 1 mL de fase moévil y finalmente fue

determinado por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

El contenido del Colesterol se determind por comparacion de las cuentas de area de la
regresion lineal pertenecientes a la curva de calibracion del estandar de Colesterol, contra

la de las muestras luego del proceso de extraccion detallado anteriormente.
Analisis de Carbohidratos Totales

Se adaptd la metodologia descrita por Clegg-Antrone 1956 para la determinacion de esta
bebida, este método determina la cantidad de carbohidratos totales, basandose en su

contenido de almidones hidrolizables y azucares solubles.

Se peso6 en tubos Eppendorff de 50 mL, 2.5 g de muestra de 0,001 g, se adiciono 10 ml de
agua y agito por vortex para correcta homogenizacion, se afiadio 13 ml de 4cido perclérico

al 52%.

Luego se sonicd durante 20 minutos, agitando cada 5 minutos, se mezcld y filtro a un
matraz volumétrico de 250 ml. Se lavé el tubo con 50 mL de agua 2 veces, tapando el

tubo y agitando cada vez, aforando el matraz con agua destilada.
Se diluy6 1ml del extracto a 10mL con agua destilada (1:10).

En tubos de ensayo (vidrio) de 15 mL se coloc6é 5 mL del reactivo anthrone y 1 mL del

filtrado diluido (1:10).

Se tapo los tubos y mezclo vigorosamente colocandolos luego en bafio de agua hirviendo

durante 12 minutos y luego enfri6 rapidamente en bafio de hielo.
Finalmente se ley6 absorbancias a 630 nm después de la curva de calibracion.

El contenido del Carbohidratos totales se determiné por comparacion de las absorbancias
a 630 nm de la regresion lineal pertenecientes a la curva de calibracion del estandar
Glucosa, contra la de las muestras luego del proceso de extraccion detallado

anteriormente.
Carbohidratos Totales disponibles (% de Glucosa) = (25 xB)/(ax W)
Donde

W = Peso en g de la muestra.
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a = Absorbancia del standard diluido.

B = Absorbancia de la muestra diluida

Analisis de Azucares totales

Se adapto6 la metodologia Fenol — Sulftrico Dubois, 1956 para la determinacion de esta
bebida. El primer paso fue la desproteinizacion de muestra para lo cual se pes6 2 g de
muestra homogenizada y afiadié 20 ml de agua destilada, se filtr6 y tomo 10 mL de
filtrado, a este se adiciono 1 mL de una solucidon de Sulfato de Zinc al 10% y 1 mL de

NaOH 0.5N, manteniéndose en reposo durante 15 minutos.

Luego se centrifugo a 200 rpm durante 15 minutos, se utilizé el sobrenadante para la

cuantificacidon de azucares totales.

En tubos de ensayo (vidrio) se colocaron 0.5 mL de la solucion o suspension acuosa de la
muestra, se adiciono 0.5 mL de solucion acuosa de Fenol al 5%, y luego cuidadosamente
2.5 mL de acido sulfurico concentrado, finalmente se homogenizo y dejo enfriar por 30

minutos.

El contenido del Azlcares totales se determind por comparacién de las absorbancias a
490 nm de la regresion lineal pertenecientes a la curva de calibracion del estandar
Glucosa, contra la de las muestras luego del proceso de extraccion detallado

anteriormente.
Aztcares Totales (% de Glucosa) = (25 x b) / (ax W)
Donde

W = Peso en g de la muestra.

a = Absorbancia del standard diluido.

Analisis del Cloruro de Sodio

Se adapto la metodologia NTE INEN 51:2013 (INEN, 2013b) para la determinacion de
esta bebida. Se pesé con aproximacion a mg, aproximadamente 1g de bebida, disolvid en

agua destilada y aforo a 100 ml.

Se transfirié una alicuota de 25 ml a un matraz Erlenmeyer de 250 ml, afiadié 1 ml de
solucion al 5 % de cromato de potasio como indicador, y tituld con la soluciéon 0,1 N de
nitrato de plata hasta que aparicion de un ligero color café-rojizo que persistio luego de

una brusca agitacion. Se calculd usando la siguiente ecuacion:
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C=5.845 * VN/m, donde

C= contenido de cloruro de sodio, calculado con referencia al producto seco (y deducido
de la sustancia deshidratante, en porcentaje de masa.

V = volumen de la solucion de nitrato de plata empleado en la titulacion, en ml.

N =normalidad de la solucién de nitrato de plata.

m = masa de la muestra contenida en la alicuota ensayada, deducida del contenido de
humedad, en g.

Analisis de Compuestos Fendlicos Totales

Se adapt6 la metodologia Folin-Ciocalteu 1927, para su determinacion en esta bebida. La
concentracion de fenoles totales en la bebida fue medida por espectrofotometria,
basandose en una reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion. El agente oxidante utilizado

fue el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Para la curva de calibracion se utilizé una solucion estandar de acido galico, de la cual se

prepararon cuatro concentraciones de 2.5 a 25.0 ppm con agua destilada.

A la solucion estandar y a las muestras previamente preparadas se les adicionaron 250 pL
de reactivo de Folin-Ciocalteu IN. Posteriormente se adicionaron 1250 pL. de Na2CO3

al 20% y se dejo reposar durante horas. La absorbancia fue medida a 760 nm

El contenido de Compuestos Fendlicos Totales se determind por comparacion de las
absorbancias a 760 nm de la regresion lineal pertenecientes a la curva de calibracion del
estandar Acido Galico, contra las absorbancias de las muestras luego del proceso de

coloracion detallado anteriormente.
Analisis de Flavonoides Totales

Se adaptd la metodologia descrita por Olga Lock et al, 2006, para la determinacién de
esta bebida. Se pes6 20 g de muestra en tubo Eppendorf, adicionar 20 mL de una solucion

al 80% de etanol.

Luego se sonico por 30 minutos a 60 °C, se dejo enfriar, filtro sobre matraz de 50 mL, y
llevo a volumen con la solucidn de etanol al 80%. Se tomd 5 mL volumétricos y llevo a
matraz de 10 mL, adiciono 200 pL de solucion de acetato de sodio 1M y dejo reposar 40

minutos.

La solucion se llevo a volumen con solucidn de etanol y fue leida en el espectrofotometro

a 415 nm. Para la curva de calibracion se pesé y disolvio el estandar de Quercetina en la
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soluciéon de etanol. Se prepard diluciones entre 30 y 2 ppm desarrollando color
adicionando 200 pL de solucién de acetato de sodio IM y se siguid el mismo

procedimiento que la muestra.

El contenido de Flavonoides Totales se determino por comparacion de las absorbancias a
415 nm de la regresion lineal pertenecientes a la curva de calibracion del estandar de
Quercetina, contra las absorbancias de las muestras luego del proceso de coloracion

detallado anteriormente.
Andlisis de Saponinas

Se adaptd la metodologia descrita en NTE INEN 1672:2013 (INEN, 2013a), para la
determinacion en esta bebida. Este método fisico se basa en las propiedades tensoactivas
de las saponinas. Cuando se disuelven en agua y se agitan, las saponinas dan una espuma

estable, cuya altura puede correlacionarse con el contenido de saponinas en los granos.

Se coloco 5.0 + 0,02 g de bebida en un tubo de ensayo, afiadio 5,0 ml de agua destilada y
tapo el tubo. Se puso en marcha el crondmetro y sacudid fuertemente el tubo durante 30
segundos, se dejo el tubo en reposo durante 30 minutos, luego sacudi6 otra vez durante

30 segundos.

Se dejo el tubo en reposo durante 30 minutos o mas, luego sacudio6 otra vez durante 30
segundos. Dar al tubo una ultima sacudida fuerte. Finalmente se dejo el tubo en reposo

durante 5 minutos y luego medio la altura de espuma con aproximacion al 0,1 cm.

Analisis de Metales Pesados

Se adapto la metodologia descrita en AOAC Ed. 21, 999.11, para la determinacion de esta
bebida. Se peso en vasos de precipitacion de 100 ml, (25.0 = 0.01) g de muestra para el

analisis de metales pesados.

Se agregod lentamente y por las paredes del tubo, 6 ml de acido nitrico concentrado y
calentd a 350°C por unos 10 minutos y se adiciono 2 ml de acido clorhidrico. Se dejé en
ebullicion hasta la eliminacion de los vapores amarillos del 4cido nitrico y que la solucion

sea traslucida. No hervir a sequedad en ningiin momento.

Se dejo enfriar la solucion digestada y luego fue trasvasada en matraces de 10 ml para

llevandolos a volumen con acido nitrico 3%.

47



Se encendio el equipo Espectrofotometro de Absorcion Atomica Perkin Elmer Analyst
200, previo a la utilizacion del equipo, se mantuvo encendido, junto con la lampara de

Cobre durante un minimo de 4 minutos para estabilizar el sistema.

Se verifico la estabilidad de la linea base, mediante la lectura continua de las fluctuaciones
en unidades de absorbancia. Estas lecturas no excedieron valores de: = 0.001 durante 3

minutos de recorrido en estado de lectura continua.

La calibracion del sistema analitico se basa en la preparacion de una curva de calibracion
funcional y la presencia de material referencia. La curva de calibracion funcional incluyo

un minimo de 4 puntos de concentraciones variables.

En el modo de lectura continua, se identificd la presencia del metal, basandose en la
deflexion de respuesta por parte del detector y la lectura de absorbancia arrojada por el

sistema.

Se comenzo con las lecturas de la curva para la calibracion del equipo, analizando de

menor a mayor concentracion y luego con las lecturas de los extractos de la bebida.

Se realizé un célculo de regresion lineal a partir de la concentracion teodrica de los
estandares expresada en partes por millon versus el resultado de absorbancia para cada

nivel de concentracion.

Usando la ecuacién lineal obtenida a partir de la curva de calibracion elaborada con las
diluciones de estandar y los datos de cuenta de absorbancia arrojados por las muestras, se

determino el contenido de cada metal en la bebida mediante la siguiente ecuacion:
Los metales analizados fueron: Arsénico, Cobre, Zinc, Hierro, Plomo.
Concentracion Metal= [C]*F/g

Donde:

[C]= Concentracion del metal en el tubo, obtenido a partir de la ecuacion lineal.
F= Factor de dilucién

g= Peso (g) de la muestra.

Analisis de Aerobios Totales

Se utiliz6 la metodologia descrita en BAM FDA, para su determinacion en esta bebida,
Se pes6d 1 g de muestra y se colocd en frascos estériles con 9 ml de agua de peptona,

agitando por 1 minuto.
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Se prepar6 diluciones de 10%, 10* a partir de la dilucién madre que equivale a 10", se toma
Iml. y se transfiere a un tubo que contiene 9 ml de agua de peptona; este tubo corresponde
a 107 se agita y se transfiere del tubo de 10%, 1 ml a un tubo que contenia 9 ml de agua de

peptona asi obtenemos 10°

De cada dilucion se coloco 1 ml con aproximadamente 20 ml del agar de contaje de placas
previamente fundido y enfriado en un bafio de agua, a su vez se realizd un control del
agar. Se rotaron las placas de derecha a izquierda, arriba y abajo con la finalidad de
mezclar la muestra con el agar, luego se dejo enfriar el agar aproximadamente 5 minutos
y finalmente se incubaron las placas en forma invertidas por espacio de 48 horas a

3542°C.

Se contd las colonias en las dos diluciones y reporto como UFC/g.

Analisis de Hongos y Levaduras

Se utiliz6 la metodologia descrita en BAM FDA, para su determinacién en esta bebida.
Se pesod 1 g de muestra y se colocd en frascos estériles con 9 ml de agua de peptona,

agitando por 1 minuto.

Se prepard diluciones de 102, 10* a partir de la dilucién madre que equivale a 10!, se toma
Iml. y se transfiere a un tubo que contiene 9 ml de agua de peptona; este tubo corresponde
a 10% se agita y se transfiere del tubo de 102, 1 ml a un tubo que contenia 9 ml de agua de

peptona asi obtenemos 10°

De cada dilucion se colocé 1 ml con aproximadamente 20 ml del agar Saboreaud
Dextrosa, previamente fundido y enfriado en un bafio de agua, a su vez se realiz6 un
control del agar. Se rotaron las placas de derecha a izquierda, arriba y abajo con la
finalidad de mezclar la muestra con el agar, luego se dejo entrar el agar aproximadamente
5 minutos y finalmente se incubaron las placas en forma invertida por 5 a 7 dias a

temperatura ambiente. Se contd las colonias de las 2 diluciones y se reportdo como UFC/g.
Analisis de Coliformes Totales y Fecales

Se utilizo la Técnica de Petrifilm ™. Placas para Recuento de Coliformes, para la
determinacion de esta bebida, la misma esta validada en los siguientes métodos oficiales:
Método Oficial AOAC 991.14 (todos los alimentos): Incubar 24h + 2h a 35°C + 1°C, se
muestra en la [lustracion 1 una guia de reporte para Coliformes Totales.

[lustracion 1:
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Guia Interpretacion Coliformes Totales.

Lectura segiin los AOAC?, Official Methods™
(986.33, 989.10 y 991.14)
Incubacién :

* Enumeracion de coliformes en leche, leche cruda

v productos ldcteos (Métodos Oficiales 986.33 y 989.10) :
incubar 24h +/- 2h a 32°C +/- 1°C.

* Enumeracion de coliformes en todos los productos,
excepto los arriba mencionados (Método Oficial 991.14) :
incubar 24h +/- 2h a 35°C +/- 1°C.

Interpretacién :

+ Coliformes : Contar todas las colonias rojas con gas.

coliformes, AOAC® Official Methods
Fuente: (PETRIFILM 3M, 2005)

* Método validado AFNOR 3M 01/2-09/89C: Incubar 24h + 2h a 44°C + 1°C. Se muestra

en la Ilustracion 2 una guia de reporte para Coliformes Fecales (Termo istentes)

Ilustracién 2:

Guia Interpretacion Coliformes Fecales.

para coliformes termotolerantes
(certificados niimero 3M 01/2-09/89C)
Incubacion :

24h +/- 2 a44°C +/- 1°C

Interpretacion :

= Comp ién con el método NF VO8-017 :
Contar todas las colonias rojas con o sin gas.

21 coliformes. método aprovado AFNOR comparado
con el método NF V08-017.

Fuente: (PETRIFILM 3M, 2005)
3.5.4 Plan de Procesamiento de Informacion

Para la elaboracion de la bebida se busc6é una normativa técnica ecuatoriana aplicable
para poder cumplir con los pardmetros fisicoquimicos, microbioldgicos y contaminantes

establecidos en un; asi mismo se siguieron los lineamientos de las normas internacionales,



del Codex Alimentario, ademas se realizaron estudios farmacognosticos que permitieron

completar los objetivos planteados en este trabajo.

3.5.5 Analisis Estadistico

Los datos obtenidos en este estudio fueron analizados por un analisis de regresion lineal,
parametros de precision, dispersion de datos, error y robustez mediante un analisis de

Anova correlacionando las variables involucradas.

Se realiz6 un analisis de una direccion de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias
significativas entre las medias de las muestras, con un nivel de significancia a ser

considerado de P< 0.05.

Los resultados fueron procesados en el programa de computador Excel Version Office

Profesional 2013
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4 Analisis e interpretacion de los resultados

4.1 Diseno de la bebida
4.1.1 Preparacion de deshidratado de Flor de Jamaica

El proceso de deshidratacion de la Flor de Jamaica se encuentra a forma de diagrama de

flujo en la Figura 3.

Se buscé la mejor forma de deshidratacion: temperaturas, tiempos de secado, forma de
almacenado y preservacion del color caracteristico de la especie. Se utilizd6 un
procedimiento de secado de 24h a 60°C, asegurando tiempos prolongados a temperaturas
bajas, que nos ayudaron a mantener las propiedades quimicas y organolépticas del

producto final.

Para la preparacion de la infusion de Flor de Jamaica se considerd a (Prenesti, Berto,

Daniele, & Toso, 2007b) quien hirvio 2.000 g de flores desecadas a 100 °C durante 3 min
con 100 ml de agua, obteniendo la mayor extraccion de los compuestos fenolicos y una
elevada actividad antioxidante.

Figura 3:

Proceso deshidratacion de la Flor de Jamaica

FLOR DE

JAMAICA

CLASIFICADO

LAVADO

SECADO

( TROCEADO )

( DESHIDRATADO )
(60£1°C / 24 h)

N Y )
NN/

. ., ALMACENADO
Fuente: La investigacion (25£1°C)




4.1.2 Preparacion de la Bebida

Usando como base acuosa la Infusion de Flores de Jamaica, se us6 como referencia las
concentraciones de frutas Arandanos y Uva que se encuentran en la Tabla 8.

Utilizando un procesador de alimentos se realizo la bebida, se adicion6 el aztcar y los
conservantes, acido citrico y benzoato de sodio, como se observa en la Figura 4.

Figura 4:

Proceso Elaboracion de la Bebida Antioxidante

ARANDANOS, UVA,

FLOR DE JAMAICA

DISENO \

F1: 7.5%A + 7.5%U + 2gFJ

F2:5.0%A + 7.5%U + 2gFJ
F3: 7.5%A + 5.0%U + 2gFJ
F4:7.5%A + 7.5%U + 1.5gF]
F5:5.0%A + 7.5%U + 1.5gF]

\ F6: 7.5%A + 5.0%U + 1.5gFJ /
< ENVASADO >
< PASTEURIZADO >
< ALMACENADO >
(4+4°C)

Fuente: La investigacion
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Se realizd un balance de materia para determinar el porcentaje de merma, una vez

realizado el proceso. (Figura 5)

Figura 5:

Balance de Masas elaboracion de la bebida.

Ingredientes de

la bebida
1000 m
PROCESADO 0m - Producto
(Homogenizacion) " Terminado
4049
Merma
(Cascaras)

Fuente: La investigacion

4.1.3 Pasteurizado y Envasado

Una vez realizada la bebida, fue envasada en botellas de vidrio transparentes de capacidad
de 300 ml, con tapa de aluminio, fueron sometidas a proceso de pasteurizado para
garantizar la inocuidad y alargar el tiempo de vida 1til del producto: procedimiento
considerado: “punto critico de control”. La pasteurizacion fue realizada con el producto
terminado ya envasado en las botellas de vidrio, las mismas fueron sumergidas en bafio

maria a una temperatura de 90°C por 5 min.

Tomando en consideracion las caracteristicas de los componentes de la bebida y los
productos que se encuentran en el mercado de caracteristicas similares, se propone un

tiempo de vida util para este producto de 3 meses, en condiciones de 2-8 °C de
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temperatura (Se realizard estudio de estabilidad bajo este contexto de tiempo y

temperatura.
4.2 Caracterizacion fitoquimica

Se realiz6 caracterizacion fitoquimica de la bebida F3 en base a su posible contenido de
compuestos activos vegetales descritos en el apartado de marco tedrico, tales como,
compuestos fenolicos totales, Flavonoides totales, Taninos totales, prueba cualitativa de
alcaloides (Dragendorff, Wagner y Mayer) y Saponinas (Método espuma) que se

muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Resultados de compuestos Activos.

Parametro Resultado  Unidades Técnica
obtenido
F3
Compuestos Fendlicos 555.78 mg/L Espectrofotométrica
Totales
Flavonoides Totales 64.26 mg/L Espectrofotométrica
Taninos totales 2475.15 mg/L Espectrofotométrica
Alcaloides - +0- Colorimétrica
(Dragendorff)
Alcaloides (Wagner) - +0- Precipitacién
Alcaloides (Mayer) - +0- precipitacion
Saponinas 0.4 % Método Espuma

Fuente: La investigacion

Se utilizo6 a su vez la técnica de Cromatografia de Gases con acoplamiento a detector de
masas para la extraccion de los compuestos en la bebida y de esta manera realizar un
screening fitoquimico, al identificar por medio de esta metodologia, las masas de los
componentes encontrados y de esta manera poder describirlos.

Se utilizd una extraccidon segun los detalla (Delange, Rico, Pérez, Canavaciolo, & Leyes,
2012)., se homogeniz6 la bebida mediante constante agitacion, y se tomd un volumen de
aproximadamente 5 ml de esta. Se utiliz6 n-hexano como extractor, el mismo que fue
luego separado, llevado a sequedad y luego reconstituido con cloroformo para finalmente
llevar a vial previo inyeccion; se utilizo las condiciones cromatograficas detalladas en la
Tabla 15.

Se utiliz6 una columna TG-SQC 30 m, 0,25 mm y 0,25 um en el equipo GC MS Thermo
Fisher Scientific Trace 1100.
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Tabla 15:

Condiciones cromatograficas de rampa de temperatura

Tiempo de Tasa de o )
) Objetivo de Tiempo de
Retencion Incremento o
) ) Temperatura mantenimiento
(min) (°C/min)
2.000 0.00 60.0 2.00
9.000 20.00 200.0 0.00
24.000 8.00 320.0 0.00
30.000 Detener Corrida

Fuente: La investigacion

Luego de realizar las corridas cromatograficas de los extractos, se obtuvo el
cromatograma que se puede observar en la Ilustracion 3, en este se pudo encontrar la
presencia de varios componentes como Acido Ascérbico (Ilustracion 4), Digitoxina
(Ilustracion 5) y Tumerona (Ilustracion 6).

Ilustracion 3:

Cromatograma Bebida antioxidante F3

1
1
1
1
8]
7]
6]
5]
3]
2]
E
[

“2@6$ 5 5.0 7.5 10.012.515.01 7.50.002.85.027.50.0

Fuente: La investigacion
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Ilustracion 4:

Espectro de Masas de Acido Ascérbico

-(=}-Ascorbic acid 2.6-dibexadecancate
Formula CIZHESOE, M B52, CASE 28474-50-0, Entry& 27578
OH
u3{0,llr_,vaf{]-Ifhh_ﬂm_m_,_ﬁxWﬂE_HH,ﬁxv_ﬂﬂwﬂ,ﬁxv_H
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|-(+}-Ascorbic acid 2 6-dihexadecanoate
Formula C38HBE0E, Miw 652, CASHE 28474-30-0, Entry# 27578

1QE-1 Peak #34 RT: 13.62 min
Hisll ‘\§

6-dihexadecanoate : C38H6808
£0355.0
mf

4% 7100 200 300 400 500 600 700 800

)
i

Fuente: La investigacion
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Los jugos de frutas son fuente de muchos antioxidantes bioldgicamente activos. El acido
ascorbico conocido por su actividad antioxidante y antinflamatoria, mientras que los
compuestos  fenolicos presentan propiedades cardio protectoras, actividad
anticancerigena y efecto sobre las enfermedades relacionadas con la edad (Bartoszek &
Polak, 2016). Debido a que se ha logrado detectar la presencia de este importante
antioxidante en la bebida, podemos decir que esta tiene efecto positivo ante el estrés

oxidativo y ayuda al sistema inmunolégico.
[lustracion 5:

Espectro de Masas de Digitoxina

Digitosin
Formula C41H84013, Miw/ 764, CAS# 71-62-6. Entry# 6506
Synonyms: Card-20(22)-enolide, 3-[[0-2,&-dideoxy- - D-ribe-hexopyranosyl-[ 1.fedarw 4)-0-2, E-dideooy-fi-D-ribo- hexopyranosyl-| 1.fwdarw 4)-2, E-didemoy-f-D-
riba-hexapyranasyl}axy]-14-hydrooy-, |:3ﬁ5§ ; Carditodr; Crystalline digitaling "‘r_,-!-'ndgn mierck; Digimidin; Digitcksin; Digitophyllin; Digiszsigenin
tridigitaxaside; Ell_l:m:il;in: Purodigin; Purpund; Uniciging Acsdmdn; Card-20(22)-andlide, 3 idemoy-f-D- rlbo-hsc:pvrzrosvl [ 1-d)-0-2. E-didemmoy-B-D-
riba-hexapyranasyl-{1-4)-2,8-didemy -':u-mu}"-:m‘y}m‘y}-ﬂr'r}dm‘r. |::15.5ﬁ:|-; Car 1 ong; :Ilgrmd Digitaline:
cristallisas; Digitaline nativelle; Dig verum; Diteven; Lanstodrg Myodiging Masgal;, Purodiging crystalline; Tardigel; T toosice; S8-Card-20{22)-
mnalide, 3f,14- :lhy’l:rux:( 3-(tris-[digitoxoside)); Cand-20{27)-enalide, 3-[[0-2 E-didemoy-F-D- rlbo-f‘ﬂ:\p_-,-rzn:syh - d}-0-2.6-dicemoy- -0 rlhs-l'mmp:.-rzrmyl
{1.->.4)-2,8-didegxy- g -D-riba- hexopyranasy m]-1—r1\1d'\:m.- |:3ﬁ Sfil- Digitring Digitowoside; 3-(((2,6-Didemoy-d-C0- [2,E-didemoy-d-0-( 2,6
d deaxyhexapyranasyl} hexapyranasyl]haoagyranasyl)og]-14-hydraoycard-20{22-endlide & Coramedan; Digioor; Digipural; KSC 7323

0 0
OH OH
HO HO 0
OH
0 ) 0 0

bl Peak #28 RT: 7.42 min
989971 1471 53242 2811 3652
TT1/]

ﬁmixm C41 H64013

-4%0 100 150 200 250 300 350 401

Fuente: La investigacion

La digitoxina es un glucosido cardioactivo que se ha usado desde hace mucho en el

tratamiento de insuficiencias cardiacas, junto con la digoxina se absorben casi
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completamente por via digestiva a diferencia del lanatésido C, por lo cual se prefieren

para administracion por via bucal (Pintos & Sefior, 2019).
[lustracion 6:

Espectro de Masas de Tumerona

Tumerone
Formula C15HZ20, Mw/ 218, CASE 1802315-67-7, Entry# 13866
Synonyms: 2-Methyl-&-(4-methyl-1,3-cyclohexadien-1-yl)-2-hepten-£-one #

33 Peak #14 RT: 6.02 min
20.2

7.
P 011i

0 Hit# 1 : Tumerone : C15H220

=)

047
48700 200 300 400 500 600 700 800

Fuente: La investigacion

La tumerona estd presente especies vegetales como el curry, puede acelerar la
recuperacion cerebral, un estudio aleman hizo analisis en ratones para analizar este efecto,
el mismo inyectd la tumerona a los animales y analizaron sus cerebros a través de
tomografias. Asi observaron que las partes responsables del crecimiento de células
cerebrales se veian mas activas después de la aplicacion del compuesto (Morais &
Rebelo, 2014), el consumo de esta bebida entonces podria ayudar a contrarrestar los
efectos del Alzheimer y para quienes padecieron derrames cerebrales, para lo que se

tendrian que realizar estudios complementarios.
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4.3 Descripcion sensorial
4.3.1 Anadlisis Sensorial

Siguiendo el disefio experimental, se propuso el desarrollo de 6 formulaciones en donde
varian los niveles de arandano azul y uva roja, mientras que se usan 2 constantes de flor

de Jamaica, una de 1.5g y otra de 2g.

El total de la poblacion evaluada fue de 50 consumidores del supermercado de alimentos,
estudiandose los siguientes atributos: fragancia/aroma, nivel de acidez, sabor, sabor
residual, dulzor, aceptacion general y envase utilizado; los mismos que se muestran en la
ficha de evaluacion generada para el andlisis y que se incluye en el Anexo 14. Los

resultados obtenidos son los siguientes:

Para la formula 1 se observo que todos los atributos evaluados dan una calificacion
cualitativa de mayor o igual a 6, siendo el atributo “aceptacion general” de 7.56. Esta
féormula obtuvo una calificacion promedio de todos los atributos evaluados de 7,21, es

decir, me gusta moderadamente. Como se muestra en la Grafica 1,

Grafica 1:

Resultados de Atributos Sensoriales — F1

F1

Fragancia/Aroma:

Envase utilizado: Nivel de acidez:
Aceptacion general: Sabor:
Dulzor: Sabor residual:

Fuente: La investigacion

Para la Formulacion 2 se observa que todos los atributos evaluados dan una calificacion
cualitativa de mayor o igual a 6, siendo el atributo “aceptacion general” de 7.52, esta
formulacion obtuvo una calificacion promedio de todos los atributos evaluados de 7,31,

es decir, me gusta moderadamente. Como se muestra en la Grafica 2,
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Grafica 1:

Resultados de Atributos Sensoriales — F2

Fragancia/Aroma:
Fnvacaitilizadn: Nivel de aride7-
Acentacidn seneral- Sahar:
Dulzar: Sahor recidual:

Fuente: La investigacion

Para la Formulacion 3 se observa que todos los atributos evaluados dan una calificacion
cualitativa de mayor o igual a 7, siendo el atributo “aceptacion general” de 8.18, esta
formulacion obtuvo una calificacion promedio de todos los atributos evaluados de 7,59,

es decir, me gusta mucho. Como se muestra en la Grafica 3,
Grafica 3:

Resultados de Atributos Sensoriales — F3.

F

Fragancia/Aroma:

Envase Nivel de

Aceptacion Sabor

Dulzor: Sabor

Fuente: La investigacion

Para la Formulacion 4 se observa que todos los atributos evaluados dan una calificacion
cualitativa de mayor o igual a 6, siendo el atributo “aceptacion general” de 7.40. Esta
férmula obtuvo una calificacion promedio de todos los atributos evaluados de 7,07, es

decir, me gusta moderadamente. Como se muestra en la Grafica 4,
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QGrafica 4:

Resultados de Atributos Sensoriales — F4

F4

Fragancia/Aroma:

Envase utilizado: Nivel de acidez:
Aceptacién general: Sabor:
Dulzor: Sabor residual:

Fuente: La investigacion

Para la Formulacion 5 se observa que todos los atributos evaluados dan una calificacion
cualitativa de mayor o igual a 6, siendo el atributo “aceptacion general” de 7.50. Esta
férmula obtuvo una calificacion promedio de todos los atributos evaluados de 6.94, es

decir, me gusta moderadamente. Como se muestra en la Grafica 5,

Grafica 5:

Resultados de Atributos Sensoriales — F'5.
F5

Fragancia/Aroma:

Envase utilizado: Nivel de acidez:
Aceptacion general: Sabor:
Dulzor: Sabor residual:

Fuente: La investigacion

Para la Formulacion 6 se observa que todos los atributos evaluados dan una calificacién

cualitativa de mayor o igual a 6, siendo el atributo “aceptacion general” de 7.58. Esta
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formula obtuvo una calificacion promedio de todos los atributos evaluados de 7.18, es
decir, me gusta moderadamente. Como se muestra en la Grafica 6,

Grafica 6:

Resultados de Atributos Sensoriales — F6,

F6

Fragancia/Aroma:

Envase utilizado: Nivel de acidez:
Acentacién general: Sabor:
Dulzor: Saborresidual:

Fuente: La investigacion

Como se puede observar en la Tabla 16, las calificaciones obtenidas en cada una de las
formulaciones se encuentran relativamente proximas. La féormula F3 presenta la mayor

aceptacion, mientras que la F5 obtuvo la menor aceptacion por parte de los panelistas.

Tabla 16:

Resultados de la aceptacion general de las bebidas evaluadas

Formulas F1 F2 F3 F4 F5 F6
Codigo: ABC CBA ABA ACA CAC BAC
Fragancia/Aroma: 7,08 7,30 7,42 6,78 6,94 7,12
Nivel de acidez: 6,90 6,90 7,52 6,96 6,40 7,00
Sabor: 7,52 7,64 8,02 7,40 7,12 7,42

Sabor residual: 6,98 7,06 7,38 6,90 6,30 6,56
Dulzor: 6,94 7,30 7,30 6,94 7,22 7,14
Aceptacion general: 7,56 7,52 8,18 7,40 7,50 7,58
Envase utilizado: 7,48 7,42 7,34 7,10 7,10 7,44
Promedio de atributos 7,21 7,31 7,59 7,07 6,94 7,18

Fuente: La investigacion
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Tlustracion 7:

Analisis Estadistico ANOVA del parametro Aceptacion General.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
F1 50 378 7,56 0,659592
F2 50 376 7,52 0,989388
F3 50 409 8,18 0,39551
F4 50 370 7,4 0,897959
F5 50 375 7,5 0,989796
F6 50 379 7,58 1,513878
ANALISIS DE VARIANZA
Grados
Origen de las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados  libertad los cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 19,57666667 5 3,915333333  4,313528 0,000839259 2,244703328
Dentro de los
grupos 266,86 294 0,907687075
Total 286,4366667 299

Fuente: La investigacion

De acuerdo con los resultados de la Aceptacion General de las formulaciones, flucttian

en un rango de 7 a §, es decir” me gusta moderadamente y me gusta mucho”, demostrando

que el producto es sensorialmente aceptado por los consumidores, siendo la formulacion

F3 la de mayor aceptacion sensorial con un contenido de 7.5% Arandano Azul, 5.0% de

Uva Roja, y 2.0g/100ml Infusién de Flor de Jamaica, como se muestra en la Grafica 7.

Grafica 7:

Aceptacion general de las formulaciones evaluadas

Fuente: La investigacion

Promedio de atributos

F6 BAC F2 CBA

F5 CAC F3 ABA

F4 ACA
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4.4 Anailisis del producto terminado
4.4.1 Analisis Fisicoquimicos y Bromatologicos

De acuerdo con la Tabla 17, se puede evidenciar que la muestra analizada cumple con

los pardmetros establecidos en la normativa ecuatoriana NTE INEN 2337:2008.

Tabla 1:

Resultados Fisicoquimicos y Bromatoldgicos

Requisito Resultado Min Max Referencia
obtenido Bibliografica
F3
% Proteina 0.10 - -
% Carbohidratos 8.02 - -
% Azucares totales 7.41 - -
% Grasas 0.4 - - NTE INEN
% Colesterol 0.0 - - 2337:2008
% Cloruro de Sodio 0.0 - -
Acidez Citrica 1.2 >1.0 -
°Brix 9 5 -
pH 2.7 - <4.5

Fuente: La investigacion

4.4.2 Microbiologico

De acuerdo con la Tabla 18, el andlisis microbiologico de la bebida F3, cumple con lo

establecido en la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2337:2008, Requisitos.

Tabla /8:

Resultados microbiologicos

Requisito Resultado Min Max Referencia
obtenido Bibliografica
F3
Aerobios totales UFC/g <10 - <10
Coliformes totales UFC/g Ausencia - <3 NTE INEN
Coliformes fecales UFC/g Ausencia - <3 2337:2008
Mohos y Levaduras UFC/g <10 - <10

Fuente: La investigacion
4.4.3 Contaminantes

De acuerdo con la Tabla 19, el contenido de contaminantes de la bebida F3, cumple con

lo establecido en la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2337:2008, Requisitos.
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Tabla 19:

Resultados Contaminantes

Metales Resultado Max Referencia
obtenido mg/Kg Bibliografica
mg/Kg
F3
Arsénico <0.02* 0.2
Co_bre <0.5* 5.0 NTE INEN
Zinc <0.5* 5.0 2337:2008
Hierro <5.0* 15.0 '
Plomo <0.01* 0.05

*Menor al limite de cuantificacion*
Fuente: La investigacion
4.4.4 Analisis de la actividad antioxidante de las formulaciones de infusion

Los resultados obtenidos para los compuestos antioxidantes de cada formulacién

propuesta se muestran en la Tabla 20, donde se muestran los resultados en IC50 relativo

a Acido Galico.
Tabla 20:

Actividad antioxidante por inhibicion de DPPH expresada en IC50 de dcido galico

(mg/ml) de formulaciones de bebida antioxidante.

g/100 ml *RESULTADO

FORMULACIONES ARA;?’DANO U‘;/;’A FLORDE  ICs (Ac. Glico
JAMAICA mg/mL)
F1 7.5 7.5 2.0 1995.54
F2 5.0 7.5 2.0 2022.55
F3 7.5 5.0 2.0 1997.86
F4 7.5 7.5 1.5 2025.71
F5 5.0 75 15 2012.19
F6 7.5 5.0 15 2012.83

*Promedio del analisis por triplicado de Actividad Antioxidante.

Fuente: La investigacion

El DPPH es un radical libre estable y acepta un electron o un radical de hidrégeno para
convertirse en una molécula diamagnética estable. El método es ampliamente aceptado
ya que es independiente de la polaridad de los extractos de muestras y es efectivo mientras
se examinan grandes volumenes de muestras, la determinacion de la actividad

antioxidante de un extracto de muestra en base a los efectos captadores generales del
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radical DPPH es uno de los ensayos antioxidantes empleados habitualmente. Este método
se considera rapido, sencillo y muy conveniente. (Magalhaes et al., 2008; Alam et al.,

2012).

La mayor cantidad de compuestos activos que otorgan actividad antioxidante son los
compuestos fendlicos y las antocianinas (Gaviria Montoya, 2009), a su vez segun varios
reportes, la actividad antioxidante de la uva se debe a la presencia de fito-constituyentes
activos como compuestos fenodlicos, flavonoides, taninos, etc. (Devi & Singh, 2017). La
flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta rica en compuestos bioactivos, tales
como polifenoles, flavonoides, vitaminas, fibra y antocianinas; su actividad antioxidante
es directamente proporcional a la concentracion de los compuestos mencionados (Batalla

Mayoral, Vega-Herndndez, & Silveti-Loeza, 2019)

En los ultimos afios, la atencidén se ha centrado en las propiedades antioxidantes de los
componentes dietéticos de los alimentos derivados de plantas. Los antioxidantes actuan
en respuestas bioldgicas a la inflamacion y la inmunidad, funcionan como mecanismos
de senalizacion para la regulacion redox, incluso los niveles minimos de estrés oxidativo
son altamente detectados y el mecanismo antioxidante protector se pone en accion, que

es esencial para el mantenimiento de la integridad estructural de proteinas.

Para el caso de nuestras formulaciones se logré determinar que todas se encontraron en
un intervalo entre 1990 a 2100 mg/ml de IC50 relativo a Acido Galico, tal como se
muestra en la Tabla 21 de Resultados generales de Actividad Antioxidante.

Tabla 21:

Resultados de Actividad Antioxidante del andlisis por triplicado de las 6 formulaciones.

Formulaciones F1 F2 F3 F4 F5 F6

nl 1995,23  2025,15 1997,96 2023,14 2015,23 2010,10
n2 1996,14  2022,35 1999,85 2025,15 2009,36 2015,25
n3 199525 2020,14 199578  2028,84  2011,98  2013,15
Promedio 199554  2022,55 1997,86 2025,71 2012,19 2012,83

Fuente: La investigacion
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El analisis estadistico ANOVA calculado en Microsoft Excel 2013 aplicado a las 6
formulaciones indico que si existen diferencias significativas entre las mismas tal como

se muestra en la Ilustracion 8.

Ilustracién &:

Analisis Estadistico ANOVA del parametro Actividad Antioxidante DPPH

RESUMEN
Varianz
Grupos Cuenta Suma Promedio a
F1 3 5986,62 1995,54 0,2701
6,3040
F2 3 6067,64 2022,54667 3333
4,1482
F3 3 5993,59 1997,86333 3333
F4 3 6077,13 2025,71 8,3577
F5 3 6036,57 2012,19 8,6473
6,7058
F6 3 6038,5 2012,83333 3333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
80,084
Entre grupos 2297,97783 5 459,595566 7262 8,56645E-09 3,105875239
Dentro de los
grupos 68,8664 12 5,73886667
Total 2366,84423 17

Fuente: La investigacion

Las formulas F1 y F3 presentaron una mayor actividad antioxidante por el método de
captacion del radical DPPH, pese a que en las 6 formulaciones existen diferencias
significativas. Al hacer un nuevo ANOVA entre las formulaciones con mayor actividad,
se encontr6 como resultado que entre las formulaciones F1 y F3 no existen diferencias

significativas, como se puede observar en la [lustracion 9.
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[lustracién 9:

Comparacion estadistica DPPH entre F1y F3

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
F1 3 5986,62 1995,54 0,27
F3 3 5993,59 1997,863333 4,148

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 8,09681667 1 8,096816667 3,665 0,128088255 7,70864742

Dentro de los

8,83666667 4 2,209166667
grupos
Total 16,9334833 5

Fuente: La investigacion

Siendo la formulacion F3 la que tuvo una mayor aceptacion sensorial, y al no encontrarse

diferencias significativas entre las F1 y F3 que fueron las de mayor actividad

antioxidante, se escogi6 a la bebida F3 como la mejor formula.

4.5 Costos de produccion

4.5.1 Empaquetado y etiquetado

Para el empaque y rotulado del alimento se tomé de referencia la Norma Técnica

Ecuatoriana de Rotulado de productos alimenticios para consumo humano. Parte 1.

Requisitos (NTE INEN 1334-1). De acuerdo con los requisitos establecidos en la

normativa, el rétulo del empaque fue diseniado (Figura 7) con los siguientes componentes:

« Nombre del alimento: JAMAICA MIX (Bebida antioxidante de flor de

Jamaica, uva roja y arandanos azules)

« Lista de ingredientes: Agua purificada, azucar, Arandanos azules, Uvas
rojas, Flor de Jamaica, 4cido Citrico y Benzoato de Sodio. Contenido neto:

300 ml
« Fabricado por: Q.F. Stuard Montoya Vizuete

+  Producto Ecuatoriano

« Lote: De acuerdo con la fecha de elaboracion.
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Figura 6:

Propuesta de etiqueta Jamaica Mix.

Famaica Mix

ARANDANO AZUL - UVA ROJA - FLOR DE JAMAICA

BEBIDA ANTIOXIDANTE

BEBIDAS ssv&
CONTENIDO NETO: 300 ML

N

Famaica Mix

ARANDANO AZUL - UVA ROJA - FLOR DE JAMAICA
BEBIDA ANTIOXIDANTE

Fuente: La investigacion
4.5.2 Analisis de costos de materia prima

Los costos calculados fueron referenciales a los precios de Arandanos Azules, Uvas
Rojas y Flor de Jamaica de los supermercados de la Corporacion el Rosado, quiénes
expenden estos productos. El detalle del costo y precio de venta al publico referencial




para una produccion de 800 unidades de producto correspondientes a 240 litros/dia se
detallan en la Tabla 22

Tabla 22:

Costos de produccion de 240 Litros/dia (800 bebidas)

INGREDIENTES Cantidad (240 L) Costo 1IKgo L. Costo Total
Agua purificada 189.84 L 0.25 1995.54
Azucar (Sacarosa) 14.40 Kg $1.00 2022.55
Arandanos Azules 18.00 Kg $20.00 1997.86
Uvas Rojas 12.00 Kg $4.00 2025.71
Flor de Jamaica 4.80 Kg $10.00 2012.19
Acido Citrico 0.72 Kg $5.00 2012.83

Benzoato de Sodio 0.24 Kg $2.50 $0.60
Botellas 0.30 unidad $240.00
COSTO DE MATERIAS PRIMAS $762.06
Costo gerencial 30% $228.62
Utilidad 25% $190.52
Total 1181.20

P.V.P. Unitario (Total/800und) $1.48

Fuente: La investigacion

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

* Se disefio una bebida con actividad antioxidante a base de 7.5 g/100 ml de
Arandano

Azul, 5.0 g/100ml de Uva Roja y usando como base acuosa una infusion de Flor
de Jamaica de 2.0 g/100 ml, todas de origen ecuatoriano, siendo estas
proporciones correspondientes a la formulacion F3, la cual presento las mejores
caracteristicas tanto sensoriales y junto con la F1, las mas altas actividades
antioxidantes del estudio.

* Se determino la presencia de varios componentes bioactivos presentes en la bebida
F3 como compuestos fenolicos (555.78 mg/L), Taninos (2475.15 mg/L),

Flavonoides (64.26 mg/L) y Saponinas (0.4 %), ademés mediante screnning
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Cromatografico (GCMS) se pudo encontrar la presencia de otros componentes de

interés como Acido Ascérbico (Vitamina C), Digitoxina y Tumerona.

* La bebida F3 cumple con los requisitos fisicoquimicos, microbiologicos y de
contaminantes que se encuentran en la normativa NTE INEN 2337:2008,
garantizando la inocuidad y calidad del producto final a los consumidores.

* Losresultados obtenidos en las determinaciones de actividad antioxidante in vitro
mediante inhibicion de DPPH a las 6 formulaciones de bebida a base de Vaccinium
shei Reade (arandano azul), Vitis vinifera (uva roja) e Hibiscus sabdariffa (Flor de
Jamaica), mostraron que en todas ellas existe actividad antioxidante, siendo las de

mayor valor las formulaciones F1 y F3.

Recomendaciones

» Utilizar otras técnicas de conservacion de alimentos que no incluyan la
temperatura, como altas presiones o radiacion UV, para determinar si la actividad
antioxidante de la bebida se mantiene o conserva mejores resultados que la técnica
de pasteurizacion utilizada en este estudio.

+ Mediante screnning Cromatografico (GC-MS), indagar la presencia de Acido
Ascorbico (Vitamina C), Digitoxina y Tumerona, compuestos de significancia en
el bienestar de la salud humana mundial.

* Estudiar el contenido de fenoles, taninos y flavonoides, encontrados en este
estudio, en las especies de las formulaciones con respecto a la estacion, el clima,
el cultivo y la edad de la fruta, para favorecer su contenido de antioxidantes en
el producto final.

* Investigar nuevas formulas para elaborar productos alimenticios de calidad

nutricional, aprovechando la variedad de fuentes agricolas del Ecuador.
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