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RESUMEN

La guayaba contiene antioxidantes y polifenoles. En esta investigacion se evalu6é la
capacidad antioxidante del subproducto de guayaba y su rendimiento al ser sometido a
atomizacién, usando como variables la temperatura de entrada (Te) 120-160 °C, flujo de
bomba (Fb) 10-40 %, flujo de aire (Fa) 20-40 mm de altura, y concentracién de solidos
totales (cs) 2-10 %, con encapsulante (goma ardbiga). Obteniéndose una recuperacion del
81%, y en la cuantificacion por ABTS de 158 pMol eq. trolox/g atomizado, a 120 °C (Te), con
20 mm de altura (Fa), 40 % (Fb) y 10 % (cs); FRAP 297 uMol eq. trolox/g atomizado, a 160
°C (Te), 40 % (Fb), 40 mm de altura (Fa) y el 2 % (cs), DPPH 143 pMol eq. trolox/g
atomizado, con el 10 % (cs), a 120 °C (Te), 40 % (Fb) y 20 mm de altura (Fa); y en fenoles
totales 2667 mg GAE /100 g de atomizado, a 160 °C (Te), con 40% (Fb), 20 mm de altura

(Fa), con el 2 % (cs); obteniendo polvos estables que tienen antioxidantes.

PALABRAS CLAVE: subproducto, atomizacion, capacidad antioxidante



ABSTRACT

Guava contains antioxidants and polyphenols. In this research, the antioxidant capacity of
the by-product of guava and its performance were evaluated, after being subjected to
atomization. The variables used were input temperature (Te) (120-160 °C), flow pump (Fb)
(10-4%), air flow (Fa) (20-40 mm height), and total solids concentration (cs) (2-10%) with
encapsulates (gum arabic). The results obtained are 81% recovery, and in the quantification
by ABTS were 158 uMol eq. of trolox/g atomized to 120 °C (Te) with 20 mm in height (Fa),
40% (Fb) and 10% (cs). FRAP was 297 upMol eq. of trolox/g atomized at an input
temperature of 160 °C, 40 % (Fb), 40 mm in height (Fa) and 2% (cs). In DPPH was 143 pMol
eq. trolox/g atomized with 10% (cs) at an input temperature of 120 °C, 40% (FB) and 20
mmm in height (Fa). Finally, in total phenols were 2667 mg GAE/100 g of atomized at 160 °C
(Te), with 40% (Fb), 20 mm in height (Fa) and 2% (Cs), resulting in stable powders that have

antioxidants.

KEYWORDS: by-product, atomization, antioxidant capacity.



INTRODUCCION

En la antigliedad la guayaba se la usaba en la medicina alternativa por sus diferentes
propiedades que estaban presentes en las hojas, tallo y fruto, las que se utilizaban como
analgésico y antiinflamatorio por su elevado contenido en flavonoides, fenoles y citosina
(Dutta & Das, 2010).

La guayaba es una fruta que posee un elevado valor nutricional ya que contiene
antioxidantes del 2.62% - 7.79%, vitamina C que va desde 35-397 mg/100g en base
huameda, fenoles entre 148-426 mg de GAE/100g en base humeda y fibra alimentaria del
5.76% (Filipovich, 2015). Esta variedad de fruta tiene un importante valor nutritivo en la
corteza y en la pulpa ya que aporta con 63.40mg/100g de vitamina A y Bs;, riboflavina
0.10mg/100g, niacina 2.49mg/100g, tiamina 0.27mg/100g, potasio 235.44mg/100g, hierro
0.67 mg/100g, calcio 14.06 mg/100g y azUcares como fructuosa y glucosa (Espinel,
2010).De igual forma contiene flavonoides como la miricetina 255.8 mg/kg, quercetina
3604.7 mg/kg al igual que el té y la manzanilla, polifenoles 10.36 g/100g piel (Engleman,
2006), B-caroteno 2.0- 2.1 ug/100g de fruta y licopeno 44.1 pg/ 100g de fruta (Rodriguez,
2008).

El consumo de la guayaba es variado por sus facilidades en los diferentes procesamientos

ya sea fresca, jugos, mermeladas, jaleas entre otros (Filipovich, 2015).

La produccion de guayaba a nivel nacional segun Lopez (2008), menciona que se producen
1604 toneladas métricas de guayaba, siendo la provincia de Pichincha la que aporta con un
34% de la produccion total seguida de Pastaza con 14% y Esmeraldas 11%.

En la industria el subproducto de guayaba entre piel, semillas y pulpa representan el 30%
del peso total de la fruta (Thongsombat, 2007).

Para lograr el aprovechamiento de estos subproductos que genera la industria se han
implementado algunas tecnologias como es el caso de la atomizacién la cual permite
obtener un producto en polvo a partir de una sustancia liquida, transformando una dilucién,
emulsién suspension o una dispersion liquida, en un sélido totalmente estable y seco
(Olivera Fox, 2013).

Este trabajo investigativo consta de cuatro capitulos, el primero consta de una breve revision
bibliogréafica acerca de la guayaba y el subproducto de la misma, el segundo capitulo estan
los objetivos que se pretendieron alcanzar con la investigacion, en el tercer capitulo se
detalla la metodologia empleada para obtener los polvos atomizados y finalmente en el

cuarto capitulo se encuentran los resultados y discusion obtenidos de la caracterizacion de



la guayaba, cuantificacion de antioxidantes en el extracto y la cuantificacion de antioxidantes
en los polvos atomizados del subproducto de la guayaba.

Los objetivos planteados en este trabajo tanto el general como los especificos fueron
cumplidos, obteniendo extracto con alta capacidad antioxidante, recuperando los polvos una
vez sometidos a la tecnologia de la atomizacion y finalmente evaluando la capacidad
antioxidantes y el contenido de fenoles totales de los polvos.

Para obtener los antioxidantes del subproducto de guayaba (corteza+semilla), se realizd un
secado, triturado y tamizado de la muestra, luego se realizdé una extraccién sélido-liquido
con etanol, a estos extractos se les adicion6 goma arabiga como agente encapsulante para
su posterior atomizacion, para realizar este procedimiento se us6 como variables la
temperatura de entrada, flujo de bomba, flujo de aire y concentracién de sélidos totales.

Los polvos obtenidos se evaluaron mediante el contenido de fenoles totales, capacidad

antioxidante por los métodos FRAP, DPPH y ABTS y rendimiento.



GLOSARIO
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
Troléx: 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid
ABTS: 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
TPTZ: 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine
FRAP: poder antioxidante reductor hierro
pUMol: micro moles
Eq: equivalente
g: gramos
mg: miligramos

GAE: equivalente &cido galico



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1. Guayaba.

La guayaba es un fruto que conforma algunas de las cien especies perteneciente a la
familia de las Myrtaceae, comunmente se dan en el Caribe y parte del continente
americano; segun Jiménez-Saura-Calixto, 2001, se caracteriza por su exuberante

aromay sabor.

El fruto de guayaba tiene una forma esférica, la misma que cambia dependiendo de la

variedad.

La variedad que serd objeto de estudio “pera rosada” tiene las siguientes
caracteristicas: largo: 5 — 12 cm, ancho: 5 — 7 cm, peso: 30 — 225 g, el color del fruto
es amarillo verdoso en su estado de madurez completa caracteristicas que se
muestran en la figura 1, su sabor es dulce, ligeramente acido y varia dependiendo del

estado de madurez por lo que no es una caracteristica constante.

Figura 1. Fruto de guayaba.

Elaboracion. La Autora.
En la antigiiedad la guayaba era muy utilizada en la medicina alternativa por sus
diferentes propiedades en las hojas, tallo y fruto, utilizdndola como antiinflamatorio y
analgésico por su elevado contenido de flavonoides, fenoles y citosina (Dutta & Das,
2010).

El origen de esta fruta es bastante inexacto, dado que su cultivo se di6 en un &area en
el sur de México (Rueda, 2005).

La produccion de la guayaba se realiza en paises que cuenten con climas tropicales y
subtropicales. Segun Antonio Yam Tzec, (2010), India es el pais con mayor
produccion, seguido por Pakistan, México y Brasil. El Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural de Colombia MADR (2010) explica que a nivel mundial se producen

1.2 millones de toneladas de guayaba, siendo los principales contribuyentes los paises
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de Pakistan e India con un 50%, México aporta el 25% y otros paises como Colombia,
Egipto y Brasil el 25%. A nivel nacional segun Lépez, (2008) se produce 1.604
toneladas métricas de guayaba, siendo la provincia de Pichincha la que aporta con
una produccion del 34%, seguida de las provincias de Pastaza y Esmeraldas con un
14% y 11% respectivamente.

Industrialmente la guayaba posee varios usos desde la elaboracion de néctares,
conservas, jugos, mermeladas etc., convirtiéndose en la fruta de mayor aceptabilidad
entre miles y millones de personas en trépicos y subtropicos (Gutiérrez, Mitchell, &
Solis, 2008).

1.1.1 Composiciéon bioquimica de las partes de la guayaba (Psidium guajava).

La guayaba esta formada por tres partes: casco, piel y pulpa. Las cuales se muestran
en la figura 2

Figura 2. Partes de la guayaba.

Elaboracién. La Autora.

El consumo de la guayaba es variado ya sea fresca, jugos, mermeladas, jaleas y
otros. Por su alto valor nutricional, contiene antioxidantes 2.62% - 7.79%, posee un
alto porcentaje de fibra alimentaria 5.76% (Filipovich, 2015), también contiene 49% de
fibra en base seca, teniendo un efecto leve como laxante, un aporte significativo de
vitamina C que va desde 35 a 397 mg/100 g en base humeda, fenoles entre 148 - 462
mg de &cido galico/100g en base humeda dependiendo de la variedad de la fruta
(Restrepo-Sanchez, 2009), agua 84 g/100g, carbohidratos 4.5 g/100g, energia 23 Kcal
(96 KJ) g/100g (Espinel, 2010).

Esta variedad de fruta contiene un importante valor nutritivo en la corteza y la pulpa
siendo el aporte de vitamina A y Bs del 63.40 mg/100g,riboflavina 0.10mg/100g,
niacina 2.49 mg/100g, tiamina 0.27 mg/ 100g, potasio 235.44 mg/100g, hierro 0.67
mg/100g, calcio 14.06 mg/100 g, y azuUcares (fructuosa y glucosa) que oscilan entre
los 5.0 y 13.2 °Brix (Espinel, 2010).



De igual forma contiene un aporte significativo de flavonoides como miricetina
255.8mg/kg, quercetina 3604.7 mg/kg, luteolina 229.1mg/kg, kaempferol 229.1mg/kg y
apigenina 251.6 mg /kg al igual que el té y la manzanilla, polifenoles 10.36 g/100 g piel
(Engleman, 2006), p-caroteno 2.0- 2.1 pg/100g de fruta y licopeno 44.1 ug/ 100g de
fruta (Rodriguez, 2008).

La pulpa de guayaba posee de cenizas totales 0.75% (Medina, 2003), acidez 81.33
meqg/kg, nitrdgeno 56,57 mg/100g guayaba; actividad antioxidante 165.3 uM de eq.
Trolox y pH 3.8 (Marquina, 2008). Siendo importante este aporte nutricional en el
control de enfermedades crénicas y degenerativas (Espinal, Olaya, & Patricia Parada,
2010).

Sin embargo los valores antes mencionados en la bioquimica de la guayaba, guarda
una estrecha relacién entre la poscosecha y en la especie del fruto, ya que estas
pueden incluir modificaciones entre la ultraestructura y textura de la pared celular
como cambios en turgencia, jugosidad, composicidon bioguimica conversion de
almidones en azucares, incrementando la susceptibilidad en la contaminaciéon por
patdgenos de la poscosecha, produciendo una alteracion en la biosintesis de

pigmentos y de compuestos responsables del sabor (Giovannoni, 2001).

1.1.2. Subproducto de guayaba

En la industria el subproducto que se muestra en la figura 3 que genera la guayaba
entre piel, semillas y pulpa representan el 30% del peso total de la fruta
(Thongsombat, Sirichote, & Chanthachum, 2007), en las diferentes etapas como
triturado 5%, tamizado 8% y refinado 12% (Kong et al., 2010).

Figura 3. Subproducto de guayaba.

Fuente. La Autora.

Segun Marquina (2008), lograron determinar que la piel de la guayaba esta
conformada por una gran cantidad de antioxidantes y polifenoles siendo esta del 10.36

g/ 100 g piel en base seca.



Bioguimicamente la piel del fruto de la guayaba presenta una acidez de 63.34 meqg/kg,
cenizas 0.52 ¢/100g guayaba, humedad 84 g/100g guayaba, pH 4.1, actividad
antioxidante 377.8 UM de eq. Trolox; el mesocarpio de la guayaba presenta un pH de
4.1, actividad antioxidantes 377.80 uM de eq. Trolox/100g de guayaba, humedad
85.17% de guayaba, proteina 92.21 mg/100g guayaba, acidez 61.47meqg/kg, cenizas
0.42 g/100g de guayaba (Marquina, 2008).

La industria y en el sector cientifico ha generado un gran interés en la extraccion de
antioxidantes de los subproductos de las frutas como es el caso de la guayaba,
debido a que posee la capacidad de reducir el nivel de estrés oxidativo, que
representa ser una alteracion en el estado de equilibrio de los pro-xidantes y oxidante
en las células produciendo un dafio en las proteinas, lipidos, hidratos de carbono de la
fruta (Hassimotto, 2005).

1.2 Aprovechamiento del subproducto de guayaba

1.2.1 Extraccién de antioxidantes

Los disolventes comUnmente usados para la extraccién de antioxidantes de alimentos
vegetales, son acetona, metanol, etanol, y la mezcla de estos disueltos en agua en
diferentes proporciones (Yilmaz, 2006). Algunos antioxidantes son solubles en
disolventes polares, mediante el uso de agua metanol o etanol los que contienen una

pequefia cantidad de 4cido clorhidrico o acido féormico (Garcia - Viguera, 1998).

La extraccion con metanol es un 20% mas eficaz con respecto al etanol y 73% mas
eficaz que con agua. La acetona también es usada para obtener antioxidantes de
diferentes fuentes vegetales produciendo una extracciébn mas eficiente y reproducible
a bajas temperaturas evitandose problemas difucionales con la pectina (Garcia -

Viguera, 1998)

La temperatura es una variable de gran importancia, algunos autores mencionan que
la temperatura Optima bordea los 50-75°C (Mantell, 2002).Otra variable importante es
la relacion solvente-extracto en la que se sugiere una relacion 1:10 solido-liquido
optimizando las condiciones de extraccién dinamica de antocianinas con liquido
sobrecalentado (Xu, 2010).

1.2.2 Atomizacién de subproducto de guayaba

El proceso para la obtencién de un producto en polvo a partir de una sustancia liquida
por secado, se lo denomina atomizacion, que consiste en transforma una dilucion,

emulsién suspension o una dispersion liquida en un sélido totalmente estable y seco.
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El proceso de atomizacion de la figura 4 se describe a continuacién: se inicia por
medio de una bomba de aire que produce la entrada del mismo (1), el aire se calienta
por una red de calefaccion eléctrica (2), se estabiliza el aire en la camara de entrada
por una corriente de aire (3),se recibe el producto en una camara de secado (4) y en la
parte inferior de esta se recolecta las particulas més grandes, se separa el producto
de la corriente de aire en un ciclén (5),se recogen las particulas en un recipiente (6),el
aire que es expulsado a la atmésfera queda en el filtro de salida (7) y finalmente el aire
necesario para secar la muestra es producido por un aspirador (8) (Lozano Berna,
2009).

Figura 4. Proceso de atomizacion.

Elaboracion. La Autora.
La atomizacion permite obtener un producto con ciertas especificaciones, en
productos que son sensibles al calor como productos farmacéuticos y productos
biol6gicos que se pueden secar a presion atmosférica y bajas temperaturas,
produciendo particulas uniformes y con la misma proporcion de compuestos de la

sustancia antes de ser atomizada (Mujumdar, 2014).

1.2.3 Ciclos de un secador por aspersion.
El secado por aspersion se realiza en 4 ciclos:

1. Atomizacion de la solucion
2. Contacto aire caliente/gota

3. Evaporacion de agua
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4. Recuperacién del producto
Los mismos que se detallan a continuacion:

Atomizacién de la solucidn: el liquido se transforma en pequefias gotas que
se llevan a cabo por energia centrifuga. Esta etapa crea una gran superficie de
transferencia de calor entre el aire seco y el liquido permitiendo lograr la
evaporacion y optimizar la transferencia de masa. Las gotas pequefas tienen
una mayor superficie evaporandose con mayor facilidad, obteniendo asi una
mayor eficiencia térmica (Masters, 1972).

Contacto aire caliente/gota: el atomizador consta de tres formas basicas
siendo la primera el contacto de aire caliente/gota lo cual depende de la
posicion del atomizador en comparacion con el distribuidor del aire caliente
(Masters, 1972). Una segunda forma denominada flujo en paralelo en la que el
liguido es atomizado en la misma direccion que el flujo del aire caliente a través
del equipo, y finalmente una tercera denominada flujo en contracorriente y
mixto, la temperatura de entrada del aire caliente varia entre 150 y 220 °C,
produciendo la evaporacion instantdnea y exponiendo al producto seco a
temperaturas entre 50-80 °C, limitando la degradacion de los polvos.
Evaporacion del agua: la evaporacion realiza en dos periodos (Masters, 1972)
los que se denominan periodo de velocidad constante en la que la transmision
de humedad desde el interior de las gotas crea una superficie saturada de
liquido, disminuyendo el tamafio de la gota, en el que permanece constante la
temperatura de la superficie; disminuyendo la temperatura del aire de secado
cuando esta gana humedad.

En el segundo periodo de velocidad decreciente corresponde al intercambio de
humedad hacia la superficie de la gota para mantenerla saturada, apareciendo
areas secas sobre la superficie, lo que hace que realice un punto critico de
humedad donde la gota ya no puede contraerse en su volumen ascendiendo
su temperatura, el aire de secado en este punto llega a una temperatura critica
y humedad critica. El tiempo y la velocidad requerida de secado dependen de
la temperatura del aire de secado, didmetro y el coeficiente de transferencia de
calor (Masters, 1972).

Recuperacion del producto: El producto primero se separa en la base de la
camara de secado, luego se recupera polvos finos, en los que se puede
emplear por ciclones, filtros bolsa o filtros humedos. Separadores ciclénicos
son mas utilizados en la separacion y recoleccion de polvos, por su bajo costo,

eficientes y de facil limpieza. En estos separadores ciclonicos el aire saturado
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de polvo ingresa en forma tangencial a una camara cilindrico/conica la que gira
rapidamente y el producto sale por la parte central superior. Los polvos secos
por su inercia, se desplazan hacia la pared exterior del separador donde
contindia hasta caer en un colector (Masters, 1972).

1.2.4 Investigaciones sobre la tecnologia de la atomizacion

En la industria alimentaria la atomizacion no es un tema desconocido, ya que en la

conservaciéon de nutrientes resulta ser una tecnologia muy econémica (Young, 1993).

La Tabla 1, se citan varios estudios de frutas que fueron sometidos a dicha tecnologia,
emplearon la micro-encapsulacion que consiste en un proceso mediante el cual
sustancias quimicas, biolégicas (vitaminas, sabores, etc.) son introducidas en una
matriz de biopolimero protegiéndolas de reacciones con otras sustancias del
ambiente, oxidacion por la luz o por la presencia de oxigeno, teniendo como ventaja
de liberarse gradualmente de la matriz que lo tiene atrapado, manteniendo de esta
forma las caracteristicas nutricionales y sensoriales (Castafieta, Gemio, Yapu, &
Nogales, 2011).

En la micro-encapsulaciéon se debe considerar varios factores como el agente
encapsulante, tipo de atomizador, la viscosidad de la solucion, el tamafio de gota la
cual genere una mayor superficie de contacto entre el aire caliente, el liquido
considerando la sensibilidad al calor del producto, el tiempo de contacto gota-aire,
temperatura del aire y el tipo de método de separacién de los sélidos secos
(Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley, & Saurel, 2007). Para que se realice la
micro-encapsulacion el recubrimiento utilizado se debe disolver en un solvente
apropiado, permitiendo la dispersion de esta dilucion ya sea sélida o liquida, la cual

sirve como material activo (Quek et al., 2007).

Un aspecto a considerar en la obtencion de polvos mediante la tecnologia de la
atomizacién es el elevado contenido en azlcares, pectinas y &cidos, que son
responsables de la pegajosidad e higroscopicidad del producto obtenido, limitando
este proceso y permitiendo la incorporacion de sustancias favorecedores para el
mismo, como son algunos solutos de alto peso molecular con efecto encapsulante,
antihumectante y antiapelmazante como es el caso de la goma arabiga que es un
agente de encapsulacién eficaz, por su alta solubilidad en agua y la baja viscosidad

que desarrolla en disolucién (Wu Ng, 2013).
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Tabla 1. Investigaciones sobre la tecnologia de la atomizacion.

FRUTA CONDICIONES RESULTADOS Y CONDICIONES OPTIMAS REFERENCIAS
Temperatura de entrada de aire 130-140°C y concentracién de jugo 40-45- | Temperatura de aire de entrada 130°C, temperatura de aire de salida n Gil N
Cafia 50°Brix. 85°C, con 40°Brix, rendimiento 68% Guzman Gil & Castafio
Castrillon, (2002)
Temperatura éptima de entrada 120.36°C, con un porcentaje de 4.38
Pomelo Temperatura de entrada 120-180 °C, concentracion de agente | de goma arabiga, rendimiento 91.88% Lujan Olivares,( 2013)
encapsulaste 4-12%.
Cascarade ;g:; pir;t\;g?ted;:g r:i(ljasg ;(());}88/\?' tgﬁnﬁ;ﬁgo;o ggltc(;)dex:irelzr;? ;’5‘;2102- Temperatura de entrada 180 °C, concentracién maltodextrina 15%, | i
berenjena ” ’ ’ P y P solvente 53 % etanol, por 3h 'y a 29°C, rendimiento 72.6% Arrazola, Herazo, & Alvis, (
horas 2014)
Temperatura conservacion 12°C, 6 °Brix, temperatura de entrada de . 3
Papaya del Temperatura de conservacién de la fruta 12-90 y 95°C, 5.8-6°Brix, | aire 180°C y con 1.8% de goma arbiga, rendimiento 68.13% Valencia, Pérez, Vargas, &
monte Temperatura de entrada 180°C y goma arabiga 1.8% Molina,( 2002)
. ° . . -1
Pitahaya Temperatura de entrada 130-170°C y flujo de atomizado 2.2-2.8 Lh Temperatura de aire de entrada 130 °C, el flujo de atomizacién de 2.9 )
1 o Garcia Cruz, (2011)
Lh™, rendimiento 85,64%
Concentracién de maltodextrina 7-9,5 y 12%, temperatura de entrada Concentracion de maltodextrina 7%, temperatura de entrada 185°C, . .
Guayaba | 170°C, 180°Cy 185°C. rendimiento 85%. Patil, Chauhan, & Singh,

(2014)
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Temperatura de entrada 120°C, 140°C, 160°C y 200°C, caudal atomizado
10-90%

Temperatura de entrada 160°C y caudal atomizado 10%, rendimiento

Granada 25%. Miravet Valero, (2009)
LUl Temperatura de entrada 120-180°C, concentracién de goma arabiga 0-10% | |emperatura de entrada 160°C, concentracion de goma arabiga 6.5%
ulo P . g . .
(naraniilla) p/p, concentracion de maltodextrina 0-10% p/p y concentracién maltodextrina 9%, rendimiento 57%. Tamayo Ruiz, (2013)
) o - 2 .
Te.zmperat.u’ra de entrada 70-80°C, presion de aire 3-4 KPa/m* ™° de T?mperat.u,ra de entrada 8_0 C presion 3 Kpa/m®, flujo de Morales Guzman, (2010)
Zarzamora alimentacion 2.5-3.5 mL /minuto alimentacion 3.5 mL /min, rendimiento 76%.
Temperatura de entrada 100-170°C, concentracién agente encapsularte | Aife de entrada 150°C, concentracion goma arabiga 1%, 6%
Toronja goma arabiga 0-9.44 g/100g, maltodextrina 0-1.7 g/100g maltodextrina, 0% carboximetilcelulosa, rendimiento 91.88%. Egas Astudillo, (2014)

Elaboracion. El Autor.
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CAPITULO I

OBJETIVOS
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2.1 Objetivo General:

Facilitar la transformacién industrial de ingredientes bioactivos inocuos como los

antioxidantes de los subproductos de guayaba mediante tecnologia de atomizacion.

2.2 Objetivos Especifico:

e Obtener extractos con alta capacidad antioxidante a partir de subproductos de
guayaba.

o Optimizar la recuperacién de antioxidantes en forma de polvo a través de
atomizacion

e Evaluar la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales de los

productos en forma de polvo luego del proceso de atomizacién
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CAPITULO 1l

METODOLOGIA
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3.1 Lugar de desarrollo

Esta investigacion se desarroll6 en La Universidad Técnica Particular de Loja, en el
Laboratorio de Alimentos, orientada por el grupo de investigadores INNOTECH

perteneciente a la misma institucion.
3.2 Materia prima.

La materia prima fue adquirida el 11 de noviembre del 2015 de esta se uso el
subproducto de la guayaba variedad pera rosada la que consistié en piel mas pulpa
adherida. La fruta fue proveniente de la ciudad de Quevedo perteneciente a la

provincia de Los Rios, Ecuador.
3.3 Caracterizacion.

Se caracterizdé el fruto de la guayaba para minimizar el efecto de los cambios

fisioldgicos, fisicos y quimicos de la fruta en los resultados.

3.3.1 Determinacion de la humedad.

Se realiz6 basandose en la metodologia descrita por la técnica AOAC 934.06 Este
método gravimétrico fue realizado en una estufa al vacio (MEMERT); se pesaron 5¢g
aproximadamente de muestra, esta fue colocada en una capsula de porcelana y
llevada a 70°Cz 1°C (13.3 KPa) y mantenida hasta alcanzar peso constante, para
cada verificacion de peso se dejaron enfriar en un desecador y se pesaron
nuevamente, se realizé el mismo procedimiento para la pulpa, el resultado se obtuvo

por diferencia de pesos, como lo muestra la siguiente ecuacion:

eso inicial-peso final .,
=P pesof * 100 Ecuacion 1

% Humedad

peso inicial

El andlisis se realizd por triplicado y resultados se expresaron como el valor promedio

+ desviacion estandar.

3.3.2 Determinacioén de pH.

La determinacién de pH se baso en la técnica AOAC 942.15, en el que se us6 un pH-
metro digital (METTLER TOLEDO) previamente calibrado con buffer pH 4,01 — 7,00.
Se pesaron 10 g de muestra fresca de guayaba y se mezcl6 con 100 mL de agua
destilada, el ensayo se realizd por triplicado y a temperatura ambiente (25°C), los

resultados se expresaron como valor promedio + desviacion estandar.
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3.3.3 Determinacién del color.

Se utiliz6 un colorimetro (C-R14 KONICA MINOLTA) con sensor 6ptico en el sistema Y
X Y, que luego fueron transformadas al sistema de color CIE, L*, a* b*. El angulo de
tono (h°) y el croma (C*) fueron calculados segun las ecuaciones:

h° = arctg Z—i Ecuacion 2

C* = (a®+ b*?)Y/?2  Ecuacion 3

En donde L* es la coordenada espacial que indica la luminosidad, a* el cambio entre
rojo y verde ( + a indica rojo, - a indica verde) y b* el cambio entre azul y amarillo (+ b
indica azul , - b indica amarillo, a partir de estas coordenadas de color se
determinaron las magnitudes sicofisicas croma C* que indica la intensidad de color y
h° que indica la percepcion de color (Salinas, 2015).

3.3.4 Determinacion de la acidez.

Se bas6 en la norma INEN 389 para el cual se emplearon 5 g de muestra diluidos en
25 mL de agua destilada, adicionando 4 gotas de fenolftaleina, se homogeniz6 y esta
mezcla se tituld con hidréxido de sodio 0,1 N, hasta alcanzar un pH de 8,3 (viraje de la
fenolftaleina). El porcentaje de acidez se expres6 como porcentaje de &cido citrico

utilizando la ecuacion:

Volumen de hidroxido gastado (mL)* Normalidad real*meq del acido citricox100 .,
Ecuacion 4

% Acidez =
Peso de muestra

3.3.5 Determinacion de so6lidos solubles totales.

Se basé en la norma INEN 2173 para el que se emple6 un refractbmetro (METTLER
TOLEDO) en el que se colocé de 1 a 2 dos gotas de pulpa de guayaba, el resultado se

expresé como °Brix .

3.3.6 Determinacién del indice de madurez.

Para determinar el indice de madurez se emplearon los grados Brix y la acidez

titulable, antes realizados y se determind por el uso de la siguiente ecuacion:

°Brix

IM = -
%Acidez

Ecuacion 5.
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3.4 Procesamiento de Guayaba.

El procesamiento que se realizé a la guayaba se detalla en el Anexo A, segun
Garmendia (2006) indica que inicialmente al fruto de guayaba figura 5.

Figura 5. Fruta de guayaba.

Elaboracién. La Autora.
Se le realizé una desinfeccion tal y como se muestra en la figura 6, Para esto se utilizé
hipoclorito de calcio (80ppm) durante 2 minutos; transcurrido este tiempo se lavo la

fruta con agua potable y se realizé un secado manual.

Figura 6. Desinfeccion de la guayaba.

Elaboracién. La Autora.

Para la inactivacién de enzimas se realiz6 el escaldo en una marmita PROINCAR con
capacidad de 200 L, esta se debe realizar a 95°C por un lapso de 3 minutos (Meyer-
Paltrinieri, 1989).

3.4.1 Despulpado de lafruta.

Realizado el escaldado, se despulp6 la guayaba en una despulpadora con 0.01
milimetros de malla, permitiendo separar la parte comestible del fruto. La que se

muestra en la figura 7.
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Figura 7. Pulpa de guayaba.

Elaboracion. La Autora.
3.4.2 Secado del subproducto de guayaba.
Luego el subproducto de la guayaba que consiste en cascara y pulpa (figura 8), fue

secado en una estufa de tiro forzado (COLE PARME), a una temperatura de 60°C,
hasta obtener una humedad final del 12%.

Figura 8. Secado subproducto de guayaba.

Elaboracién. La Autora.
3.4.3 Triturado del subproducto de guayaba.
A continuacion se redujo el tamafio de la muestra seca en una licuadora figura 9,
trabajando en ciclos, en los que se colocé 100g de muestra seca por 30 segundos, 3

veces. Con el principal objetivo de evitar el estrés térmico. La muestra luego de ser

triturada se dedejo enfriar en un congelador a una temperatura de -20°C.
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Figura 9. Triturado del subproducto seco de guayaba.

Elaboracién. La Autora.

3.4.4 Tamizado del subproducto de guayaba.

Mas tarde se tamizé el subproducto de la guayaba obtenido del triturado llegando a un
tamafio de particula entre 125-250 um como se muestra en la figura 10. Los productos
secos Yy pulverizados se almacenaron en recipientes secos, cerrados y opacos en un

ambiente a - 20°C.

Figura 10. Polvos del subproducto de guayaba.

Elaboracién. La Autora.

3.5 Cuantificacion inicial de la capacidad antioxidante en subproductos

escaldado y deshidratados.

La extraccion se baso en el procedimiento descrito por Pérez-Jiménez (2007), el cual
brevemente consiste en pesar 2.5 g de muestra escaldada y 2.5 g de muestra en
polvo por separado. A cada una de estas muestras se les adicion6 20 mL de
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metanol/agua, acidificados con HCI 2N (50:50 v/v, pH 2), luego se agité durante 1h.
Transcurrido este tiempo se centrifugd (CENTRIFUGA DYNAC), separando los
sobrenadantes, el residuo se extrajo nuevamente con 20 mL de acetona/agua (70:30
v/v) y se volvio agitar durante una hora, posteriormente se centrifugé y finalmente se
combinaron ambos sobrenadantes. En el Anexo B se detalla el procedimiento antes

mencionado.

A estos extractos se les determiné rendimiento, capacidad antioxidante y fenoles

totales, metodologia que se describe mas adelante.
3.5.1 Atomizacion de antioxidantes de subproducto de guayaba

3.5.1.1 Extraccion de compuestos antioxidantes.

La extraccion de los compuestos antioxidantes se realizd6 mediante extraccién sélido-
liquido, basada en la metodologia de Schieber (2003) con algunas modificaciones,
este procedimiento se evidencia de forma detallada en el Anexo C, se pesaron 100 g
de muestra seca y 1 g de acido ascorbico y se mezclé con 1000 mL de etanol al 80 %
v/v, posteriormente se realizd la extraccidbn por maceracion a temperatura ambiente
(20-25°C) por un lapso de 6 horas sobre un plato agitador (KIKA LABORTECHNIK)
entre 500-700 rpm figura 11.

Figura 11. Extraccion de antioxidantes del subproducto de guayaba.

Elaboracién. La Autora.
El extracto obtenido figura 12 A, se centrifugé por 15 minutos a 2800 rpm
(CENTRIFUGA DINAC) figura 12 B, permitiendo separar el sobrenadante del residuo
sélido, posteriormente se realiz6 una nueva extraccion con el residuo por 30 minutos

con etanol al 80% vl/v, para finalmente combinar los sobrenadantes.

24



Figura 12. Centrifugacion del extracto subproducto de guayaba.

Elaboracion. La Autora.

A los sobrenadantes se les elimind el solvente por evaporacibn a vacié en
rotoevaporador (BUCHI HEATING BATH B-490) a temperaturas entre 45-50°C como

se muestra en la figura 13, obteniendo asi un extracto acuoso concentrado.

Figura 13. Eliminacion solvente subproducto de guayaba.

Elaboracién. La Autora.

3.5.1.2 Atomizacién de subproducto de guayaba.

Para realizar la atomizacion se utilizé6 un Mini spray dryer (BUCHI B290) el cual se
muestra en la figura 14 en el que se modificaron las variables sometidas a estudio
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como temperatura de entrada del aire (120-160°C), flujo de bomba de alimentacion
(10-40%) y flujo de aire (20-40 milimetros de altura), este procedimiento se describe

en el Anexo D

Figura 14. Mini spray Dryer B290.

Elaboracién. La Autora.

Se ajustd la concentracion de sélidos totales en los extractos con adiciébn de agua
desionizada hasta obtener concentraciones de 2-6-10% en peso, a estos extractos se
los atomizo, pero no fue posible obtener un producto seco, ya que por la presencia de
azucares y pectina que contenia la guayaba se obtuvo un producto con una

consistencia pegajosa.

Por este motivo se us6é goma arabiga en relacién 1:2 p/v como agente encapsulante
para mejorar la recuperacion de antioxidantes y dar estabilidad a los polvos
atomizados. El producto obtenido luego de la atomizacién se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Polvos atomizados del subproducto de guayaba.

Elaboraciéon. La Autora.

3.5.1.3 Cuantificacién de antioxidantes.

La cuantificacion de antioxidantes se realiz6 por los métodos ABTS, DPPH, FRAP vy
Fenoles Totales, descritos a continuacion:

= Método ABTS:

Se utiliz6 el método descrito por Arnao (2001) con modificaciones descritas por
Thaipong, (2006), en la que se prepard una solucién patrén de ABTS mezclando dos
soluciones, como es ABTS 7.4 mM y persulfato de potasio 2.6 Mm este procedimiento
se visualiza en el Anexo E. Para la cuantificaciéon se empled 150 yL de muestra, al que
se le adicionaron 2850 uL de la solucion de trabajo de ABTS, y se dejé reaccionar por
12 horas a temperatura ambiente en oscuridad, la solucién de trabajo se preparé para
cada analisis. Se midi6 la absorbancia a 734 nm en un espectrofotdmetro visible
(JENWAY modelo 6405).

Se realiz6 una curva de calibracion empleando Trolox en concentraciones de 25-800
UM (Anexo ).

Los resultados se expresaron en PMol equivalente de Trolox / 100g muestra seca
(Anexo N).

= Método DPPH:

Este ensayo se basé en la técnica de Brand-Williams (1995) con modificaciones de
Thaipong et al. (2006), se disolvieron 24 mg de DPPH en 100 mL de metanol, luego se
almaceno a -4°C hasta su posterior uso. La solucion de trabajo se preparé con 10 mL
de solucion patrén y 45 mL de metanol hasta obtener una absorbancia de 1.1 + 0.02

unidades a una longitud de 515nm. Para la cuantificacion de antioxidantes por este
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método se utilizé 150 yL de muestra y se adicionaron 2850 uL de la solucion de
trabajo DPPH, se dej6 reaccionar por 24 horas a temperatura ambiente y en
oscuridad, para su posterior lectura de absorbancia a 515 nm en un espectrofotdmetro
visible (JENWAY modelo 6405). En el Anexo F se visualiza el esquema de la

experimentacion.

Se realiz6 una curva de calibracion trolox en concentraciones de 25-800 uM los que se

puede evidenciar en el Anexo I.

Los resultados se muestran el en Anexo N, los que se expresaron en UM equivalente

de Trolox / 100g de muestra seca
= Método FRAP:

Se utiliz6 el método de Benzie and Strain (1996) con modificaciones descritas por
Thaipong et al., (2006), se empled buffer acetato 25 mM/Lde los que se parén 775 mg
diluidos en 4 mL de acido acético glacial aforados a 250mL,; 2,4,6-tripiridin-s-triazina se
pesaron 78 mg diluidos en 25 mL de &cido clorhidrico 40 mM; cloruro férrico
hexahidratado 135 mg diluidos en 25 mL agua destilada. Cada una se mezclaron en
tres partes siendo estas 25mL buffer acetato, 2.5 mL de la solucién de TPTZy 2.5 mL
de cloruro férrico hexahidratado, esta solucion se calent6 a 37°C.

Para la preparacion de muestras se tomo 150 uL del extracto y se adicionaron 2850 uL
de la solucién de trabajo FRAP, se dejé reaccionar por 30 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad, transcurrido este tiempo se medié la absorbancia a 593 nm
en un espectrofotémetro visible (JENWAY modelo 6405). En el Anexo G se muestra

de forma detallada la experimentacion descrita.

Se realiz6 una curva de calibracidon Trolox en concentraciones de 25-800 uM los que

se puede evidenciar en el Anexo .

Los resultados se muestran en el Anexo N, los que se expresaron en UM equivalente

de Trolox / 100g de muestra seca
= Método de Fenoles Totales:

Para determinar fenoles totales se utilz6 el método Folin Ciocalteu, con modificaciones
de Kong (2010). Se prepar6d una solucion 0.25 N de Folin Ciocalteu y una solucion 1N
de carbonato de sodio. Para la preparacion de muestras se colocaron 150 pL de
muestra, a la que se le adicionaron 2400 pL de agua destilada y 150 pL de Folin
Ciocalteu, esto se agitdé por 2 minutos y se dejé reaccionar 3 minutos transcurrido este
tiempo se adicion6 300 pL de carbonato de sodio se dejo reaccionar por 2 horas a

temperatura ambiente en la obscuridad, transcurrido este tiempo se midi6 la
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absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro visible (JENWAY modelo 6405). En el

Anexo H se muestra de forma detallada este procedimiento.

Se realiz6 una curva de calibracion acido gélico en concentracién de 0-800 mg/L,
Anexo H.

Los resultados se expresaron en mg equivalentes de &cido gélico (mg GAE/ 100g de

muestra seca). El célculo se muestra en el Anexo N

3.5.1.4 Disefo experimental.

Se utilizd el software Statgraphics version XVI, en el que se emple6 un disefio de
superficie de respuesta DRAPER LIN con un modelo cuadréatico centrado en las caras,
y dos puntos centrales, para el que se realizaron 18 tratamientos con una réplica. Los

tratamientos resultantes se muestran en la tabla 3.

Un ANOVA entre los tratamientos mostro el efecto de las variables estudiadas.

29



CAPITULO IV

RESULTADOS.
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4.1 Caracterizacion de la guayaba
Los valores obtenidos de la caracterizacion se compararon con los reportados en

bibliografia los que se evidencian en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de la caracterizacion del fruto de la guayaba.

% Humedad 83.57+0.40 74-87% Steven (1980 )
Grados Brix 4.43+£3.38 <8 NTE:INEN
1911
indice de 16.07+4.73 <20 NTE:INEN
madurez 1911
Acidez % 0.37+0.02 <0.40 NTE:INEN
acido citrico 1911
pH 4.32+0.15 4.1+0 Medina (2003)
Color L* 57.3+0.32 L* 66.9+0.21 Amaya Cruz
a* 13.740.20 a* 5.8+0.21 (2014)
b* 34.8+0.12 b* 24.7+0.76

Los valores se expresaron como media de 3 muestras + desviacion estandar

Elaboracién. La Autora.

Las guayabas usadas en los ensayos antes mencionados de la tabla 2, presentaron
en la parte externa (epicarpio) una coloracién verde claro el cual indicé que el fruto no

estaba en su madurez completa.

El contenido de humedad de la pulpa de guayaba fresca fue 83.57%+0.40 en el que
Steven, (1980) menciona que el rango adecuado de porcentaje de sélidos que

compone esta fruta varia desde 74-87%.

Los °Brix que presento la fruta en el ensayo fueron 4.43 + 3.38, la norma NTE:INEN
1911 menciona que los grados brix de la guayaba en su madurez fisiol6gica se
presenta por debajo de 8 °Brix, ya que estos son directamente proporcionales al
estado de madurez de la fruta, debido a que los sélidos solubles totales se
incrementan durante el proceso de maduracion en la poscosecha (Antonio Yam Tzec,
2010).

El indice de madurez obtenido tras los ensayos realizados fue 16.07, mencionandonos

en la norma NTE: INEN 1911 que para la guayaba en su estado de madurez
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fisiologica el indice de madurez es menor a 20, debido a que este pardmetro se
incrementa al degradarse la clorofila y otros pigmentos como carotenoides y
antiocianinas (Solarte, 2010). El indice de madurez también se ve reflejado en la
coloracion del epicarpio de una coloracion verde obscura a una amarilla
produciéndose este cambio por el anabolismo que dan los pigmentos en los organelos
celulares como: las flavonas, las antocianinas y los carotenoides que permiten dar al
fruto los colores secundarios, sobre el color primario sea este verde o amarillo,
formada por la clorofila (Laguado, 1999). El indice de madurez también se le asocian
cambios en el aroma y en la firmeza tal como se mostraron en algunas guayabas
sometidas a estudio presentandose este como cambios estructurales en el grosor de
la pared celular, permeabilidad del plasmalema y la cantidad de espacios
intercelulares; los que producen el ablandamiento de los tejidos, indicando la
maduracion de la guayaba (Laguado, 1999). El color se relaciona de manera conjunta
con el estado de madurez debido a que es un indicador del estado de madurez de la
fruta y con otras variables de calidad, la luminosidad L* del epicarpio de la guayaba se
relaciona con el estado de madurez de la fruta (Amaya Cruz, 2014).

El porcentaje de acido citrico que presenté la guayaba en el ensayo fue 0.37%, en el
que la norma de referencia NTE:INEN 1911 menciona que este es menor a 0.40%, ya
que el acido citrico en esta fruta disminuye conforme la guayaba va madurando
presentandose hasta en un 0.19%, por la hidrélisis y degradacién de los carbohidratos
poliméricos que son sustancias pécticas y hemicelulosa, aumentandose los azlcares
en solucién (Medina, 2003). Al disminuir el acido citrico se aumentan los grados brix,

incidiendo en la firmeza del fruto haciéndola mas blanda (Laguado, 1999).

La guayaba presentdé una acidez i6nica (pH) 4.32. Medina (2003), menciona que la
guayaba es ligeramente 4cida, para lo que en algunas frutas la concentracién del i6n
hidrégeno y la variacién del mismo se relaciona con los cambios que se producen
durante la maduracion del fruto, en la que se disminuye la acidez titulable y con eso la

disminucion de los iones hidrégeno.

4.2 Cuantificacion de antioxidantes en guayaba escaldada y deshidratada

El rendimiento obtenido del despulpado fue del 64.20 % de piel y pulpa adherida, y la
cuantificacion de antioxidantes y fenoles de estas muestras se evidencian en la figura
16.
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FENOLES TOTALES (mg.eq de 4cido galico/ 18918.40

100g de muestra base seca) _ 9204.38

FRAP (uMol equivalente de Trolox / g de 1127.53
muestra base seca) I 335.15

ABTS (uMol equivalente de Trolox / g de 3480.06
muestra base seca) I 407.91

DPPH (uMol equivalente de Trolox / g de 1489.10
muestra base seca) F 591.25

Cuantificacion de antioxidantes muestra escaldaday deshidratada

Muestras escaldadas m Muestras deshidratada

Figura 16. Cuantificacion de antioxidantes muestra deshidratada y escaldada.

Elaboracion. La Autora.

La gréfica 16, permite apreciar que el contenido de fenoles totales en la guayaba
escaldada presenta una diferencia significativa con respecto a la muestra en polvo,
esto se debe a que en el escaldado conserva los polifenoles y otros antioxidantes que
contiene la fruta (Valero, 2012), debido a que esta fruta tiene un sistema enzimatico
capaz de utilizar como sustrato a los compuestos fendlicos como la polifenoloxidasa
gue se relaciona en forma directa con pardeamiento de la fruta (Arellano, 2005), en
cambio la muestra en polvo tiene menor cantidad de fenoles por el pardeamiento no
enzimatico ya que esta intervinieron tres mecanismos como son la reaccion de Maillar
(condensacion de melanoidina), caramelizacion y deterioro del acido ascorbico
(Manayay, 2010).

En la cuantificacion de antioxidantes por los métodos FRAP, DPPH y ABTS que se
muestra en la figura 16 entre la guayaba escaldada y la deshidratada se evidencia que
las muestras escaldadas tienen mayor cantidad de antioxidantes con respecto a las
deshidratadas, debido a que este procedimiento de conservacion es responsable del
aumento o disminucion de antioxidantes ya que dependen de factores como la
estructura quimica del fruto o el potencial oxido reduccién (Mendoza-Corvis, 2015). En
las muestras deshidratas sucede lo mismo debido a que la temperatura que fue
sometida la muestra, esta pudo ser beneficiosa debido a que elimina la posibilidad por

dafio microbiano reduciendo asi la actividad enzimatica, y perjudicial ya que afecta la
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calidad del producto y perdidas en componentes termolabiles y termosencibles que

son responsable de las propiedades nutricionales de un alimento (Valero, 2012).

4.3 Cuantificaciéon de antioxidantes en extractos de subproducto de guayaba

El rendimiento de la extraccién del subproducto de guayaba pulpa méas piel adherida
luego de ser eliminado el solvente fue del 49.29%. La gréfica 17 expresa la
cuantificacion de antioxidantes expresado en base seca del extracto que se
determinado por los diferentes métodos y la concentracion de fenoles, Olivera Fox
(2013) menciona que la extraccion etanol/agua contienen una mayor cantidad de
fenoles totales siendo estos 10.5 + 2.6 mg eq.AG/g de muestra, debido a que el
subproducto de guayaba presenta una mayor cantidad la quercetina y mircetina
(Engleman, 2006), esto se debe a que la quercetina constituye ser un compuesto de
naturaleza fendlica teniendo una accion protectora frente al dafio oxidativo que
produce el etanol (Garcia Bacallao, 2001).De igual forma la quercetina y la mircetina
inhiben la formacién de aniones superéxido que se generan por el sistema

xantina/xantina oxidasa (Garcia Bacallao, 2001).

FENOLES TOTALES (mg.eq de Acido glico/

100 g de muestra seca) 1195,00

FRAP (uMol equivalente de Trolox / g de

muestra seca ) 39,82
ABTS (uMol equivalente de Trolox / g de
55,70
muestra seca)
DPPH (uMol equivalente de Trolox /g de 63,86

muestra seca)

Figura 17. Cuantificacion de antioxidantes en extractos expresados en base seca.

Elaboracion. La Autora.
Un factor importante en la extraccion es el uso de solvente ya que este tiene un gran
significancia para la extracciébn de antioxidantes usadndose con frecuencia etanol y
acetona los cuales por su polaridad son considerados buenos solventes en la

extraccion de antioxidantes (Lu & Foo, 1999)

En la cuantificacion por método ABTS, este presenta una considerable capacidad de

bloqueo de radicales libres, esto podria relacionarse en el aumento del contenido de
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fenoles que captan los radicales libres (Restrepo-Sanchez, Narvaez-Cuenca, &
Restrepo-Sanchez, 2009). En algunas bibliografias mencionan que las extracciones
realizas con acetona permiten mejorar la extraccibn de fenoles de polaridad
intermedia, en las que existe una disminucién en el bloqueo de radicales libres DPPH,
de igual forma que en lo anterior este va ligado a los fenoles, pudiéndose afirmar que
el etanol es un solvente fuertemente captador de hidrogeno dado que trabaja en forma
lenta y por poseer moléculas de gran tamafio se obtienen capacidades antioxidantes
bajas (ZEA & Sanchez, 2012).

4.4 Cuantificacién de antioxidantes en subproducto de guayaba atomizada

En la Tabla 3. se exponen los resultados de las pruebas de atomizacion de extractos

de subproducto de guayaba.
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Tabla 3.Resultados de la cuantificacion de antioxidantes y porcentaje de recuperacion del subproducto de guayaba atomizado.

VARIABLES DE ATOMIZACION CUANTIFICACION DE ANTIOXIDANTES
Temperatura Flujo de Flujo de Conc. DPPH FENOLES TOTALES ABTS FRAP
aire bomba Solidos Recuperacién
°C % % % % UM Trolox/g de mg GAE/100 g de 1M Trolox/g de 1M Trolox/g
(mmh™) atomizado atomizado atomizado de
atomizado

140 40 25 6 38.67 ¢ 1.73 82.04 + 0.73 2544.15 + 0.57 92.93 + 095 288.54 + 0.19
160 20 40 10 40.11 + 0.63 118.79 + 9.42 2632.65 + 0.99 133.43 + 18.99 215.31 + 0.13
120 20 10 2 29.50 + 0.39 113.86 + 0.49 2595.85 + 9.20 108.03 + 1.11 241.22 + 0.00
140 30 25 6 27.13  + 0.38 96.83 + 0.37 2571.05 + 0.71 108.03 + 1.11 202.58 + 0.00
140 30 10 6 58.50 0.24 86.71 + 2.45 2593.95 + 9.30 77.72 + 14.87 197.40 + 0.39
120 40 10 10 70.83 + 0.90 63.48 + 29.68 2592.85 + 1.56 117.65 + 21.99 218.54 + 0.26
140 20 25 6 36.73 £ 0.09 102.45 + 0.98 2568.45 + 2.12 95.50 + 19.14 226.95 + 0.19
120 40 40 10 58.20 0.09 97.26 + 8.68 2581.75 + 0.57 98.08 + 6.64 227.95 + 0.64
140 30 40 6 57.00 + 0.47 107.90 + 4.04 2574.75 + 9.33 81.85 + 10.28 297.45 + 1.16
160 40 40 2 65.44 + 0.00 110.83 + 6.85 2576.35 + 8.49 81.52 + 3.48 243.95 + 045
120 30 25 6 52.17 + 0.31 99.51 + 6.24 2569.25 + 1.56 81.52 + 3.48 299.54 + 0.13
140 30 25 2 33.83 ¢ 0.24 94.49 + 2.93 2596.75 + 1.13 135.89 + 22.15 220.72 + 0.58
140 30 25 6 28.89 ¢ 0.24 102.88 + 11.13 2583.05 + 7.50 111.80 + 11.81 237.35 + 045
160 40 10 2 61.78 + 0.16 109.37 + 11.37 2588.25 + 1.56 80.96 + 0.79 243.35 + 0.19
160 20 10 10 36.97 £ 0.31 104.96 + 11.62 2568.35 + 0.85 93.38 + 0.00 193.04 + 1.22
160 30 25 6 50.47 0.05 89.05 + 0.86 2570.45 + 2.12 79.28 + 14.56 186.54 + 0.00
120 20 40 2 8733 0.47 89.22 + 29.68 2572.05 + 0.14 102.66 + 0.47 243.67 + 0.39
140 30 25 10 63.00 + 0.09 94.06 + 0.86 2584.95 + 0.85 73.91 + 0.32 217.49 + 0.00
140 30 25 6 4467 + 0.47 88.27 + 0.73 2597.25 + 1.27 92.26 + 2.21 218.76 + 0.26

Los valores se expresan como valor promedio de 2 muestras ; + desviacion estandar de la muestra y el duplicado respectivamente
Elaboracion: La Autora.
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4.4.1 Porcentaje de recuperaciéon en atomizados del subproducto de guayaba.

En la tabla 3 muestra el porcentaje de recuperacion para cada una de las corridas que se
experimentaron del extracto inicial sometido atomizacion, la figura 18 muestra el diagrama de
Pareto que indica que la variable concentracion de sélidos totales tienen un efecto significativo
sobre el porcentaje de recuperacion, al igual que la interaccién flujo de aire-temperatura, flujo
de aire-flujo de aire, concentracion de sélidos-concentracion de sélidos, concentracion de

solidos-temperatura de entrada las cuales también presentan un efecto significativo .

A:Conc. Sélidos
BD

BB

AA

AD

AC

BC

CcC

DD
D:Temperatura
AB

C:Flujo de bomba
B:Flujo de aire
CD

I—
I

i

o
=
N
w
IN
Ul
o

El color gris presenta que a mayor cantidad de concentracion de soélidos totales, mayor es el porcentaje de
recuperacion, mientras que el color azul representa que a menor flujo de aire —temperatura, concentracion de
sdlidos-concentracion de sélido mayor es el porcentaje de recuperacion.

Figura 18.Grafica de Pareto del porcentaje de recuperacion

A continuacion, se visualiza en la figura 19 de contornos que provee una vista bidimensional de

la superficie con una misma respuesta, siendo en este caso el porcentaje de recuperacion.

40 T ' 10.0 T 20.0 i i = Recuperacion
o ] — 99
< L —— 10.0
E 36 90 200
£ C 1 — 300
o L |l —— 400
5 321 - —— 500
o r 1 —— 600
S C ] 70.0
S 281 - —— 800
L r 1 —— 90.0

i ] —— 1000

24 - 7.0

20 _—./ﬂ. . I30.0 40'.0 50.0 I6_0 0

0 2 4 6 8 10

Concentraciéon de sélidos

Figura 19. Grafica de contornos del porcentaje de recuperacion a una Temperatura entrada de 140°C, 25%
flujo de bomba
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La figura 19 permite evidenciar la ubicacion del punto éptimo del subproducto de guayaba
atomizado en la que se obtendra un rendimiento considerable a 140 grados centigrados de
temperatura de entrada, flujo de bomba del 25 por ciento, flujo de aire 40 milimetros de altura y
concentracion de solidos del 10 por ciento.

Para obtener un rendimiento considerable la temperatura de entrada es un factor importante ya
que si se disminuye permitira aumentar el rendimiento, por el contrario al aumentar provocara
adherencia de los polvos en la camara de secado reduciendo la recoleccion de polvos y por
ende disminucion del rendimiento (Olivera Fox, 2013). Obo6n (2009), resalta que con

temperaturas bajas el comportamiento gomoso y pegajoso de las particulas disminuye.

En estudios previos sobre esta tecnologia algunos autores como Goula (2010), mencionan que
la recuperacion de productos con una cantidad considerable en azlcares secados por
atomizacién se ve afectada por las altas temperaturas produciéndose cambios en la estructura
de la muestra, en el estado termoplastico del polimero y la recoleccién en la pared del secador
aumenta, aun cuando las altas temperaturas aumentan la velocidad de secado reduciendo el

tiempo de operacion.

En la tabla 4 se puede evidenciar que los rendimientos obtenidos fueron menores al 100%,
esto se atribuye a que el producto quedo adherido en las paredes de la camara de secado y del
ciclon dificultando su recoleccién produciendo pérdida de muestra obteniendo como el
rendimiento més alto del 87.33%.

4.4.2 Cuantificacion de antioxidantes del subproducto de guayaba atomizado
¢ Cuantificacién antioxidantes método DPPH

La figura 20 muestra la gréafica de Pareto para la cuantificacion de antioxidantes por DPPH, en
la que se indica que el flujo de bomba y el lujo de aire tiene un efecto significativo, de igual
forma la interaccion de la concentracion de sélidos -flujo de aire, concentracion de sélidos-flujo

de bomba.
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El color gris muestra que a mayor flujo de bomba mayor extraccion de antioxidantes, el color azul

representa que a menor flujo de aire mayor extraccion de antioxidantes.

Figura 20.Gréfica de Pareto para la cuantificacion por DPPH

Seguidamente se muestra la figura 21 de contornos de la superficie de respuesta se evidencia

que el punto 6ptimo en el que se obtuvo una cuantificacion de 143 pMol eq trolox/g de

atomizado es a una

concentracion de sdlidos del 10 por ciento, temperatura de entrada de

120 grados centigrados, flujo de bomba 40 por ciento vy flujo de aire 20 milimetros de altura
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Figura 21. Grafica de Contornos de la cuantificacién por DPPH a una Temperatura de entrada 120°C,

40%FIlujo de bomba

En este caso la cuantificacién por el método DPPH demuestra que las variables sometidas a

estudio se relacionan con la cuantificacion de antioxidantes, ya que el DPPH se basa en

parametros cinéticos, expresandose en unidades diferentes en los que considera los gramos



de muestra que son necesarias para captar un gramo de dicho radical, debido a que cuando

mas antioxidantes tenga una muestra menor sera su valor ECs.
e Cuantificacion antioxidantes método FRAP

La figura 22 de la gréfica de Pareto en este caso indica que las variables temperatura de
entrada, el flujo de aire y flujo de bomba tienen un efecto estadisticamente significativo vy la

interaccion concentracion de sélidos-flujo de aire también tienen un efecto significativo.

AB o -

B:FLUJO DE AIRE
C:FLUJO DE BOMBA
AA

AD

BB

BD

AC

cc

BC

CcD
A:CON.SOLIDOS
DD

|

- oy

El color gris representa que a mayor flujo de aire y flujo de bomba, mayor extraccion de antioxidantes,
mientras que el color azul representa que a menor temperatura de entrada y la interaccién concentracion
sélidos- flujo de aire, concentracion sélidos-concentracion sélidos mayor extraccion de antioxidantes.

Figura 22. Gréfica de Pareto de la cuantificacion por FRAP
En la figura 23. se presenta la grafica de contornos en la que se evidencia el valor 6ptimo para
obtener una cuantificacion de 297 uMol eq. trolox/g de atomizado por este método es a una

concentraciéon de sélidos del 2 por ciento, temperatura de entrada de 160 grados centigrados,

flujo de bomba 40 por ciento y flujo de aire 40 milimetros de altura.
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Figura 23. Grafica de Contornos de la cuantificacién por FRAP, Temperatura de entrada de 160°C, 40% de

flujo de bomba
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e Cuantificacion antioxidantes método ABTS

La figura 24 de la grafica de Pareto indica que la variable temperatura de entrada y la
interaccion concentracion de sélidos-flujo de aire, y la interaccion flujo de bomba-

temperatura tienen un efecto estadisticamente significativo.
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El color gris representa que a mayor flujo de bomba-temperatura de entrada mayor extraccion de
antioxidantes, mientras que el color azul representa que a menor temperatura de entrada mayor
extraccion de antioxidantes.

Figura 24. Gréfica de Pareto para la cuantificacién por ABTS

La figura 25 de contornos muestra que el punto éptimas en las que se obtendra 158 uMol eq
Trolox/g de atomizado por este método a una temperatura de entrada del20 grados

centigrados, flujo de aire 20 milimetros de altura, flujo de bomba del 40 por ciento y

concentracién de soélidos 10 por ciento. WMol ET de trolox/g de
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Figura 25. Gréfica de Contornos de la cuantificacion de antioxidantes por ABTS
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¢ Fenoles totales

La figura 26 de la gréfica de Pareto muestra que las variables temperatura de entrada y flujo

de aire tienen un efecto estadisticamente significativo. También se puede observar que la

interaccion concentracion solido- concentracién solido y flujo de bomba- temperatura

presentan influencia signiicativa
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El color gris significa que a mayor cantidad de temperatura y flujo de bomba muestra una mayor
extraccion de fenoles totales. El color azul significa que a menor cantidad de
concentracion de solidos mayor extraccion de fenoles totales.

Figura 26. Grafica de Pareto para fenoles totales

flujo de aire y en

La figura 27 evidencia que el punto 6ptimo para obtener una concentraciéon de 2667 mg

GAE/100 g atomizado es a un flujo de aire 20 milimetros de altura y concentracion de

sdlidos del 2 por ciento.
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Figura 27.Grafica de Contornos de fenoles totales con una temperatura de entrada de 160 °C,

flujo de bomba del 40 %
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La cantidad de antioxidantes por DPPH, ABTS Y FRAP son diferentes debido a que los
compuestos polifenélicos que posee la fruta presentan cambios quimicos, esto se puede
dar por el rompimiento del enlace carbono - oxigeno provocando la pérdida de grupos
Hidroxilos que son responsables de las propiedades antioxidantes (Duthie, Gardner, & Kyle,
2003). En bibliografia se menciona que los subproductos poseen un alto contenido de
flavonoides entre otros metabolitos antioxidantes (Rojano, Zapata Acosta, & Cortes Correa,
2012) los que se caracterizan por tener en sus enlaces carbono-carbono, carbono-
hidrégeno y carbono -oxigeno, los que necesitan 347, 415 y 352 Kcal/mol, de energia
necesaria para su rompimiento, esto pudo haber sido un factor que influyd en la

cuantificacién de antioxidantes por la variabilidad de temperatura que se uso.

4.4.3 Determinaciéon de condiciones 6ptimas

La tabla 4 muestra la comparacion de los valores Optimos para cada variable respuesta,
ademas a manera de comparacién se muestran los valores calculados para cada respuesta
en funcién de los pardmetros Optimos de las demas respuestas, es decir en cada caso se
realizd la sustitucion de las condiciones 6ptimas tedricas en las ecuaciones del modelado
para cada uno de los métodos, esto permiti6 evaluar el porcentaje de variacion en la
busqueda de una sola combinacién de condiciones Optimas. Las ecuaciones se muestran en

el Anexo N.

Tabla 4. Valores 6ptimos (*) y porcentaje de variacion.

% Recuperacion Fenoles totales ABTS DPPH FRAP
Valores 6ptimos
mg % de HMol eq % de HMol eq % de HUMol eq % de Mol eq % de
GAE/100 g L Trolox /g de o Trolox /g de o Trolox /g de L Trolox /g de L
variacion variacion variacion . variacion . variacion
atomizado. atomizado atomizado atomizado atomizado.
Fenoles
70.98 15.61 2667.05* 0 144.89 9.44 112.53 27.42 166.95 76.72
Totales
ABTS 102.26 19.8 2571.05 3.37 158.58* 0 104.20 37.61 211.31 39.62
DPPH 107.26 22 2571.05 3.73 143.39 10.59 143.39* 0 231.31 27.54
FRAP 66.41 23.56 2577.15 3.37 311.31 49.10 109.38 31 295.03* 0
Recuperacion 82.06* 0 2577.40 3.47 72.37 119 82.77 73 178.71 65.07

Elaboraciéon. La autora

En la tabla 4. se muestra que en fenoles totales existe una menor variaciéon del porcentaje
con respecto al valor éptimo (ABTS 3.37%, DPPH 3.73% , FRAP 3.37% Yy recuperacion
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3.47%), por lo tanto siendo la condicion mas éptimas a una temperatura de entrada 160°C,

flujo de bomba del 40%, flujo de aire del 20% y concentracion de soélidos 2%.
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CONCLUSIONES

Al haber realizado la culminacién de trabajo se presenta las siguientes conclusiones:

Se obtuvo ingredientes bioactivos por medio de la tecnologia de atomizacioén.

La cuantificacion de antioxidantes en los extractos del subproducto de guayaba por
los tres métodos DPPH se obtuvo 68.86 uMol eq. de trolox/g de muestra en base
seca, FRAP se obtuvo 39.82 uMol eq. de trolox/g de muestra en base seca, ABTS
55.70 uMol eqg. de trolox/g de muestra en base seca y Fenoles Totales 1195 mg GAE
/100 g de muestra, mostraron una diferencia debido a que cada método cuantifica de
forma diferente.

Las condiciones Optimas para la cuantificacion de los polvos atomizados para el %
de recuperacion se obtuvo 81 % a 140 °C de temperatura de entrada, flujo de bomba
del 25 %, flujo de aire 40 mm de altura y concentracion de sélidos del 10%, en la
cuantificacion por ABTS 158 uMol eq Trolox/g de atomizado a una temperatura de
entrada del20 °C, flujo de aire 20 mm de altura, flujo de bomba del 40 % y
concentracion de soélidos 10 %, en DPPH 143 uMol eq trolox/g de atomizado a una
concentracion de solidos del 10 %, temperatura de entrada de 120 °C, flujo de
bomba 40 % y flujo de aire 20 mm de altura y FRAP 297 uMol eq. trolox/g de
atomizado a una concentracion de sélidos del 2 %, temperatura de entrada de 160
°C, flujo de bomba 40 % y flujo de aire 40 mm de altura, mientras que en fenoles
totales se obtuvo 2667 mg GAE /100 g de atomizado, a 160 °C temperatura de
entrada, con 40% flujo de bomba, 20 mm de altura flujo de aire, con el 2 %
concentracion de solidos.

Las condiciones 6ptimas de extraccién determinada por los cuatro métodos en base
a las ecuaciones de disefio fueron a una temperatura de entrada de 160°C, con el
20% de flujo de aire, el 40% de flujo de bomba y con el 2% en concentracion de
solidos totales.

En la determinacién de las condiciones 6ptimas se determiné que en fenoles totales

existe una menor pérdida con respecto a cada método.
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RECOMENDACIONES

Al finalizar este trabajo investigativo se recomienda:

e Para investigaciones futuras se recomienda realizar un estudio por HPLC de los
polvos atomizados que servira para aislar macromoléculas, productos naturales
labiles, y otros grupos polifuncionales de alto peso molecular.

e Incorporar los polvos obtenidos en alimentos.

e Estudiar la estabilidad de los polvos atomizados.
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ANEXO A. Procesamiento de la guayaba

Recepcion de — Guayaba > < Quevedo/Los Rios >
materia prima
Seleccién —> < Por defectos >9 Golpes o descomposicion
S Hipoclorito de calcio 800 ppm 20
Lavado minutos
95°C por un tiempo de Importante: No pasar la guayaba por agua fria
Escaldado —> 2 min. P P _ guayaba p 'g
porque la corteza tiene gran cantidad de
\l, pectina.
Despulpado —> Tamafio de malla 0.1 mm

\

Realizar a 60°C en una estufa

Secado de conveccién hasta alcanzar
Antes de licuar la muestra ya T una humedad del 12%
seca debe estar a temperatura )
) ) > Triturado
ambiente para evitar 100g de muestra 30 segundos 3
quemaduras \l/ veces
Tamizado >

Tamafio de particula entre 200-250 ym

\/

Almacenamiento

< Temperatura —20 °C >

Elaboracién. El autor
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ANEXO B. Extraccion de compuestos antioxidantes muestra escaldada y polvo

Extraccién de compuestos antioxidantes muestra

escaldaday polvo

Pesar 2.5 g de muestra Adicionar 20 mL de
escaldada y en polvo. 2] metanol/agua, acidificados 2

(50:50 vl/v, pH 2) con HCI 2N

Agitar En un agitador
horizontal durante 1 hora

Separar sobrenadantes

Residuo extraer
nuevamente con 20 mL de
acetona/agua (70:30 v/v)

\2

Agitar durante 1h

v

Combinar sobrenadantes

v

Almacenar

Elaboracién. El Autor.
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ANEXO C. Procedimiento para la extraccion antioxidante de extractos sometidos atomizacién

Pesar 5g de guayaba en polvo

Mezclar con 50 mL de etanol acuosa

(80% v/v)

Dejar extraccién por un periodo de 6
horas temperatura ambiente

EXTRACCION DE ANTIOXIDANTES

= Adicionar 1 gramo de acido ascorbico

Elaboracién. El Autor.

transcurrido este tiempo centrifugar la
soluciéon

Separar el sobrenadante

Residuo sélido
usado nueva

extraccion

Adicionar 50 mL de
disolvente, agitar por 30

minutos
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Combinar sobrenadantes

Disolvente organico eliminar
por evaporacion al vacio por
30 minutos

Almacenar




ANEXO D. Proceso de atomizacion

Elaboracién. El Autor.

PROCESO DE
ATOMIZACION

v

Encender el aspirador

A4

Fijar la temperatura de

entrada

Encender la bomba

Vv

Abrir la vélvula del aire
comprimido

eristaltica.
p —

Pasar agua destilada
en ambas mangueras
para controlar el flujo.

Reducir la temperatura de entrada
e incrementar la de la bomba.

V

Cambiar el agua
destilada por el
producto

Secado de la muestra

Cambiar el producto
por agua destilada
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ANEXO E. Preparacién de reactivo para la cuantificacién antioxidantes método ABTS

Elaboracién. El Autor

METODO ABTS
SOLUCION A SOLUCION B
Solucién a 7.4 mM Persulfato de potasio 2.6 mM
Pesar 40.6 mg de ABTS y afor6 a 25 mi || Heoar Zé%zggragd(ejgtigésazog aforo a
con agua destilada

Dejar reposar por 12 horas cada solucién por separado

temperatura ambiente y en lugar obscuro.

SOLUCION DE TRABAJO

Se mezclara 1 ml de solucion patrén con 60 ml

Ajustar el espectrofotémetro

de metanol hasta alcanzar absorbancia 1.1
+0.02 unidades medidas a 734 nm.

PREPARACION DE MUESTRAS

Tomar 150 pL de muestra

a cero encerar con metanol.

Adicionar 2850 mL de solucion de

Dejar reaccionar por 2 horas a temperatura

ambiente y en la obscuridad medir la

absorbancia a 734 nm
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ANEXO F. Preparacion de reactivo para la cuantificacion antioxidantes método DPPH

METODO DPPH

Pesar 24 mg de DPPH y disolver en

100ml de metanol

Almacenar en refrigeracion a 4 °C hasta
Su posterior uso

SOLUCION DE TRABAJO

Mezclar 10 ml de solucién patrén con 45 ml
de metanol hasta obtener absorbancia 1.1 +
0.02 con una longitud de onda de 515 nm.

PREPARACION DE MUESTRAS

Elaboracién. El Autor.

Tomar 150 plL de muestra.

Adicionar 2850 pL de

solucién de trabajo.

Dejar reaccionar por 24 horas a

temperatura ambiente y en la
obscuridad medir la absorbancia a
515 nm

60

Para el blanco usar metanol




ANEXO G. Preparacion de reactivo para la cuantificacién antioxidantes método FRAP

Método FRAP

Solucidn A de buffer acetato Solucién B ,4,6-tripiridin-s- Solucion C cloruro férrico
775 mM/L triazina
Pesar 775 m g de acetato de sodio en 4 mL de 4cid Pesar 78 mg de TPTZ diluido en 25 mL Pesar 135 mg de cloruro férrico
esar m g de acetato de sodio en 4 mL de acido esar 78 mgde iluido en m hexahidratado diluido en 25 mL de
acético glacial (10 mM), aforado a 250 mL con agua de HCI (40 mM). metanol.

destilada con un pH de 3.6 de la solucion.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

SOLUCION DE TRABAJO

Mezclar las 3 soluciones

Tomar 150 yL de muestra

- Adicionar 2850 pL de la solucion
25 mL de buffer acetato 2.5 mL de la solucion de TPTZ 2.5 mL de solucién cloruro férrico de trabajo
N\ | I
Calentar la  solucién hasta una Dejar reaccionar por 30 minutos en la
temperatura de 37 °C, antes de usar. obscuridad a temperatura ambiente
|

Medir absorbancia a 593nm

Elaboracién. El Autor.
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ANEXO H. Preparacién de reactivo para cuantificacién de antioxidantes por método de Fenoles Totales

Fenoles totales

Preparar cada reactivo por separado.

0.25N Folin-Ciocalteu

1 N Carbonato de sodio

Acido galico

Medir 3.125 mL y aforar en 25 mL con
agua destilada.

Pesar 2.65 g y aforar en 50 mL de

agua destilada.

Pesar 1950 mg y aforar a 25 mL con

metanol.

Preparacion de muestras

Tomar 150 pL de muestra
|

Adicionar 2400 pL de agua
destilada

Agitar y dejar
reaccionar tres
minutos.

Curva de calibracion

Tomar alicuotas de este

reactivo de 0-0.8 mL

Adicionar 300pL
de carbonato de
sodio.

Adicionar 150 pL de Folin-
Ciocalteu

Agitar y dejar
reaccionar 2 horas

Leera 725 nm
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ANEXO I. Preparacién de la curva de calibracién reactivo TROLOX

.Elaboracién. El Autor.

CURVA CALIBRACION DE TROLOX

Pesar 12.5mg de reactivo Trolox aforado a
50mL con metanol.

Soluciéon madre 1000 uM aforada a 50 mL

Diluciones
800 uM 600 pM 400 pM 200 uM 100 uM 50 uM
5mLd
8mL de sol. 7.5mL de sol. 6.66mL de 5mlLde mde SmL de
de Trolox De trolox sol. trolox sol. trolox sol trolox sol. trolox
madre + 2mL madre + madre + madre + madre + madre +
L
MeOH 2.5mL MeOH 3.33mL smL > 5mL MeOH
MeOH MeOH MeOH

25 UM

5mL de
sol. trolox
madre +
5mL
MeOH

Las diluciones se aforaran a 10 |mL
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ANEXO J. Cuantificacién antioxidantes por método Follin-Ciocalteu

a) Curva de calibracion

0 10 0 0.036
0.8
0.05 10 9.75 0.079
0.7 -
0.1 10 19.5 0.118 y
g 06 *
= /
0.2 10 39 0.188
S 7§
0.3 10 58.5 0.256 = 0.4
£ A
0.4 10 78 0.36 s 03 4
=]
< 0.2
0.5 10 97.5 0.428
0.1
0.6 10 117 0.571
0
0.7 10 136.5 0.652 0 50 100 150 200
concentracion mg AG/L
0.8 10 156 0.684 g /
Pendiente 0.0044
Interseccion 0.027
R? 0.9919
°C (mmh™) % % nm mg GAE/100 g de
atomizado
140 40 25 6 0.223 2544.15 + 0.57
160 20 40 10 0.443 2632.65 + 0.99
120 20 10 2 0.333 2595.85 + 9.20
140 30 25 6 0.292 2571.05 + 0.71
140 30 10 6 0.355 2593.95 + 9.30
120 40 10 10 0.343 2592.85 + 1.56
140 20 25 6 0.281 2568.45 + 2.12
120 40 40 10 0.319 2581.75 + 0.57
140 30 40 6 0.284 2574.75 + 9.33
160 40 40 2 0.319 2576.35 + 8.49
120 30 25 6 0.195 2569.25 + 1.56
140 30 25 2 0.353 2596.75 + 1.13
140 30 25 6 0.334 2583.05 + 7.50
160 40 10 2 0.331 2588.25 + 1.56
160 20 10 10 0.286 2568.35 + 0.85
160 30 25 6 0.294 2570.45 + 2.12
120 20 40 2 0.345 2572.05 + 0.14
140 30 25 10 0.324 2584.95 + 0.85
140 30 25 6 0.344 2597.25 + 1.27
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ANEXO K. Cuantificacion antioxidantes por método ABTS

0.8 ]
0.7 -
_ 0.6
§ 0.5 2
800 0.035 _fé E 0.4 *
600 0.189 2~
2 03
400 0.424 ® =
0.2
200 0.542
100 0.686 0.1
: 0 =,
50 0.698
0 200 400 600 800
25 0.712 concentracion
Trolox (umol)
Pendiente -0.0009
interseccioén 0.7472
R? 0.9923

1000

°C

(mmh™)

% % nm 1M Trolox/g de atomizado
140 40 25 6 0.538 92.93 + 0.95
160 20 40 10 0.479 133.43 + 18.99
120 20 10 2 0.504 108.03 + 1.11
140 30 25 6 0.550 108.03 + 1.11
140 30 10 6 0.519 77.72 + 14.87
120 40 10 10 0.503 117.65 + 21.99
140 20 25 6 0.538 95.50 + 19.14
120 40 40 10 0.548 98.08 + 6.64
140 30 40 6 0.570 81.85 + 10.28
160 40 40 2 0.478 81.52 + 3.48
120 30 25 6 0.478 81.52 + 3.48
140 30 25 2 0.567 135.89 + 22.15
140 30 25 6 0.538 111.80 + 11.81
160 40 10 2 0.593 80.96 + 0.79
160 20 10 10 0.517 93.38 + 0.00
160 30 25 6 0.582 79.28 + 14.56
120 20 40 2 0.547 102.66 + 0.47
140 30 25 10 0.508 73.91 + 0.32
140 30 25 6 0.537 92.26 + 2.21

65




ANEXO L. Cuantificacién antioxidantes por método DPPH

1 -
800 0.049 '
09 8
600 0.178
?E(lB S
400 0.466 g 07 N
200 0.703 a 0.6
S
100 0.806 ﬁ 0.5
50 0.87 -E 0.4
w 0.3 =
25 0.924 = ~
< 0.2 T
0.1
0 ~
0 200 400 600 800
Concentracién
Trolox (uMol)
Pendiente -0.0012
Interseccion 0.9302
R? 0.9918

1000

% % nm UM Trolox/g de atomizado
140 40 25 6 0.693 82.04 + 0.73
160 20 40 10 0.569 118.79 + 9.42
120 20 10 2 0.604 113.86 + 0.49
140 30 25 6 0.651 96.83 + 0.37
140 30 10 6 0.676 86.71 + 2.45
120 40 10 10 0.686 63.48 + 29.68
140 20 25 6 0.634 102.45 + 0.98
120 40 40 10 0.664 97.26 + 8.68
140 30 40 6 0.602 107.90 + 4.04
160 40 40 2 0.620 110.83 + 6.85
120 30 25 6 0.667 99.51 + 6.24
140 30 25 2 0.645 94.49 + 2.93
140 30 25 6 0.622 102.88 + 11.13
160 40 10 2 0.610 109.37 + 11.37
160 20 10 10 0.651 104.96 + 11.62
160 30 25 6 0.698 89.05 + 0.86
120 20 40 2 0.650 89.22 + 29.68
140 30 25 10 0.662 94.06 + 0.86
140 30 25 6 0.678 88.27 + 0.73
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ANEXO M. Cuantificacion antioxidantes por método FRAP

2 i
800 1.792 e Le -
e 1.4 -
600 1.390 E‘ 12
400 0.952 & 1 -
200 0.517 -té 0.8 - 2
100 0.288 E 0.6 ==
50 0.188 " 0.4
25 0.13 0'3 ?
0 200 400 600 800 1000
concentracion
Trolox (uMol)
Pendiente 0.0022
interseccién 0.0803
R? 0.9998
140 40 25 6 1.668 288.54 + 0.19
160 20 40 10 1.265 215.31 + 0.13
120 20 10 2 1.407 241.22 + 0.00
140 30 25 6 1.193 202.58 + 0.00
140 30 10 6 1.165 197.40 + 0.39
120 40 10 10 1.283 218.54 + 0.26
140 20 25 6 1.326 226.95 + 0.19
120 40 40 10 1.338 227.95 + 0.64
140 30 40 6 1.714 297.45 + 1.16
160 40 40 2 1.421 243.95 + 0.45
120 30 25 6 1.725 299.54 + 0.13
140 30 25 2 1.296 220.72 + 0.58
140 30 25 6 1.386 237.35 + 0.45
160 40 10 2 1.414 243.35 + 0.19
160 20 10 10 1.141 193.04 + 1.22
160 30 25 6 1.109 186.54 + 0.00
120 20 40 2 1.417 243.67 + 0.39
140 30 25 10 1.275 217.49 + 0.00
140 30 25 6 1.282 218.76 + 0.26
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ANEXO N. Célculo para la determinacion del equivalente de capacidad antioxidante.

La concentracidn que se expresa en micromoles equivalentes de Trolox por 100 gramos de muestra,

se inicia en la ecuacién de la recta que se origina en la grafica de la curva de calibracion.

y=mx+b
y = absorbancia
m = pendiente
X = concentraciéon
b = interseccién
Despeje de la concentracion:
y—>b
y=2—"
m

Se remplazé los valores de la pendiente e interseccion de la curva de calibracién para
determinar la cuantificacion de antioxidantes, se usara de ejemplo las absorbancias del
Anexo L de la cuantificacion por el método FRAP, ejemplificAndose con la absorbancia uno

en la que se aplica la siguiente ecuacion:

_ 1.668-0.0803
T 0.0022

Co = 721.68 pymol/L

El extracto se analizado diluyé hasta una concentracién 2.5 mg/mL, obteniéndose la

siguiente ecuacion:

_ 72168 uMol/L _1000mL

Co
2.5mg/mL 1L

= 0.028867umol eq. trolox/mg de extracto 6 atomizado

Al resultado anterior se lo expresa en micromoles equivalente de Trolox/ gramos de

atomizado

umol ET 1000 mg

Co = 0.0288672 * , -
mg extracto 1 g extracto 6 atomizado

Co = 28.86 UMoIET/g de atomizado

En el caso de los extractos, guayaba deshidratada y escaldada valor anterior se expresé en
base seca. Para esto se utilizo el porcentaje de humedad del subproducto deshidratado que

tuvo una humedad final del 12.4%,

El mismo procedimiento se aplicé para el célculo de antioxidantes por los demas métodos
como FRAP, DPPH y FENOLES TOTALES.
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e Calculo para la determinacion de las condiciones 6ptimas

Se tomé como ejemplo la ecuacion de modelado del método fenoles totales.

Condiciones Fenoles totales

Conc.sélidos (%) 2

Flujo de aire (%) 20

Flujo de bomba (%) 40

Temperatura (°C) 160

Ecuacion de modelado para fenoles totales.

y = 1741.12 - 24.8072*conc.s0lidos + 8.16381*flujo de aire - 7.00964*flujo de bomba +
11.7336*temperatura + 1.68359*conc.solidos™2 + 0.444375*conc.sdlidos*flujo de aire +
0.146667*conc.solidos*flujo  de bomba - 0.0940625*conc.sélidos*temperatura -
0.104126*flujo de aire"2 - 0.059*lujo de aire*flujo de bomba - 0.030875*flujo de
aire*temperatura + 0.0661662*flujo de bomba”2 + 0.0333333*flujo de bomba*temperatura -
0.0360315*temperatura™2

Posteriormente se calcula el porcentaje del valor 6ptimo con el resultado antes obtenido

ejemplificandose asi:

2571.05
2667.05

% valor 6ptimo =(1 — )*100

% valor 6ptimo = 0.48%

Para la cuantificacion se us6 el mismo célculo las ecuaciones de modelado para los

diferentes métodos se las presenta a continuacion:

Ecuacién de modelado ABTS

y=650.161 + 19.7725*con.s6lidos - 7.8956*flujo de aire - 8.94012*flujo de bomba -
4.71447*temperatura + 0.130335*con.sdlidos™2 - 0.711984*con.s6lidos*flujo de aire -
0.0438229*con.solidos*flujo de bomba + 0.0321641*con.solidos*temperatura +
0.0309037*flujo de aire”2 + 0.0255542*flujo de aire*flujo de bomba + 0.0672656*flujo de
aire*temperatura  + 0.0318794*flujo de bomba”2 + 0.0497854*flujo de
bomba*temperatura + 0.00111341*temperatura2

Ecuacién de modelado FRAP

y=934.324 + 10.064*con.soélidos - 6.76245*flujo de aire - 0.704735*lujo de bomba -
6.82158*temperatura - 1.49646*con.s6lidos”2 - 1.30086*con.sélidos*flujo de aire +
0.0596563*con.solidos*flujo  de bomba + 0.321602*con.sélidos*temperatura  +
0.146916*flujo de aire2 - 0.0122708*flujo de aire*flujo de bomba + 0.0652781*flujo de
aire*temperatura  + 0.0194403*lujo de bomba”2 + 0.00458125*lujo de
bomba*temperatura - 0.0000210874*temperatura’*2
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Ecuacién de modelado DPPH

y=-84.3147 + 9.54175*conc.sélidos - 2.46309*flujo de aire - 3.33055*flujo de bomba +
3.69191*temperatura + 0.218122*conc.sélidos”2 - 0.351078*conc.soélidos*flujo de aire +
0.143344*conc.sdlidos*flujo de bomba - 0.0430078*conc.sélidos*temperatura +
0.000724593*flujo de aire”2 + 0.0138208*flujo de aire*flujo de bomba + 0.0225719*flujo
de aire*temperatura + 0.0360554*flujo de bomba®2 + 0.00426042*flujo de
bomba*temperatura - 0.0159189*temperatura’*2

Ecuacig
y=612.321 + 17.1556*Conc. Solidos - 10.6576*Flujo de aire + 0.0430648*Flujo de bomba

- 7.15075*Temperatura + 0.568068*Conc. Solidos”2 + 0.150104*Conc. Sélidos*Flujo de
aire - 0.0710878*Conc. Solidos*Flujo de bomba - 0.142934*Conc. Sélidos*Temperatura -
0.137943*Flujo de aire”2 - 0.0275649*Flujo de aire*Flujo de bomba + 0.134424*Flujo de
aire*Temperatura + 0.0278033*Flujo de bomba™2 - 0.000634229*Flujo de
bomba*Temperatura + 0.0152227*Temperatura’2
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